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RESUMO 

Jesus FN. Consequências da presença de periodontite induzida por ligadura em 

ratos sobre a resposta vaso motora in vitro de anéis de artéria mesentérica. 

[dissertação (Mestrado em Farmacologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2014. 

A destruição crônica do aparato de ligamento periodontal devido a uma intensa 

resposta inflamatória a bactérias, leva a um quadro clínico conhecido como doença 

periodontal. Patógenos periodontais podem ser translocados e liberados do sulco 

gengival à circulação sanguínea e assim apresentar efeitos periféricos. A bolsa 

periodontal também é importante reservatório de mediadores inflamatórios, que 

podem atingir a circulação sanguínea e apresentar efeitos em órgãos distantes. 

Muitos estudos passaram a documentar a relação entre doença periodontal e 

disfunção endotelial, reversível pelo tratamento odontológico. No nosso laboratório 

foi estudada a resposta vasomotora in vitro de anéis de aorta de ratos com 

periodontite induzida por ligadura, e os resultados preliminares mostram aumento 

significativo da resposta contrátil destes anéis à norepinefrina, quando comparada 

com a resposta dos vasos provenientes dos animais controle (Sham). Assim, 

considerando a importância dos efeitos da doença periodontal em órgãos à 

distância, em particular os cardiovasculares mencionados acima, o presente estudo 

avaliou a influência da periodontite induzida por ligadura em ratos sobre a resposta 

vasomotora in vitro de anéis de artéria mesentérica. Os resultados demonstraram 

que os animais com ligadura, durante sete dias, apresentaram diminuição da 

sensibilidade da artéria mesentérica ao relaxamento causado por NO exógeno e ao 

inibidor de fosfodiesterase tipo V, além disso, resultou em aumento significativo da 

transcrição do gene iNOS na artéria mesentérica, mesmo promovendo menor 

sensibilidade da artéria mesentérica ao relaxamento causado por SNP com o 

inibidor da iNOS no grupo ligadura. Ainda, fatores contráteis derivados de COX-1 

tem menor participação no vasorelaxamento dependente do endotélio na artéria 

mesentérica de ratos com ligadura em comparação ao grupo Sham. Conclui-se que 

no modelo de ligadura em ratos possam ocorrer alterações funcionais da 

musculatura lisa, relacionadas à via NO-sGC-GMPc e também parece promover a 

produção de mediadores da resposta vasorelaxante da ACh relacionados a 

mecanismos de hiperpolarização. Assim, estudos com doadores de H2S, 

particularmente compostos de liberação lenta, deverão ser realizados a fim de 

responder estas questões que permanecem em aberto.  

 

Palavras-chave: Periodontite. Artéria Mesentérica. Disfunção Endotelial. Óxido 

Nítrico. Prostaglandinas. 

  



 
 

 

ABSTRACT 

Jesus FN. Consequences in the presence of ligature-induced periodontitis in rats on 

“in vitro” vasomotor response of mesenteric artery rings. [Masters thesis 

(Pharmacology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 

Paulo; 2014. 

 

Chronic destruction of periodontal attachment apparatus due to an intense 

inflammatory response to bacteria leads to a clinical condition known as periodontal 

disease. Periodontal pathogens can then translocate from the gingival sulcus and 

reach the bloodstream, and thus have peripheral effects. The periodontal pocket is 

also an important reservoir of inflammatory mediators, which can reach the 

bloodstream, and the periodontitis may have effects on organs and regions distant. 

Studies have also documented the relationship between periodontal disease and 

endothelial dysfunction, which was reversible by dental treatment. In our laboratory 

we are currently studying the vasomotor response "in vitro" of aortic rings from rats 

with ligature-induced periodontitis, and the preliminary results show significant 

increase in the contractile response of the rings to norepinephrine, when compared 

with the response of vessels obtained from control animals (Sham). Considering the 

importance of the effects of periodontal disease in remote organs, particularly the 

cardiovascular mentioned above, this study evaluated the influence of ligature-

induced periodontitis in rats on the "in vitro" vascular reactivity of mesenteric artery 

vessels. The results showed that animals with ligature, during seven days, it showed 

decreased sensitivity of mesenteric artery to relaxation caused by exogenous NO 

and phosphodiesterase type V inhibitor. Moreover, results in significant increase in 

the transcription of the iNOS gene in the mesenteric artery, promoting even lower 

sensitivity of mesenteric artery to relaxation caused by SNP with iNOS inhibitor in the 

ligature group. Although, contractile factors derived from COX- 1 has the lowest 

participation of endothelium -dependent vasorelaxation in the mesenteric artery from 

rat with ligature when compared to sham group. We conclude that in the ligature rat 

model may occur functional changes in smooth muscle, related to the NO-sGC-

cGMP, and also seems to promote the production of mediators of vasorelaxant 

response to ACh related with hyperpolarization-mechanisms. Thus, studies with H2S 

donors, particularly slow-release compounds, should be performed in order to 

answer these questions that remain open. 

 

Keywords: Periodontitis. Mesenteric Artery. Endothelial Dysfunction. Nitric Oxide. 

Prostaglandins. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Periodonto e doença periodontal. 

 

O periodonto é um conjunto de tecidos que tem como função fixar e proteger 

os dentes. Suas funções de suporte e revestimento dental são realizadas por 

componentes específicos, tais como o cemento, ligamento periodontal, osso alveolar 

e a porção gengival, que está em contato com o dente. No periodonto saudável, a 

gengiva é firmemente ligada à superfície da raiz ao nível da junção entre o esmalte 

dos dentes e o cemento. A manutenção da integridade estrutural resulta em um bom 

funcionamento periodontal que é essencial para a homeostase do tecido e defesa 

contra microrganismos e seus produtos (Schroeder, Listgarten, 1997). 

Um importante componente do periodonto é o ligamento periodontal, 

formado principalmente pelas fibras de Sharpey, constituído por tecido conjuntivo 

frouxo, que circunda as raízes dos dentes ligando o cemento radicular ao osso 

alveolar, alguns estudos mostram que o ligamento periodontal possui células com 

características de células progenitoras que as tornam importantes na formação do 

cemento, do próprio ligamento periodontal e do osso alveolar, sendo um reservatório 

complexo e fundamental para a mobilidade do dente, definida através da largura, 

altura e qualidade desse ligamento periodontal (Figura 1) (Bosshardt, Schroeder, 

1996; Iwata et al., 2014; Schroeder, Listgarten, 1997). 

A doença mais predominante na cavidade oral é a doença periodontal (DP), 

bactérias, principalmente gram-negativas e anaeróbicas, instalam-se e aderem-se 

nas superfícies dos dentes formando uma película com células epiteliais 

descamadas, leucócitos polimorfonucleares, micoplasmas, leveduras e protozoários, 

conhecidos como placa bacteriana, ou biofilme. A inflamação causada nesses 

tecidos de suporte dos dentes se dá devido ao biofilme que pode resultar, 

futuramente, em perda de inserção em consequência da presença de um conjunto 

de bactérias e produtos bacterianos, e ou pela resposta de defesa do hospedeiro 

levando a destruição tecidual (Figura 1) (Lockhart et al., 2012; Page, Kornman, 

1997; Ximénez-Fyvie et al., 2000). 
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Figura 1- Anatomia periodontal na saúde e na doença. 

 

Dente molar com a anatomia periodontal na saúde (lado esquerdo) e com doença 
periodontal (lado direito). Note-se a um grande aumento da profundidade de 1 a 2 mm do 
sulco gengival, causada pela perda da inserção gengival para criar uma bolsa periodontal de 
>5 mm; papila gengival inflamada e inchada e a perda de osso alveolar, a partir da resposta 
inflamatória da placa subgengival e cálculo, e a presença de ulceração da mucosa da bolsa 
periodontal e resultando em perda da barreira da mucosa entre as bactérias da placa e o 
aumento de circulação gengival. Cortesia de Anne Olson. 
 

Usualmente a DP é dividida em duas categorias fundamentais: gengivite 

(inflamação gengival) e periodontite, com destruição dos tecidos de suporte dos 

dentes (Kwek et al., 1990). Fatores que aumentam a probabilidade de ocorrência da 

DP é a má higienização oral, a má nutrição, os maus hábitos como o fumo (Clarkson 

et al., 2013; Gillette, Van House, 1980; Giuca et al., 2014; Staudte et al., 2012). 

Apesar das diversas classificações das manifestações clínicas da periodontite, a 

periodontite crônica pode ser classificada de forma localizada na qual atinge menos 

de 30% da área envolvida, e de forma generalizada, atingindo mais de 30% da área 

envolvida. Para melhor compreensão do grau de severidade, a periodontite pode ser 

caracterizada como leve (perda de inserção clínica de 1-2 mm), moderada (perda de 

inserção clínica de 3-4 mm) e grave (perda de inserção clínica acima de 5 mm). 

(Flemming, 1999; Tonetti, Mombelli, 1999). 

As doenças periodontais são multifatoriais e influenciadas por fatores 

genéticos, ambientais, imunológicos e comportamentais. Em consequência desta 

complexidade, a periodontite destaca-se pela alta prevalência e por sua associação 

a doenças sistêmicas. Contudo, a doença é desencadeada por bactérias gram-

negativas anaeróbicas devido à formação de um biofilme bacteriano (Haffajee, 

Socransky, 1994; Haynes, Stanford, 2003). 
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Socransky et al. (1998) observaram que a virulência dos patógenos do 

complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema 

denticola) além de levar a destruição da estrutura periodontal, estão relacionadas 

com o aumento de algumas alterações sistêmicas (Socransky et al., 1998), como por 

exemplo, no sistema cardiovascular; (Desvarieux et al., 2005; Dogan et al., 2005). 

Por sua complexa diversidade bacteriana presente nos processos de periodontite, 

no biofilme existe mais de 300 a 400 espécies de bactérias presentes, não é 

possível relacionar a destruição do tecido periodontal a um patógeno exclusivo 

(Moore, Moore, 1994). 

Durante a invasão pelo patógeno na periodontite, o sistema imunológico do 

hospedeiro tenta controlar esta invasão bacteriana, bem como suas toxinas através 

da liberação de mediadores inflamatórios, tais como interleucina (IL)-1β, o fator de 

necrose tumoral (TNF)-α e prostaglandinas (PGs) derivadas de macrófagos e 

monócitos (Roberts et al., 1997; Tatakis, Kumar, 2005). 

 

1.2 Indução a periodontite – Modelo de ligadura em ratos. 

 

Em 1966, Rovin et al. demonstraram a relevância das bactérias na 

inflamação em tecidos periodontais, através do modelo de ligadura induzido em 

ratos convencionais quando comparados com ratos livres de germes. Os animais 

foram sacrificados nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 22 e 26, após a colocação da 

ligadura, tal procedimento foi efetivo em induzir inflamação apenas em ratos 

convencionais, enquanto ratos livres de germes não demonstraram resposta 

inflamatória no local da ligadura. Os pesquisadores concluíram que a colocação da 

ligadura nos primeiros molares de ratos favoreceu o quadro da inflamação local, por 

uma combinação de fatores em decorrência, principalmente, do maior acúmulo de 

bactérias presente na cavidade oral. Além dos microrganismos causarem a infecção 

por sua patogenicidade, ainda são ótimos facilitadores de formação de biofilme com 

acúmulo de resíduos e materiais calcificados. Ainda, os ratos convencionais 

apresentaram intensa resposta inflamatória local com presença de neutrófilos, 

macrófagos, linfócitos, algumas proliferações fibrosas e reabsorção óssea alveolar, 

caracterizando o procedimento com a ligadura como modelo de periodontite com 

qualidade (Rovin et al., 1966). 
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Trabalho realizado por nosso grupo, Herrera et al. (2011b) demonstraram 

que modelo de rato com 7 e 14 dias de ligadura houve significativa perda óssea 

alveolar, quando comparados com o grupo Sham. Com o tratamento crônico 

utilizando inibidor de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), aminoguanidina, inibiu 

perda óssea alveolar, mostrando reversão do efeito que foi exibido com a ligadura. 

Este estudo confirma que o modelo de rato com ligadura 7 e 14 dias foi efetiva na 

perda óssea e que o óxido nítrico (NO) derivado da iNOS tem papel importante na 

DP, evidenciando um importante modelo de inflamação (Herrera et al., 2011b). 

 

1.3 Inflamação dos tecidos periodontais. 

 

Após a infecção no tecido periodontal, uma reação inflamatória típica, 

observada primeiramente pela presença de vasodilatação na região e quimioatração 

com consequente migração das células do sistema imunológico inato, tais como os 

polimorfonucleares (neutrófilos), para o local da inflamação, os quais também são 

responsáveis por induzir a liberação de mediadores inflamatórios, tais como 

prostaglandina E2 (PGE2), IL-1α e IL-1β, TNF-α, IL-8 através da ativação de 

receptores do tipo Toll e CD14 (Palsson-McDermott, O’Neill, 2004; Tatakis, Kumar, 

2005). 

Em pacientes com periodontite, as bactérias mais encontradas e estudadas 

são Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, a espiroqueta Treponema 

denticola e Actinobacillus actinomycetemcomitans (Dashper et al., 2014; Mandell, 

Socransky, 1981; Moore, Moore, 1994). Em particular, Porphyromonas gingivalis, 

relacionado principalmente com a periodontite crônica, possui uma facilidade maior 

de propagação subgengival, caracterizada por invadir a estrutura e função do 

epitélio juncional, responsável por manter a saúde periodontal e sendo este um 

obstáculo eficiente contra bactérias e seus produtos. A presença de patógenos, 

capazes de romper tais barreiras na periodontite crônica, pode ser uma das 

explicações para a associação deste tipo de periodontite com possíveis doenças em 

órgãos à distância (Dashper et al., 2014; Nanci, Bosshardt, 2006; Salminen, 2014). 

Outro fator de extrema importância na DP é a produção do radical livre NO 

sintetizado pelas isoformas óxido nítrico sintases (NOS). A isoforma considerada 

induzível, a iNOS, é uma resposta protetora do hospedeiro a fim de eliminar as 

bactérias patogênicas. O lipopolissacarídeo (LPS), produto da parede celular da 
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bactéria gram-negativa, interage com específicos receptores de macrófagos para 

gerar uma resposta antinflamatória que resulta em produção de diversas citocinas 

pró-inflamatórias, tais como IL-1β, IL-6 e TNF-α. As citocinas e/ou LPS ativam a 

iNOS, decorrendo no aumento da produção de NO. Este excesso de NO pode 

produzir citotoxicidade e tem capacidade antimicrobial devido ao mecanismo em que 

o NO reage com o radical anion superóxido resultando na formação de peroxinitrito, 

o que pode se degradar a radical hidroxil assim, eficiente na defesa contra invasão 

de patógenos (Marin & Rodriguez-Matinez, 1997; Nusser & Billiar, 1993). 

Neste contexto, Herrera e colaboradores (2011a) mostraram uma diminuição 

da perda óssea em animais com periodontite tratados com o inibidor não seletivo de 

NOS, o L-NAME (Herrera et al., 2011a). Ainda, no modelo de rato com ligadura, 

durante oito dias, observou aumento da expressão de iNOS, resultando no aumento 

excessivo de NO e peroxinitrito, produzindo resposta inflamatória e destruição 

óssea. Adicionalmente, o efeito foi revertido com o tratamento do inibidor de iNOS e 

sequestrador de peroxinitrito. Confirmando que o NO e peroxinitrito atuam de forma 

significativa na DP (Lohinai et al., 1998).  

Seguindo com o modelo de rato com ligadura, estudos demonstram que os 

prostanóides têm papel importante na progressão da periodontite. Os efeitos 

inflamatórios na DP, tais como vasodilatação, aumento da permeabilidade capilar, 

edema, degradação de colágeno e perda óssea alveolar está diretamente 

relacionada com a presença dos produtos da ciclooxigenase (COX), especialmente 

PGE2. Na reabsorção óssea alveolar, a PGE2 estimula osteoclastos, mecanismo 

relacionado com o aumento do nível de AMPc, resultando no aumento da atividade e 

mobilidade dos osteoclastos (Bezerra et al., 2000; Holzhausen et al., 2005; Nassar 

et al., 2005; Offenbacher et al., 1993). Desta forma, rato com sete dias de ligadura 

quando tratados com inibidores não seletivo da COX (Indometacina) e seletivo da 

COX-2 (Meloxicam) observaram diminuição da inflamação local, redução de 

neutrófilos, diminuição da perda de peso e ainda diminuição da reabsorção óssea 

alveolar, quando comparados ao grupo que não recebeu o tratamento. Como 

consequência da inibição dos prostanóides e de sua ativação celular específica de 

osteoclastos (Bezerra et al., 2000). 
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1.4 Infecção focal e alterações sistêmicas. 

 

Em 1900, o médico britânico William Hunter divulgou a ideia sobre 

septicemia bucal, investigando a importância de doenças bucais como causa de 

doenças em sistemas de outros órgãos. Por muitos anos, estudou sobre sepse oral 

e observou que mesmo em condições de diferentes septicemias, com características 

particularmente virulentas, havia também um elemento importante, a resistência do 

indivíduo. Diversos distúrbios, como por exemplo, gástricos, meningites, 

endocardites ulcerativas, nefrites, osteomielite foram relacionados com a septicemia 

bucal. Sabendo que era inevitável a infestação destes microrganismos na cavidade 

oral, pois era um perfeito ambiente de desenvolvimento e propagação, foi 

especulado a possibilidade de evitar a sua aderência no dente, propondo assim, 

medidas de prevenção e tratamento com o uso de antissépticos orais, mas não com 

adstringentes ou antissépticos leves e sim, aplicação direta de ácido carbólico no 

dente doente ou na gengiva inflamada, diariamente, caso a infecção local não 

melhorasse, o procedimento ideal seria a extração dos dentes (Hunter, 1900). 

Muitos estudos demonstram a importância das infecções na DP como 

mecanismos de disseminação, das mais diversas bactérias, para corrente 

sanguínea, como é o caso P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T. denticola. 

Estas bacteremias são responsáveis por muitas infecções à distância ocorrendo 

adoecimento de órgãos vitais (Aimetti et al., 2007; Fiehn et al., 2005; Haraszthy et 

al., 2000; Nomura et al., 2006; Socransky, Haffajee, 2002). Pucar e colaboradores 

(2007) detectaram que em biopsia de artéria coronariana de pacientes com doença 

arterial coronariana há presença elevada de bactérias periodontopatogênicas, tais 

como A. actinomycetemcomitans, C. pneumoniae, P. intermedia, P. gingivalis, T. 

forsythia e Citomegalovírus. Já em amostras de artérias mamárias, nos mesmos 

pacientes, não foram observadas tais bactérias, sugerindo que estas podem estar 

associadas ao desenvolvimento e progressão de aterosclerose, devido à alta 

porcentagem desta doença em artérias coronarianas não evidenciada em artérias 

mamárias internas (Pucar et al., 2007). 

Há também a disseminação dos produtos bacterianos (endotoxinas), por 

exemplo, LPS, provenientes da doença periodontal, além da liberação de 

mediadores inflamatórios, como: IL-1β, IL-6, TNF-α e PGE2, fazendo com que o 

organismo encare tal condição como sendo uma forma de agressão levando a um 
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processo crônico e sistêmico. Consequentemente, estas alterações poderiam levar a 

doenças sistêmicas, como aterosclerose, eventos tromboembólicos, entre outros 

(Beck et al., 1996; Loos, 2005). 

Mesmo em sítios distantes, observou-se um aumento de componentes pró-

oxidativos, revelando que a periodontite aumentaria metabólitos reativos do oxigênio 

(ROS) e da mesma forma diminuiria o potencial antioxidante biológico do plasma 

(D’Aiuto et al., 2010). Dados de nosso laboratório (Herrera et al., 2011) evidenciam 

que em órgãos periféricos, como o coração, a periodontite induz alterações no 

conteúdo de resíduos protéicos de 3-nitrotirosina, um marcador indireto da produção 

de NO, formado pela reação entre o NO e outro radical livre derivado do oxigênio, o 

ânion superóxido, gerando peroxinitrito, o qual pode reagir com resíduos aromáticos 

de aminoácidos dando origem à sua nitração (Herrera et al., 2011; Kaur, Halliwell, 

1994). Assim, pode-se sugerir importante papel para o NO, mediando os efeitos 

sistêmicos da periodontite. 

 

1.5 Periodontite e a relação com o sistema cardiovascular. 

 

Nas últimas duas décadas foram realizados diversos estudos analisando a 

associação entre periodontite e sistema cardiovascular, os estudos sugerem uma 

possível relação entre a periodontite o desenvolvimento de doenças, tais como 

infarto agudo do miocárdio, isquemia, doença vascular periférica, endocardite, 

doença cerebrovascular, entre outros (Aimetti et al., 2007; Ekuni et al., 2012; Fiehn 

et al., 2005; Haraszthy et al., Li et al., 2002; 2000; Nomura et al., 2006; Petersen et 

al., 2013; Pollreisz et al., 2010). 

Muitos desses estudos apontam a formação de placas de ateroma na 

parede dos vasos sanguíneos, seria resultado de um processo crônico, progressivo 

e inflamatório (com infiltrados de monócitos/macrófagos, células T, neutrófilos, entre 

outros) (Falk et al., 1995). Como o sulco gengival pode funcionar como porta de 

entrada de microrganismos periodontais que se disseminariam pela corrente 

sanguínea, essas bactérias poderiam se depositar nas placas de ateroma. No 

estudo Haraszthy et al. (2000) foram selecionados 50 pacientes com estenose na 

carótida e com necessidade de endarterectomia, após remoção de placas de 

aterosclerose das artérias carótidas destes indivíduos, a microbiota foi analisada e 

também a expressão gênica bacteriana para a identificação das espécies. Os 
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resultados evidenciaram a presença de uma ou mais bactérias 

periodontopatogênicas (A. actinomycetemcomitans, P gingivalis, P. intermédia, B. 

forsythus) nas amostras, evidenciando a participação destas bactérias no 

desenvolvimento e na progressão da aterosclerose. (Haraszthy, et al., 2000).  

O estado de inflamação periodontal crônico de um indivíduo, envolvendo 

bactérias gram negativo, já seria suficiente para provocar resposta inflamatória 

sistêmica com risco de alterações cardíacas. Alguns estudos correlacionam que o 

aumento dos níveis dos marcadores inflamatórios, tais como Proteína C–reativa 

(CRP), fibrinogênio e citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-α), são de especial interesse no 

estudo da inflamação (Becker et al., 1996). Alguns trabalhos demonstraram que 

pacientes com periodontite, exibiram aumento nos níveis séricos de CRP e com o 

tratamento periodontal houve diminuição deste marcador inflamatório, evidenciando 

uma associação entre periodontite e sistema cardiovascular (Kanaparthy et al., 

2012; Paraskevas et al., 2008). A CRP está relacionada com a resposta de fase 

aguda da inflamação sistêmica, considerada como ótima ferramenta de avaliação 

para futuras disfunções vasculares (Emerging Risk Factors Collaboration et al., 

2010). 

Estudo realizado por Loss e colaboradores (2000) em pacientes com 

periodontite crônica, mostrou aumento, com diferenças significativas, nos níveis 

sistêmicos de marcadores inflamatórios importantes para doenças cardiovasculares, 

tais como CRP, IL-6 e contagem de leucócitos (neutrófilos), quando comparados 

com indivíduos sem periodontite. Conclui-se que estas elevações poderiam 

aumentar a atividade da doença aterosclerótica aumentando o risco de eventos 

cardíacos (Loss et al., 2000). 

 

1.6 Fatores de contração e relaxamento dependente do endotélio. 

 

Nos vasos sanguíneos (artérias, veias e capilares) e linfáticos há em sua 

camada mais interna, uma membrana epitelial chamada endotélio. Do ponto de vista 

fisiológico, o endotélio que reveste as artérias desempenha uma importante função 

na resistência vascular (Triggle et al., 2012). Muitos estudos evidenciam a 

importância da conservação da função e integridade do endotélio para uma tensão 

arterial normal. O endotélio libera moléculas vasoativas que irão atuar na 

musculatura lisa vascular modulando as respostas vasocontráteis ou 
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vasorelaxantes, um quadro de desbalanço destas substâncias leva à disfunção 

endotelial, podendo resultar em alterações na pressão arterial (Grundy, 2003; Triggle 

et al., 2012). 

A participação do endotélio no controle de fluxo sanguíneo está vinculada a 

substâncias ativas na regulação da homeostase vascular através de três fatores: 

fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF), fatores de contração derivados do 

endotélio (EDCF) (Furchgott, Vanhoutte, 1989; Furchgott, Zawadzki, 1980; Ignarro et 

al., 1986; Luscher, Vanhoutte, 1986), fatores hiperpolarizantes derivados do 

endotélio (EDHF) (Chen et al., 1988; Huang et al., 1988). Os estudos sobre o 

endotélio tiveram início com Robert Furchgott e John Zawadzki, em 1980 os 

pesquisadores observaram, em um experimento clássico, que a aorta de coelho 

tinha o vasorelaxamento dependente do endotélio devido aos testes com acetilcolina 

(ACh) (Furchgott, Zawadzki, 1980). 

Na literatura está bem estabelecido que a inflamação crônica pode causar 

uma disfunção endotelial através da redução da biodisponibilidade do NO ou de 

seus efeitos celulares em pacientes com periodontite. O tratamento periodontal 

restabeleceria a função vasomotora (Higashi et al., 2009). Em pacientes com 

periodontite avançada foi observado aumento do marcador inflamatório CRP e 

diminuição da dilatação da artéria braquial, avaliado com ultrassom vascular, quando 

comparados a indivíduos controle. Este estudo demonstra uma possível associação 

da DP com a disfunção endotelial e com a inflamação sistêmica, (Amar et al., 2003). 

Há evidências de que as bactérias periodontopatogênicas, principalmente a 

P.gingivalis, contribui para a instalação e para o desenvolvimento de aterosclerose 

(Fiehn et al., 2005; Haraszthy et al., 2000; Pucar et al, 2007). A constante liberação 

de citocinas pró-inflamatórias do hospedeiro contra estes microrganismos, tais como: 

TNF-α, IL-1, IL-6, diminuiria a expressão de óxido nítrico sintase endotelial (eNOS, 

Becker et al., 1996; Zhang et al., 1997). 

Por outro lado, a via da cicloxigenase, em especial a prostaciclina (PGI2) 

conhecido como produto da via da COX-2, também atua como um EDRF. A liberação 

contínua deste prostanóide é importante na manutenção do fluxo sanguíneo, por 

atuar como inibidor de agregação plaquetária nos vasos e estar vinculada ao 

mecanismo dependente de AMPc, agindo como um bom vasodilatador em humanos 

e roedores (Duffy et al., 1998). 
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Estudo realizado por Szerafin et al. (2006) em pacientes com diabetes 

mellitus, mostrou maior expressão de COX-2 em análise imunohistoquímica e 

aumento da capacidade de dilatação das arteríolas coronariana, quando 

comparados aos pacientes controles. Tais resultados sugerem que pacientes com 

diabetes mellitus, possuem um estado de função endotelial alterada, necessitando 

uma maior expressão de COX-2 para a manutenção da perfusão adequada de fluxo 

sanguíneo nos tecidos cardíacos (Szerafin et al., 2006). 

Mendes e colaboradores (2013) mostraram que ratos com 21 dias de 

ligadura tiveram aumento da expressão de COX-2 em artérias mesentéricas na 

análise imunohistoquímica e diminuição no conteúdo de NO em amostras de 

sangue, quando comparados com ratos controle. O tratamento com etoricoxib 

prejudicou os ratos com relação à pressão arterial. Sugerindo que mecanismos 

compensatórios estão ativos com o objetivo de manter a homeostase neste modelo 

de DP inflamatório (Mendes et al., 2013). 

Células endoteliais podem liberar prostanóides vasoconstritores, conhecidos 

por atuarem como EDCF. A isoenzima COX-1 é importante para funções de 

manutenção do organismo sendo expressa na maioria das células, como por 

exemplo, no epitélio gástrico com a função de citoproteção. (Ricciotti, FitzGerald, 

2011). Foi observado, em curvas de concentração-resposta à ACh, que artérias 

hepáticas de ratos com cirrose possuem disfunção endotelial. Quando os vasos 

desses animais foram submetidos à inibição utilizando indometacina (inibidor não 

seletivo de COX) e SC560 (inibidor de COX-1) sua disfunção anteriormente 

observada foi reparada quando comparados a animais controle. Nestes animais 

houve também aumento significativo na produção de tromboxano (TXA) no fígado. 

Sugerindo que a disfunção endotelial que ocorre no fígado cirrótico contribui para o 

aumento de resistência vascular hepática mediada pela COX-1, mostrando que este 

prostanóides tem papel importante na função dos vasos (Graupera et al., 2003). 

Entre os EDCF já caracterizados, destaca-se o peptídeo endotelina (ET-1). 

Em pacientes com periodontite crônica observou-se aumento da expressão de ET-1 

nas células epiteliais gengivais (Yamamoto et al., 2003). Sugere-se que a presença 

sistêmica da bactéria P. gingivalis pode causar aumento das concentrações de ET-1, 

com consequente ação vasoconstritora sobre o endotélio vascular, além disso, foi 

observado em cultura de células, que as células endoteliais na presença deste 

patógeno, produzem níveis elevados de ET-1 (Ansai et al., 2002).  
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O terceiro fator que contribui para EDRF é o fator hiperpolarizante 

dependente do endotélio (EDHF), esta molécula ainda não é bem conhecida, porém 

está listada como um possível mediador. Sabe que não se trata nem de NO muito 

menos de PGI2, apesar de que eles também possam hiperpolarizar a musculatura 

lisa vascular. O seu mecanismo está ligado à ativação de canais de potássio e assim 

ocorrendo um relaxamento da musculatura lisa vascular dependente do endotélio 

(Chen et al., 1988; Félétou 2011ª e 2011b; Huang et al., 1988). 

É interessante notar que alguns estudos evidenciam que animais com 

ligadura desenvolve disfunção vascular em artérias mesentérica e aorta. Resultados 

obtidos por Pereira et al. (2011) demonstraram que a resposta contrátil à fenilefrina 

(Phe, agonista alfa-adrenérgico) de preparações de leito arteriolar mesentérico de 

camundongos deficientes em apolipoproteína E (ApoE hipercolesterolêmicos) ou de 

animais normocolesterolêmicos (controle) era potencializada pela inoculação oral 

dos animais com Porphyromonas gingivalis, durante três meses, sem que tenham 

sido observadas alterações vasculares significativas na resposta vasodilatadora à 

acetilcolina (dependente de endotélio) ou ao nitroprussiato de sódio (independente 

de endotélio) (Pereira et al., 2011).  

Estudo realizado por Brito e colaboradores (2012) utilizando ratos com 14 

dias de ligadura mostrou diminuição no relaxamento vascular dependente do 

endotélio, em artérias de mesentérica e aorta, quando comparados ao grupo 

controle. Esta reatividade vascular alterada foi associada com inflamação sistêmica, 

devido ao aumento de LDL-colesterol, IL-6 e CRP. Em ratos com 28 dias de ligadura 

foi observado aumento de espécies reativas do oxigênio (anion superóxido). Estes 

resultados apontam para a ocorrência da disfunção endotelial em ratos com 14 dias 

de ligadura, sugerindo uma possível correlação entre a presença da doença 

periodontal e o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (Brito et al., 2012).  

Resultados obtidos no nosso laboratório evidenciam que a presença de 

periodontite em ratos com ligadura, durante sete dias, gera aumento significativo da 

resposta contrátil de anéis de aorta à norepinefrina in vitro em comparação à 

resposta dos vasos provenientes dos animais controle (Sham). Assim, considerando 

a importância dos efeitos da doença periodontal em órgão à distância, em particular 

os cardiovasculares, não há na literatura estudos que correlacionem a presença de 

periodontite com alterações vasculares empregando modelos de animais da doença, 
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o que permitiria estudar em profundidade os mecanismos e os mediadores 

farmacológicos envolvidos. 
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar a influência da periodontite induzida por ligadura em ratos na 

reatividade vascular avaliada in vitro em segmentos de artéria mesentérica. Ainda, 

caracterizar os mediadores envolvidos nestas respostas, com especial ênfase (mas 

não de forma exclusiva) nos produtos derivados das diversas enzimas 

ciclooxigenase (COX) e óxido nítrico sintase (NOS). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Ratos Wistar machos (250-300g, n= aproximadamente 200) foram divididos 

em grupos de cinco animais por gaiola. Eles receberam água e ração ad libitum e 

foram mantidos sob ciclo claro/escuro de doze horas em ambiente com temperatura 

controlada (23 ± 2 °C). Todos os experimentos foram aprovados pelo Comitê de 

Ética no uso de animais do ICB/USP (protocolo 170, fls. 113, livro 2/2011). 

Todos os experimentos foram realizados após anestesia dos animais pela 

administração intraperitoneal (i.p.) de uma mistura de quetamina (80 mg/ kg-1) e 

xilazina (20 mg/ kg-1). 

 

3.2 Indução de periodontite. 

 

Após anestesia, fio de sutura de algodão foi passado ao redor da área 

cervical do dente dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo dos animais, 

com ajuda de uma espátula, deixando o fio de ligadura de forma subgengival. No 

grupo de animais controle (Sham), o fio de sutura foi retirado imediatamente após o 

procedimento e o outro grupo de animais (Ligadura) permaneceu com o fio ao redor 

dos dentes durante sete dias. 

 

3.3 Avaliação do peso corporal. 

 

Antes da indução da periodontite nos ratos, o peso corporal foi determinado 

e depois de sete dias os ratos foram novamente pesados, antes de serem mortos. 

Para cada peso dos ratos, o valor final foi subtraído com relação ao valor 

inicial e os resultados foram expressos em gramas (g). 

 

3.4 Método macroscópico – Análise de perda óssea alveolar. 

 

No sétimo dia, as mandíbulas foram retiradas dos ratos e com ajuda de uma 

espátula, o tecido gengival foi parcialmente removido da mandíbula e em seguida, 

foi separada em hemi-mandíbulas (lado direito e esquerdo). 
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As amostras foram imersas durante sete horas em peróxido de hidrogênio 

30%, para que os tecidos moles restantes fossem removidos completamente. Com o 

propósito de distinguir o osso dos dentes, foram coloridas as hemi-mandíbulas, 

durante 25 minutos, com azul de metileno 1%. 

As hemi-mandíbulas foram escaneadas (HP Scanjet 3670) com resolução de 

1200 dpi e as medições foram realizadas através de um software de processamento 

de imagem, Image J 1.47, com um examinador que não estava ciente sobre a 

origem das amostras. A perda óssea alveolar foi obtida pelo somatório, em 

milímetros (mm), das distâncias entre a crista do osso alveolar (COA) e a junção 

cemento-esmalte (JCE) de todas as raízes dos três molares (face lingual), sendo 

que as medições foram marcadas das três raízes do primeiro molar e duas raízes do 

segundo e terceiro molar (Crawford et al., 1978). 

 

3.5 Estudo da Reatividade Vascular do leito mesentérico em artérias de 

resistência. 

 

3.5.1 Preparação de anéis de artérias mesentéricas. 

 

Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resistência, 

os animais foram mortos no sétimo dia, o leito mesentérico foi removido e mantidos 

em uma placa de petri com solução de Krebs-Henseleit a 4 °C, contendo (em mM): 

NaCl, 115; NaHCO3, 25; KCl, 4.7; KH2PO4, 1,2; MgSO4·7H2O 1,2; CaCl2·2H2O, 2,5; 

EDTA, 0,01; glicose 11,1. 

O tecido gorduroso foi retirado, com o auxílio de um microscópio de 

dissecção (Nikon, SMZ 745, USA), e o terceiro ramo da artéria mesentérica superior 

foi dissecado e cortado em segmentos (2,0 mm de comprimento). Foram, 

cuidadosamente, inseridos dois fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) no lúmen das 

artérias e montados em miógrafo para vasos de resistência (Danish Myo Technology, 

modelo 620M, Dinamarca) para registro de tensão isométrica. 

O miógrafo estava conectado a um sistema para aquisição de dados 

(PowerLab/ ADinstruments, Austrália) e este a um computador (Intel®Pentium® 

E5800). 
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3.5.2 Normalização das condições miográficas para segmentos de artérias de 

mesentérica. 

 

Os tecidos foram mantidos na solução de Krebs-Henseleit, continuamente 

borbulhados com 95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4 e mantidos a 37 °C. Após período 

de estabilização de quinze minutos, a artéria foi estirada a uma tensão de repouso 

considerada ótima em relação ao seu diâmetro interno. Para isso, em cada 

segmento arterial, a relação tensão/diâmetro foi calculada a uma circunferência 

interna que corresponde a uma pressão transmural de 100 mmHg para um vaso 

relaxado in situ (L100). Para a realização dos experimentos, as artérias foram 

mantidas com circunferência interna L1, calculada por meio da fórmula 

L1=0,90xL100, na qual o desenvolvimento de força é máximo (Mulvany, Halpern, 

1977). O diâmetro luminal efetivo foi determinado de acordo com a equação I1 = 

L1/π, utilizando o software específico para normalização de artérias de resistência 

(DMT Normalization Module, Adinstruments, Australia). Após quinze minutos do 

processo de normalização, a integridade funcional das artérias foi verificada pela 

adição de cloreto de potássio (KCl 120 mM). E este procedimento com KCl repetiu-

se por mais duas vezes com intervalo de quinze minutos entre cada administração, 

até alcançar uma estabilidade na resposta de despolarização do músculo liso ao 

KCl. 

Os segmentos arteriais que responderam à contração ao KCl com tensão 

vascular ativa (aumento da força a partir da tensão basal dividida por duas vezes o 

comprimento de cada segmento arterial, mN/ mm) abaixo de 1,5 mN/ mm foram 

excluídos. 

 

3.5.3 Protocolos experimentais. 

 

3.5.3.1 Avaliação da resposta do diâmetro interno e tensão ativa. 

 

Para avaliar o diâmetro interno dos anéis, utilizados posteriormente para a 

realização das curvas, foi medida a circunferência interna através software 

específico para normalização de artérias de resistência. 

Em seguida, a tensão ativa foi calculada pela média da segunda e terceira 

administração KCl (120 mM) e subtraída pela média dos seus basais. 
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3.5.3.2 Avaliação da resposta a agonistas contráteis. 

 

Para avaliar a contração vascular, alguns anéis foram pré-contraídos com 

U46619 (10 µM) e outros com Phe (10 µM) até alcançar um platô da resposta 

contrátil e em seguida foi administrado ACh (10 µM), como um teste para 

confirmação da integridade funcional do endotélio. Os anéis que relaxaram acima de 

80%, foram utilizados para a avaliação das curvas concentração-resposta à Phe. 

(concentrações crescentes de Phe compreendidas entre 10 nM e 100 µM, de forma 

cumulativa). 

 

3.5.3.3 Avaliação da resposta a agonistas vasorelaxantes. 

 

Após trinta minutos da contração induzida pela terceira administração de KCl 

(120 mM), foi analisado o relaxamento induzido pela adição de concentrações 

cumulativas de ACh (100 pM até 300 µM), SNP (100 pM até 300 µM), sildenafil (0,1 

pM até 1 µM) e sulfeto de sódio (Na2S, 100 nM até 3 mM), os anéis de artérias 

mesentéricas foram pré-contraídas com 10 µM de Phe, em uma concentração capaz 

de induzir ~100% da resposta contrátil máxima induzida pelo KCl (120 mM).  

 

3.5.3.4 Avaliação das vias envolvidas na resposta vasorelaxante à ACh. 

 

Quinze minutos antes do início das curvas de dose-resposta à ACh em 

experimentos de reatividade vascular as seguintes drogas, separadamente, foram 

aplicadas diretamente na câmara de reatividade vascular, para avaliação das vias 

envolvidas na resposta vasorelaxante dependente do endotélio. O inibidor 

inespecífico de NOS, L-NAME (concentração final de 100 µM), o inibidor de COX-1 e 

COX-2, indometacina (concentração final de 10 µM), o inibidor de COX-1, SC560 

(concentração final de 1 µM), o inibidor de COX-2, NS398 (concentração final de 10 

µM), o inibidor específico da iNOS, 1400W (concentração final de 10 µM), o inibidor 

da enzima guanilato ciclase solúvel, ODQ (concentração final de 10 µM). Todas as 

artérias de resistência foram pré-contraídas com Phe em uma concentração capaz 

de induzir ~ 100% da resposta contrátil máxima induzida pelo KCl (120 mM). 
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3.5.3.5 Avaliação das vias envolvidas na resposta vasorelaxante ao SNP. 

 

Para as curvas de dose-resposta ao SNP em experimentos de reatividade 

vascular as seguintes drogas, separadamente, foram aplicadas diretamente na 

câmara de reatividade vascular quinze minutos antes da curva, para avaliação das 

vias envolvidas na resposta vasorelaxante independente do endotélio. O inibidor 

específico da iNOS, 1400W (concentração final de 10 µM), o inibidor da enzima 

guanilato ciclase solúvel, ODQ (concentração final de 10 µM). Todas as artérias de 

resistência foram pré-contraídas com Phe em uma concentração capaz de induzir 

~100% da resposta contrátil máxima induzida pelo KCl (120 mM). 

 

3.5.3.6 Avaliação das vias envolvidas na resposta vasorelaxante ao Na2S. 

 

Quinze minutos antes do início das curvas de dose-resposta à Na2S em 

experimentos de reatividade vascular as seguintes drogas, separadamente, foram 

aplicadas diretamente na câmara de reatividade vascular, para avaliação das vias 

envolvidas na resposta vasorelaxante. O inibidor inespecífico de NOS, L-NAME 

(concentração final de 100 µM) o inibidor de COX-1, SC560 (concentração final de 1 

µM), o inibidor da enzima guanilato ciclase solúvel, ODQ (concentração final de 10 

µM). Todas as artérias de resistência foram pré-contraídas com Phe em uma 

concentração capaz de induzir ~ 100% da resposta contrátil máxima induzida pelo 

KCl (120 mM). 

 

3.5.3.7 Avaliação das vias envolvidas na resposta vasorelaxante ao hidrossulfeto de 

sódio. 

 

Para as curvas de dose-resposta ao hidrossulfeto de sódio (NaHS, 10 nM 

até 300 µM) em experimentos de reatividade vascular as seguintes drogas, 

separadamente, foram aplicadas diretamente na câmara de reatividade vascular 

quinze minutos antes da curva, para avaliação das vias envolvidas na resposta 

vasorelaxante. O inibidor da enzima guanilato ciclase solúvel, ODQ (concentração 

final de 10 µM). Todas as artérias de resistência foram pré-contraídas com Phe em 

uma concentração capaz de induzir ~100% da resposta contrátil máxima induzida 

pelo KCl (120 mM). 
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3.6 Estudo da perda de H2S no miógrafo pela medição do pH 

 

3.6.1 Preparação da câmara do miógrafo. 

 

Para estudar a perda de H2S na câmara do miógrafo é necessário manter as 

mesmas condições do experimento realizado na reatividade vascular, com solução 

de Krebs-Henseleit, continuamente borbulhados com 95% de O2 e 5% de CO2, pH 

aproximadamente entre 7,2 a 7,4 e mantidos a 37 °C, porém sem leito mesentérico. 

 

3.6.2 Protocolos experimentais. 

 

3.6.2.1 Estudo da cinética dos doadores de H2S. 

 

Após calibrar o pH-metro usando soluções tampão, deixar o eletrodo de vidro 

sensível a H+ estabilizar na câmara, registrando pH entre 7,2 a 7,4. Após trinta 

minutos de estabilização foi colocada uma concentração de 30 µM de cada 

composto, separadamente nas câmaras, Na2S, NaHS e GYY 4137, e houve a 

medição do pH a cada um minuto durante dez minutos e depois foi medido a cada 

cinco minutos durante quarenta minutos. 

Este experimento foi repetido na concentração de 300 µM. 

 

3.6.2.2 Construção das curvas de concentração pH para os diversos doadores de 

H2S. 

 

Após trinta minutos de o eletrodo de vidro sensível a H+estabilizar na câmara, 

registrando pH entre 7,2 a 7,4, foi analisado a curva de concentração pela adição de 

concentrações cumulativas de Na2S, NaHS e GYY 4137 (3 nM até 3 mM), em 

câmaras separadas, e foi medido o pH a cada dois minuto durante vinte quatro 

minutos. 
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3.7 Análise de expressão gênica de COX-1, COX-2, nNOS, eNOS e iNOS na  

artéria mesentérica pela reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-

PCR). 

 

3.7.1 Obtenção das amostras. 

 

As amostras de artéria mesentérica foram removidas, congeladas 

imediatamente em gelo seco e armazenadas em tubos contendo 1 mL de reagente 

para extração de RNA (TRIZOLTM,Invitrogen, Carslbad, CA, EUA) em freezer a -80 

°C. 

 

3.7.2 Extração do RNA e preparação do cDNA (transcrição reversa). 

 

O RNA total das artérias mesentéricas foi extraído com TRIZOLTM 

(Invitrogen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. De forma sucinta, as 

amostras foram homogeneizadas em Trizol (1 mL/ 100 mg de tecido) em 

Homogeneizador tipo TURRAX (Marconi – MA102/ MINI). Após 5 minutos em 

temperatura ambiente, adicionou-se 200 μl de uma solução de clorofórmio/álcool 

isoamílico (24/ 1 v/ v). Após agitação vigorosa para a extração dos lipídios, os tubos 

foram deixados em repouso por 10 minutos e posteriormente centrifugados a 12.000 

g durante 15 minutos a 4 °C. Dessa forma, obtiveram-se três fases: a fase aquosa 

que contém o RNA (superior), uma fase turva que contém o DNA (intermediária) e 

uma fase sólida inferior (precipitado) que contém proteínas e lipídios. A fase aquosa 

sobrenadante (~500 μl) foi separada e o RNA precipitado pela adição de 500 μl de 

isopropanol. Após 10 minutos a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados 

(12.000 g, durante 10 minutos a 4 °C). Os sobrenadantes foram descartados e o 

precipitado de RNA foi lavado com 500 μl de etanol 95%. Após centrifugação (7.000 

g, durante 5 minutos a 4 °C), os sobrenadantes foram desprezados, e os 

precipitados lavados novamente com etanol a 75%, centrifugados (7.000 g, durante 

5 minutos a 4 °C) e os tubos foram invertidos e apoiados sobre papel de filtro para 

eliminar os restos de etanol. Finalmente, o precipitado foi dissolvido com 30 μl de 

água tratada com DEPC. 

A quantificação do RNA total foi realizada em leitor Nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific). As concentrações de RNA total foram calculadas em ng/μl. 
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Dez microlitros das amostras foram submetidas à eletroforese (voltagem 

fixada em 70 V) em gel de agarose a 1% para verificação da integridade do RNA 

extraído, o qual foi relacionado à qualidade das bandas de RNA correspondentes às 

subunidades ribossomais 18S e 28S. 

 

3.7.3 Purificação e transcrição reversa (RT) do RNA total. 

 

Primeiramente, 85 ng de RNA total das amostras (diluídas com água tratada 

com DEPC, q.s.p. 10 μL), foram tratadas com 1 μL de DNase (DNase I, Fermentas 

Life Science) e 1 μL de tampão para DNase (Fermentas Life Science). Brevemente, 

as amostras foram aquecidas a 37 °C por 15 minutos e em seguida a 75 °C por 15 

minutos. Em seguida, as amostras foram deixadas a 42 °C por 2 minutos. 

A transcrição reversa foi realizada incubando-se o RNA tratado com DNAse 

com uma mistura contendo 0,5 μL de inibidor de RNAses (RiboLockTM Ribonuclease 

Inhibitor, Fermentas Life Science), 4 μL de 5X First-Strand Buffer, 1 μL de oligo dT 

(100 μM, Fermentas Life Science), 2 μL de dNTPs (10 mM, Fermentas Life Science) 

e 1 μL da enzima transcriptase reversa (RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase, 

Fermentas Life Science) a 42 °C durante 1 hora, seguido de 5 minutos a 70 °C e 2 

minutos a 37 °C. Os produtos de cDNA obtidos foram mantidos a -20 °C até serem 

utilizados. 

 

3.7.4 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR). 

 

Os primers para COX-1, COX-2, nNOS, eNOS, iNOS e HPRT (hipoxantina 

guanina fosforibosiltransferase, utilizado como gene normalizador) foram 

desenhados utilizando o programa Primer 3 (desenvolvido por Steve Rozen e Helen 

J. Skaletsky) e disponível online em http://frodo.wi.mit.edu. Os primers foram 

selecionados de acordo com as seguintes características: composição entre 18 e 24 

bases (ótimo entre 20-22), temperatura de fusão (melting; -Tm) entre 59,5 e 60,5 °C 

(ótima Tm 60 °C), conteúdo de G+C entre 40 e 60% (ótimo 50%) e produtos de 

amplificação entre 80-200 pares de bases (pb). As sequências selecionadas foram 

analisadas com relação à especificidade do gene utilizando o programa BLAT 

(http://genome.ucsc.edu). 

As sequências dos primers utilizados são mostradas no quadro abaixo: 

http://frodo.wi.mit.edu/
http://genome.ucsc.edu/
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Tabela 1- Sequência dos primers utilizados nos ensaios de PCR em tempo real 

 

Gene Sequências Tamanho do Produto (pb) 

HPRT 
5´: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA 

3´: TGATTCAAATCCCTGAAGTGC 
129 

COX-1 
5´: CGTGTGTGTGACTTGCTGAA 

3´: GGTTGCGATACTGGAACTGG 
196 

COX-2 
5´: ACATTCCCTTCCTTCGGAAT 

3´: AAGGGCCCTGGTGTAGTAGG 
146 

nNOS 
5´: CACCTGAAGAGCACACTGGA 

3´: GGCTAGAGGGAAGAGCTGGT 
126 

eNOS 
5´: AGCATGAGGCCTTGGTATTG 

3´: CCCGACATTTCCATCAGC 
100 

iNOS 
5´:AAAATGGTTTCCCCCAGTTC 

3´: GTCGATGGAGTCACATGCAG 
82 

Fonte: Muscará, 2011. 

 

Como controle negativo, reações foram realizadas na ausência de cDNA. Cada 

reação foi realizada em duplicata e continha 3 µL de cDNA diluído 3 vezes, 6 µL de 

SyBr Green (KAPA SYBR Fast qPCR Master mix, Kapa Biosystems, Boston, 

Massachusetts, EUA) e 3 µL de primers (concentração final de 300 nM). O protocolo 

consistiu de uma etapa de 3 minutos de desnaturação a 95 °C e 40 ciclos de 

amplificação a 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 20 segundos. Todos os ensaios 

foram realizados no Mx3005P® qPCR System (Stratagene) e a análise quantitativa 

foi realizada com a versão 4.1 do software MxPro (Stratagene), que estimou os 

valores de “threshold cycle” (Ct; ciclo onde a reação cruza o limiar de detecção) para 

cada amostra. A expressão gênica relativa do gene de interesse foi normalizada em 

relação ao HPRT, utilizando o método 2-ΔΔCt através da equação 2–[ΔCt (teste) - ΔCt (HPRT)] 

de acordo com Livak e Schmittgen (2001). 

Considerando o valor do grupo veículo como 1, os dados foram expressos 

como a média ± E.P.M. 
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3.8 Reagentes e diluições 

 

Todos os componentes da solução de Krebs-Henseleit foram adquiridos da 

Synth (Brasil). Com relação aos agentes utilizados no estudo: cloridrato de 

acetilcolina (ACh) (cód. A-6625), nitroprussiato de sódio (SNP) (cód. 71778), 

fenilefrina (Phe) (cód.P-6126), SC560 (cód. S-2064), U-46619 (cód.D-8174), 

indometacina (cód.17278), L -NAME (cód. A5131), 1400W (cód. W4262), ODQ (cód. 

O3636), Sildenafil (cód. PZ0003), NaHS (cód. 161527), foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (EUA), Na2S foi adquirida da Dinâmica. E o NS398 e Gyy 4137 foram 

doados. Todas as drogas foram diluídas em água destilada, exceto para SC560, U-

46619, NS398 e Sildenafil que foram diluídas em DMSO (1mg/ mL). 

Peróxido de hidrogênio e azul de metileno utilizados na análise da perda 

óssea foram adquiridos pela Synth. 

Todas as soluções-estoque foram mantidas a -20 ºC e as diluições utilizadas 

nas curvas de concentração-resposta foram preparadas antes do experimento.  

 

3.9 Apresentação dos resultados e análise estatística 

 

Na avaliação do peso corporal foi calculado o delta das médias dos pesos 

iniciais e finais. 

Análise macroscópica da perda óssea alveolar foi calculada em milímetros o 

somatório entre o JCE e COA. 

Para a reatividade vascular, os anéis de artéria mesentérica, dos grupos 

Ligadura e Sham, a resposta de contração das curvas de concentração-resposta da 

Phe foi calculada como tensão vascular ativa (aumento da força a partir da tensão 

basal dividida por duas vezes o comprimento de cada anel arterial, mN/mm) 

(Mulvany, Halpern, 1977). A resposta de relaxamento das curvas de concentração-

resposta dos agentes ACh, SNP, Sildenafil, Na2S e NaHS, foram concluídas como 

porcentagem de relaxamento, a partir da pré-contração (relacionado com o basal). A 

resposta máxima (Emáx) e o -log do EC50 (pD2, concentração do fármaco 

necessário para causar 50% da resposta) foram calculados a partir das curvas de 

concentração-resposta, estes resultados foram expressos como média ± erro padrão 

da média (EPM). 
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Os dados de RT-PCR, a expressão gênica foi normalizada em relação ao 

HPRT, através da equação 2–[ΔCt (teste) - ΔCt (HPRT)]. Considerando o valor do grupo 

veículo como 1, os dados foram expressos como a média ± E.P.M. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o Student t- test, 

dados não-pareados, quando apropriado (aplicado pelo GraphPad Prism Software, 

EUA). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes com o nível 

mínimo aceitável para valores de p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação do peso corporal 

 

Ambos os grupos (Sham e Ligadura) tiveram a média do peso inicial 

semelhante, o grupo sham 268,8 g e o grupo ligadura 267,4 g, após sete dias do 

procedimento, o grupo de animais com Ligadura apresentaram diminuição no ganho 

ponderal do peso quando comparado ao grupo Sham (Sham: 26,4±1,9 vs. Ligadura: 

19,8±2,2, P<0,05; Figura 2). 

 

Figura 2- Peso corporal dos grupos de animais Sham e Ligadura. 
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Peso corporal dos grupos de ratos Sham e com Ligadura 
(n= 20 e 18 ratos/ grupo, respectivamente). *P<0,05 vs. 
sham, de acordo com o teste t de Student para dados não-
pareados. 
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4.2 Análise macroscópica da perda óssea alveolar. 

 

Figura 3- Imagens representativas da medição da perda óssea alveolar das hemi-

mandíbulas. 

 

          A 

 

 

          B 

 

 

Análise de perda óssea para hemi-mandíbula do lado direto. Identificação dos 
dentes molares e coloração com azul de metileno (A); Delimitação da JCE, 
em verde, e da COA, em vermelho. As medidas foram realizadas entre a JCE 
e COA, demonstradas através das linhas brancas verticais (B). 
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Figura 4- Imagens representativas da perda óssea alveolar das hemi-mandíbulas. 

 

 

                                          
 

 

                                          

 

Efeito da presença de ligadura durante sete dias, hemi-mandíbulas dos grupos de 
animais Sham e Ligadura, face lingual – lado direito. (Sham: painel A e Ligadura: painel 
B). 

  

A 

B 
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4.2.3 Perda óssea alveolar das hemi-mandíbulas do lado direito. 

 

Como apresentado na Figura 5, grupo de ratos com sete dias de ligadura 

com aumento significativo da distância (mm) entre a JCE e COA dos molares, 

primeiro molar (Sham: 2,1±0,1 vs. Ligadura 3,0±0,2, P<0,001; painel A), segundo 

molar (Sham: 0,7±0,04 vs. Ligadura 1,0±0,04, P<0,001; painel B) e terceiro molar 

(Sham: 0,6±0,04 vs. Ligadura 0,8±0,04, P<0,05; painel C), das hemi-mandíbulas do 

lado direito, quando comparados com grupo de animais Sham. 

 

Figura 5- Efeito da presença de ligadura durante sete dias sobre a perda óssea 

alveolar dos molares, hemi-mandíbulas do lado direito, dos grupos Sham e Ligadura.  
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Efeito da ligadura em ratos na perda óssea alveolar dos molares, primeiro molar (painel A), 
segundo molar (painel B), terceiro molar (painel C), das hemi-mandíbulas do lado direito, 
grupos de animais Sham e Ligadura (n= 8 ratos/ grupo). *P<0,05 e ***P<0,001 vs. Sham, de 
acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.2.4 Perda óssea alveolar das hemi-mandíbulas do lado esquerdo. 

 

Como observado na Figura 6, animais com ligadura apresentam aumento 

estatisticamente significativo da distância (mm) entre a JCE e COA dos molares, 

primeiro molar (Sham: 2,1±0,1 vs. Ligadura 3,0±0,2, P<0,001; painel A), segundo 

molar (Sham: 0,7±0,1 vs. Ligadura 1,0±0,05, P<0,01; painel B) e terceiro molar 

(Sham: 0,7±0,05 vs. Ligadura 0,8±0,04, P<0,05; painel C), das hemi-mandíbulas do 

lado esquerdo, quando comparados com grupo de animais Sham. 

 

Figura 6- Efeito da indução de periodontite, avaliado no sétimo dia após a colocação 

da ligadura, sobre a perda óssea alveolar dos molares, hemi-mandíbulas do lado 

esquerdo, dos grupos Sham e Ligadura.  
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Efeito da ligadura em ratos na perda óssea alveolar dos molares, primeiro molar (painel A), 
segundo molar (painel B), terceiro molar (painel C), das hemi-mandíbulas do lado esquerdo, 
grupos de animais Sham e Ligadura (n= 8 ratos/ grupo). *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 vs. 
Sham, de acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.3 Reatividade vascular em artéria mesentérica de resistência. 

 

4.3.1 Diâmetro luminar e tensão vascular ativa. 

  

Não foram observadas diferenças significativas no diâmetro interno (Sham: 

219,7±3,9 vs. Ligadura 217,3±3,6, Figura 7 A) e na tensão ativa (Sham: 2,0±0,1 vs. 

Ligadura 2,0±0,1, Figura 7 B) das artérias mesentéricas de resistência entre os 

grupos Sham e Ligadura. 

 

Figura 7- Diâmetro interno e a tensão ativa em segmentos de artérias mesentéricas 

de grupos Sham e Ligadura. 
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Tensão ativa de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de ratos Sham e 
Ligadura, Diâmetro (μm, n= 81 e 77 ratos/ grupo, respectivamente, painel A) e 
resposta contrátil ao KCl 120 mM (mN/mm, n= 43 e 47 ratos/ grupo, respectivamente, 
painel B), de acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.3.2 Resposta vasoconstritora à fenilefrina. 

  

A fenilefrina promoveu contração dependente da concentração, em 

segmentos de artérias mesentéricas dos grupos Sham e Ligadura (Figura 8). Não 

houve diferenças na resposta máxima (Emax: Sham 3,9±0,1 vs. Ligadura 3,6±0,2), 

nem na sensibilidade (pD2: Sham 5,5±0,08 vs. Ligadura 5,7±0,06) à contração 

induzida por este agonista entre os grupos avaliados. 

 

Figura 8- Curva de contração em função da concentração de fenilefrina em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura.  
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Curva de contração in vitro de segmentos de artéria mesentérica isolada de 
ratos Sham e Ligadura em resposta a concentração crescente à fenilefrina. 
Valores expressos como média ± E.P.M. (n= 17 e 18 ratos/ grupo, 
respectivamente), de acordo com o teste t de Student para dados não-
pareados. 

  



50 
 

 

4.3.3 Resposta vasorelaxante dependente do endotélio. 

 

A acetilcolina (ACh) promoveu relaxamento dependente da concentração 

nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraídas com fenilefrina (10 

µM), dos grupos estudados (Figura 9). Não foi observada diferença significativa na 

curva de concentração-resposta à ACh do grupo Sham em relação ao grupo 

Ligadura (pD2: Sham 7,6±0,1 vs. Ligadura 7,5±0,1, Emax: Sham 98,0±0,7 vs. 

Ligadura 97,0±1,1). 

 

Figura 9- Curva de relaxamento em função da concentração da acetilcolina em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura. 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas 
isoladas de ratos Sham e Ligadura em resposta a concentrações 
crescentes à acetilcolina. Valores expressos como média ± E.P.M. (n= 21 e 
15 ratos/ grupo, respectivamente), de acordo com o teste t de Student para 
dados não-pareados. 
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4.3.4 Resposta vasorelaxante independente do endotélio ao nitroprussiato de sódio. 

 

O nitroprussiato de sódio (SNP) em concentrações crescentes promoveu o 

relaxamento das artérias mesentéricas de resistência de ambos os grupos, 

previamente contraídas com fenilefrina (10 µM, Figura 10). Foram observadas 

diferenças significativas na potência (pD2: Sham 7,1±0,1 vs. Ligadura 6,4±0,2, 

P<0,01) ocorrendo uma menor sensibilidade do grupo Ligadura ao relaxamento 

induzido pelo SNP. Não houve diferença na resposta máxima (Emax: Sham 97,0±0,8 

vs. Ligadura 94,4±2,4) ao relaxamento induzido pelo SNP do grupo Ligadura 

comparado ao grupo Sham. 

 

Figura 10- Curva de relaxamento em função da concentração do SNP em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura. 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas 
isoladas de ratos Sham e Ligadura em resposta a concentrações crescentes 
de nitroprussiato de sódio. Valores expressos como média ± E.P.M. (n= 17 e 
11 ratos/ grupo, respectivamente). **P<0,01 vs. Sham, de acordo com o teste 
t de Student para dados não-pareados. 
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4.3.5 Efeito da inibição da síntese de óxido nítrico sobre a resposta vasorelaxante à  

acetilcolina. 

 

As artérias foram incubadas com L-NAME (inibidor não específico das 

isoformas da NOS, 100 µM, painel A) e 1400W (inibidor específico da isoforma 

iNOS, 10 µM, painel B). A ACh promoveu o relaxamento dependente da 

concentração nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraídas com 

fenilefrina (10 µM) dos grupos Sham e Ligadura (Figura 11). Não foi observadas 

diferenças no pD2 (LNAME: Sham 6,9±0,1 vs. Ligadura 7,4±0,4 e 1400W: Sham 

7,4±0,1 vs. Ligadura 7,2±0,1) e Emax (LNAME: Sham 95,4±2,0 vs. Ligadura 95,7±1,2 

e 1400W: Sham 97,6±0,9 vs. Ligadura 98,3±0,4) nas curvas concentração-resposta 

à acetilcolina entre os grupos Sham e Ligadura.  

 

Figura 11- Curva de relaxamento em função da concentração da acetilcolina em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura, incubadas com L-

NAME (painel A) e 1400W (painel B). 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de ratos Sham e 
Ligadura em resposta a concentrações crescentes à acetilcolina, previamente incubadas com 
L-NAME (n= 6 ratos/ grupo, painel A) e 1400W (10 e 9 ratos/ grupo, respectivamente, painel B). 
Valores expressos como média ± E.P.M, de acordo com o teste t de Student para dados não-
pareados   
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4.3.6 Efeito da inibição das isoformas de ciclooxigenases sobre a resposta 

vasorelaxante à acetilcolina. 

 

Para a inibição da enzima COX, as artérias foram incubadas com 

Indometacina (inibidor não seletivo da COX, INDO, 10 µM), SC560 (inibidor seletivo 

COX-1, 1 µM). NS398 (inibidor seletivo da COX-2, 10 µM). A ACh promoveu 

relaxamento dependente da concentração utilizada nos segmentos de artérias 

mesentéricas, contraídas com fenilefrina (10 µM) dos grupos Sham e Ligadura 

(Figura 12). Não houve diferenças significativas nas curvas de concentração-

resposta à ACh com os inibidores INDO (pD2: Sham 7,0±0,2 vs. Ligadura 7,1±0,3 e 

Emax: Sham 99,5±0,4 vs. Ligadura 94,0±3,7, painel A) e NS398 (pD2: Sham 7,8±0,2 

vs. Ligadura 7,3±0,2 e Emax: Sham 98,7±0,3 vs. Ligadura 92,1±4,2, painel B). 

Entretanto, a incubação com SC560 deslocou a curva de relaxamento à ACh do 

grupo Ligadura para a direita com relação ao grupo Sham. (pD2: Sham 9,0±0,5 vs. 

Ligadura 7,7±0,3 e Emax: Sham 98,2±1,8 vs. Ligadura 98,0±1,1, P<0,05; painel C). 

 

Figura 12- Curva de relaxamento em função da concentração da acetilcolina em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos de animais sham e ligadura, 

previamente incubadas com Indometacina (painel A), SC560 (painel B) e NS398 

(painel C). 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentérica isoladas de ratos Sham e 
Ligadura em resposta a concentração crescentes à acetilcolina, previamente incubadas com 
indometacina (n= 9 e 7 ratos/ grupo, respectivamente, painel A), SC560 (n= 8 e 13 ratos/ grupo, 
respectivamente, painel B) e NS398 (n= 6 ratos/ grupo, painel C). Valores expressos como média ± 
E.P.M, *P<0,05 vs. Sham, de acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.3.7 Efeito da inibição da enzima cicloxigenase e da síntese do óxido nítrico sobre a 

resposta vasorelaxante à acetilcolina. 

  

As artérias mesentéricas de resistência de ambos os grupos foram 

incubadas com Indometacina (10 µM) e L-NAME (100 µM), (inibidor inespecífico da 

COX e da síntese do NO, respectivamente). Para induzir o relaxamento dependente 

da concentração foi utilizada acetilcolina em segmentos de artérias, contraídas com 

fenilefrina (10 µM), dos grupos estudados (Figura 13). Não foram observadas 

diferenças significativas na curva de concentração-resposta à acetilcolina entre os 

grupos Sham e Ligadura (pD2: Sham 6,2±0,4 vs. Ligadura 6,3±0,3 e Emax: Sham 

95,7±1,8 vs. Ligadura 81,1±11,5, Figura 11).  

 

Figura 13- Curva de relaxamento em função da concentração da acetilcolina em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos de animais Sham e Ligadura, 

incubadas com Indometacina e L-NAME.  
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Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas 
de ratos Sham e com Ligadura em resposta a concentrações crescentes à 
acetilcolina, com incubação de Indometacina + L-NAME. Valores expressos 
como média ± E.P.M. (n= 6 ratos/ grupo), de acordo com o teste t de Student 
para dados não-pareados. 
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4.3.8 Efeito da inibição da enzima guanilato ciclase solúvel sobre a resposta 

vasorelaxante. 

 

As artérias mesentéricas foram incubadas com ODQ (10 µM) para a inibição 

da enzima da guanilato ciclase solúvel. A ACh (painel A) e SNP (painel B) 

promoveram relaxamento dependente da concentração, pré-contraídas com 

fenilefrina (10 µM), tanto em segmentos de artérias mesentéricas do grupo Sham 

quanto do grupo Ligadura (Figura 14). Não foram observadas diferenças nas curvas 

à ACh (pD2: Sham 6,8±0,1 vs. Ligadura 6,4±0,1 e Emax, Sham 62,2±15,8 vs. Ligadura 

91,2±2,6) e SNP (pD2: Sham 4,0±0,4 vs. Ligadura 3,7±0,6 e Emax: Sham 13,17±3,7 

vs. Ligadura 10,0±3,1) do grupo Ligadura comparado ao grupo Sham. 

 

Figura 14- Curva de relaxamento em função da concentração da acetilcolina (painel 

A) e ao nitroprussiato de sódio (painel B) em segmentos de artérias mesentéricas de 

grupos de animais Sham e Ligadura, incubadas com inibidor ODQ. 
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Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de ratos Sham e 
Ligadura em resposta a concentrações crescentes à acetilcolina (n= 7 e 6 ratos/ grupo, 
respectivamente, painel A) e ao nitroprussiato de sódio (n= 9 e 7 ratos/ grupo, respectivamente, 
painel B) com incubação de ODQ. Valores expressos como média ± E.P.M., de acordo com o 
teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.3.9 Efeito da inibição da síntese do óxido nítrico, isoforma induzível (iNOS), sobre 

a resposta vasorelaxante ao nitroprussiato de sódio. 

 

As artérias mesentéricas de resistência de ambos os grupos foram 

incubadas com 1400W (inibidor específico da iNOS, 10 µM). Administração de SNP 

promoveu relaxamento dependente da concentração nos segmentos de artérias 

mesentéricas previamente contraídas com fenilefrina (10 µM) dos grupos estudados 

(Figura 15). Foi observada diferença significativa na curva de concentração-resposta 

ao SNP, havendo uma menor sensibilidade ao grupo Ligadura quando comparado ao 

grupo Sham (pD2: Sham 7,0±0,1 vs. Ligadura 6,4±0,2 e Emax: Sham 98,7±0,7 vs. 

Ligadura 95,0±2,5, P<0,05;). 

 

Figura 15- Curva de relaxamento em função da concentração do SNP em 

segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura, incubadas com 

1400W. 
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Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas 
isoladas de ratos Sham e Ligadura em resposta a concentrações 
crescentes à acetilcolina, com incubação de 1400W. Valores expressos 
como média ± E.P.M. (n= 8 ratos/ grupo). *P<0,05 vs. Sham, de acordo 
com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.3.10 Efeito da inibição da fosfodiesterase V sobre a resposta vasorelaxante. 

 

A administração de sildenafil (SIL) promoveu relaxamento dependente da 

concentração nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraídas com 

fenilefrina (10 µM), dos grupos estudados (Figura 16). Foram observadas diferenças 

significativas na potência (pD2: Sham 10,3±0,2 vs. Ligadura 8,6±0,2, P<0,001), 

ocorrendo uma menor sensibilidade do grupo Ligadura ao relaxamento induzido pelo 

SIL. Não houve diferença na resposta máxima (Emax: Sham 98,5±0,6 vs. Ligadura 

100,4±1,0) ao relaxamento induzido pelo SIL do grupo Ligadura comparado ao grupo 

Sham.  

 

Figura 16- Curva de relaxamento em função da concentração de SIL em segmentos 

de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura. 
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Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de 
ratos Sham e com Ligadura em resposta a concentrações crescentes ao 
sildenafil. Valores expressos como média ± E.P.M. (n= 9 e 7 ratos/ grupo, 
respectivamente). ***P<0,001 vs. Sham, de acordo com o teste t de Student 
para dados não-pareados. 
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4.3.11 Efeito do sulfeto de sódio sobre a resposta vasorelaxante. 

 

O sulfeto de sódio (Na2S) promoveu relaxamento dependente da 

concentração nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraídas com 

fenilefrina (10 µM), dos grupos estudados (Figura 17). Não foi observada diferença 

significativa na curva de concentração-resposta ao Na2S do grupo Sham em relação 

ao grupo Ligadura (pD2: Sham 4,4±0,1 vs. Ligadura 4,2±0,4, Emax: Sham 97,3±1,9 

vs. Ligadura 93,9±2,3). 

 

Figura 17- Curva de relaxamento em função da concentração de sulfeto de sódio 

em segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura. 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias 
mesentéricas isoladas de ratos Sham e Ligadura em resposta a 
concentrações crescentes ao sulfeto de sódio. Valores expressos 
como média ± E.P.M. (n= 7 e 9 ratos/ grupo, respectivamente), de 
acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.3.12 Efeito da inibição da síntese de óxido nítrico sobre a resposta vasodilatadora  

ao sulfeto de sódio. 

 

As artérias foram incubadas com L-NAME (inibidor não específico das 

isoformas da NOS, 100 µM). O Na2S promoveu o relaxamento dependente da 

concentração nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraídas com 

fenilefrina (10 µM) dos grupos Sham e Ligadura (Figura 18). Não foram observadas 

diferenças no pD2 (Sham 5,3±0,6 vs. Ligadura 5,0±1,0) e no Emax (Sham 96,9±1,1 

vs. Ligadura 89,8±9,1) nas curvas concentração-resposta ao Na2S entre os grupos 

Sham e Ligadura.  

 

Figura 18- Curva de relaxamento em função da concentração de sulfeto de sódio 

em segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura, incubadas com 

L-NAME. 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas 
isoladas de ratos Sham e Ligadura em resposta a concentrações 
crescentes ao sulfeto de sódio, previamente incubadas com L-NAME 
(n= 3 e 2 ratos/ grupo, respectivamente). Valores expressos como 
média ± E.P.M, de acordo com o teste t de Student para dados não-
pareados 
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4.3.13 Efeito da inibição da cicloxigenase-1 e da síntese de óxido nítrico sobre a 

resposta vasodilatadora ao sulfeto de sódio. 

 

Para a inibição da enzima COX, as artérias foram incubadas com SC560 

(inibidor seletivo COX-1, 1 µM) e L-NAME (inibidor não específico das isoformas da 

NOS, 100 µM). O Na2S promoveu relaxamento dependente da concentração 

utilizada nos segmentos de artérias mesentéricas, contraídas com fenilefrina (10 µM) 

dos grupos Sham e Ligadura (Figura 19). Não houve diferenças significativas na 

curva de concentração-resposta ao Na2S com o inibidor SC560 (pD2: Sham 5,1±0,1 

vs. Ligadura 5,1±0,02 e Emax: Sham 96,6±0,6 vs. Ligadura 97,4±0,4, painel A). 

 

Figura 19- Curva de relaxamento em função da concentração de sulfeto de sódio 

em segmentos de artérias mesentéricas de grupos de animais Sham e Ligadura, 

previamente incubadas com SC560 (painel A), SC560 + Lname (painel B). 
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Curva de relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentérica isoladas de ratos Sham e 
Ligadura em resposta a concentração crescentes ao sulfeto de sódio, previamente incubadas 
com SC560 (n= 3 e 4 ratos/ grupo, respectivamente, painel A), SC560 + Lname (n= 1 ratos/ 
grupo, painel B). Valores expressos como média ± E.P.M, de acordo com o teste t de Student 
para dados não-pareados. 
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4.3.14 Efeito da inibição da enzima guanilato ciclase solúvel e da síntese de óxido  

nítrico sobre a resposta vasorelaxante. 

 

As artérias mesentéricas foram incubadas com ODQ (10 µM) para a inibição 

da enzima da guanilato ciclase solúvel e L-NAME (inibidor não específico das 

isoformas da NOS, 100 µM). O Na2S (painel A e B) e NaHS (painel C) promoveram 

relaxamento dependente da concentração, pré-contraídas com fenilefrina (10 µM), 

tanto em segmentos de artérias mesentéricas do grupo Sham quanto do grupo 

Ligadura (Figura 20). Não foram observadas diferenças nas curvas ao Na2S (pD2: 

Sham 3,7±0,3 vs. Ligadura 4,3±0,4 e Emax, Sham 96,1±0,3 vs. Ligadura 95,5±1,4, 

painel A) e NaHS (pD2: Sham 4,9±0,2 vs. Ligadura 4,6±0,1 e Emax: Sham 99,2±1,0 

vs. Ligadura 97,9±0,3) do grupo Ligadura comparado ao grupo Sham. 

 

Figura 20- Curva de relaxamento em função da concentração de sulfeto de sódio 

(painel A e B) e ao hidrossulfeto de sódio (painel C) em segmentos de artérias 

mesentéricas de grupos de animais Sham e Ligadura, incubadas com inibidor ODQ 

(painel A e C) e ODQ+Lname (painel B). 

 

-8 -7 -6 -5 -4 -3

-100

-80

-60

-40

-20

0 SHAM ODQ

LIGATURE ODQ

log [Na2S] (M)

R
e
la

x
a
t
io

n
 (

%
)

(%
o

f 
P

h
e

 c
o

n
tr

a
c

ti
o

n
)

-8 -7 -6 -5 -4 -3

-100

-80

-60

-40

-20

0
SHAM ODQ+LNAME

LIGATURE ODQ+LNAME

log [Na2S] (M)

R
e
la

x
a
t
io

n
 (

%
)

(%
o

f 
P

h
e

 c
o

n
tr

a
c

ti
o

n
)

-8 -7 -6 -5 -4

-100

-80

-60

-40

-20

0 SHAM ODQ

LIGATURE ODQ

log [NaHS] (M)

R
e
la

x
a
ti

o
n

 (
%

)
(%

o
f 

P
h

e
 c

o
n

tr
a

c
ti

o
n

)

A B C

 
Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de ratos Sham e 
Ligadura em resposta a concentrações crescentes ao sulfeto de sódio (n= 2 e 3 ratos/ grupo, 
respectivamente, painel A), sulfeto de sódio (n= 1 ratos/ grupo, painel B) e ao hidrossulfeto de 
sódio (n= 5 ratos/ grupo, painel C) com incubação de ODQ e ODQ+Lname. Valores expressos 
como média ± E.P.M., de acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.4 Estudo da perda de H2S no miógrafo pela medição do pH 

 

4.4.1 Estudo da cinética dos doadores de H2S. 

 

Com uma única concentração de 300 µM (Figura 21, Painel A) e 30 µM 

(Figura 21, Painel B) dos doadores de H2S. Foi observado diferenças à resposta ao 

pH entre os doadores de H2S, a qual o doador GYY 4137 se manteve mais estável 

no decorrer do tempo, quando comparado aos outros doadores de H2S (Na2S e 

NaHS). 

 

Figura 21- Medição do pH com única concentração de doadores de sulfeto de sódio 

na câmara do miógrafo. 
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Medição do pH com única concentração (painel A: 300 µM e painel B: 30 µM), de doadores 
de sulfeto de sódio, Na2S, NaHS e GYY 4137, na câmara do miógrafo. 
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4.4.2 Efeito dos doadores de sulfeto de sódio sobre a medição do pH 

 

Curva dependente da concentração com doadores de H2S (Figura 22). Foi 

observado diferenças à resposta ao pH entre os doadores de H2S, a qual a 

concentração cumulativa do doador GYY 4137 se manteve mais estável com relação 

ao pH, quando comparado aos outros doadores de H2S (Na2S e NaHS). 

 

Figura 22- Curva de concentração-resposta aos doadores de sulfeto de sódio na 

câmara do miógrafo. 
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Curva de concentrações crescentes aos doadores de sulfeto de 
sódio (Na2S, NaHS e GYY 4137, n= 2 para cada droga), na 
câmara do miógrafo. 
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4.5 Expressão gênica de COX-1, COX-2, nNOS, eNOS e NOS em artéria 

mesentérica de resistência pela reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(RT-PCR). 

 

4.5.1 Expressão do RNAm para COX-1 e COX-2. 

  

Como apresentado na Figura 23, a expressão RNAm de COX-1 (Sham 

1,0±0,1 vs. Ligadura 2,0±0,6, painel A) e COX-2 (Sham 1,0±0,1 vs. Ligadura 1,0±0,3, 

painel B) foram semelhantes em artérias mesentéricas entre grupos Sham e 

Ligadura.  

  

Figura 23- Efeito da presença de ligadura, durante sete dias, sobre a expressão de 

RNAm para COX-1 e COX-2 em artéria mesentérica dos grupos Sham e Ligadura. 
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Expressão de RNAm das enzimas COX-1 (n= 8 e 7 ratos/ grupo, respectivamente, painel A) 
e COX-2 (= 8 e 6 ratos/ grupo, respectivamente, painel B) em segmentos de artérias 
mesentéricas dos grupos Sham e Ligadura. Valores expressos como média ± E.P.M, de 
acordo com o teste t de Student para dados não-pareados. 
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4.5.2 Expressão do RNAm para eNOS, nNOS e iNOS. 

 

Como observado, animais induzidos com ligadura apresentam um aumento 

da expressão RNAm para iNOS (Sham 1,0±0,1 vs. Ligadura 24,8±5,6, P<0,001; 

painel B) quando comparados com grupo Sham em artéria mesentéricas. Entretanto, 

não houve diferença significativa nas expressões de RNAm das outras duas 

isoformas, eNOS (Sham 1,0±0,2 vs. Ligadura 0,7±0,3, painel A) e nNOS (Sham 

1,0±0,1 vs. Ligadura 1,6±0,5, painel C) em artérias mesentéricas entre o grupo 

Sham comparado ao grupo Ligadura (Figura 24).  

 

Figura 23- Efeito da indução de periodontite avaliada no sétimo dia, após a 

colocação da ligadura, sobre a expressão de RNAm para eNOS, iNOS e nNOS em 

artéria mesentérica dos grupos Sham e Ligadura. 
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Expressão de RNAm das isoformas eNOS (n= 8 e 7 ratos/ grupo, respectivamente, painel A), 
iNOS (n= 9 e 5 ratos/ grupo, respectivamente, painel B) e nNOS (n= 7 e 6 ratos/ grupo, 
respectivamente, painel C) e, em segmentos de artérias mesentéricas dos grupos Sham e 
Ligadura. Valores expressos como média ± E.P.M. *P<0,001 vs. Sham, de acordo com o teste t 
de Student para dados não-pareados. 
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5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo mostram-se evidências de que a inflamação periodontal 

induzida por ligadura bilateral dos primeiros molares inferiores de ratos pode 

contribuir para o desenvolvimento de alterações funcionais da vasomotricidade da 

artéria mesentérica, assim sugerindo que ocorrem efeitos à distância do processo 

inflamatório gerado localmente. 

O modelo de inflamação periodontal induzido por ligadura em roedores está 

bem estabelecido (Lohinai et al., 1998; Rovin et al., 1966) e baseia-se na facilitação 

da formação da placa bacteriana no local de colocação da ligadura. Neste estudo foi 

demonstrado que a presença das ligaduras de algodão, durante sete dias, dos 

primeiros molares e em ambos os lados, direito e esquerdo, promoveram aumento 

da perda óssea alveolar (medida pela distância entre a junção cemento-esmalte e 

crista osso-alveolar) em todos os molares, o que não foi observado no grupo Sham. 

Estes dados estão de acordo com estudos prévios realizados em nosso laboratório 

(Herrera et al., 2011a e 2011b), fato que caracteriza a efetiva presença de 

periodontite. 

No presente estudo foi observado diminuição do ganho ponderal, no grupo 

de ratos com ligadura avaliados no sétimo dia. Tanto o grupo Sham como o Ligadura 

tiveram a média do peso inicial semelhantes, evidenciando uma população 

homogênea de animais e confirmando que a diferença de ganho ponderal entre os 

grupos esta relacionada à presença das ligaduras em torno dos primeiros molares 

inferiores, provavelmente por dificultar a ingestão da ração. 

A dieta é um importante fator para o desenvolvimento de um modelo de 

doença periodontal de qualidade. De fato, Branch-Mays e colaboradores (2008) 

observaram que macacos Rhesus (macaca mulatta) com periodontite, induzida por 

ligadura durante 3 meses, que recebiam dieta normal ad libitum, tiveram maior perda 

óssea do que aqueles que tiveram 30% de redução na ingestão calórica, 

demonstrado pela diminuição significativa na profundidade da sondagem, no nível 

de inserção clínica, no índice gengival modificado e no sangramento durante a 

sondagem ou seja, diminuindo a resposta inflamatória consequentemente a 

destruição periodontal. (Branch-Mays et al., 2008). Apesar destas evidências o 

nosso modelo animal, grupo Ligadura, mesmo com diminuição do peso, 

desenvolveu periodontite de forma significativa quando comparado ao grupo Sham, 
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demonstrando a eficácia da ligadura de algodão no desenvolvimento da doença 

periodontal apesar da possível diminuição da ingestão alimentar. 

A periodontite é uma doença multifatorial que tem como principal fator o 

estímulo bacteriano. Em resposta a uma agressão externa ocorre o processo 

inflamatório, envolvendo aumento de neutrófilos e linfócitos no local da lesão. Em 

consequência deste acúmulo haverá liberação de mediadores diversos, tais como 

interleucina (IL)-1β, o fator de necrose tumoral (TNF)-α e prostaglandina E2, o que 

também leva à destruição tecidual do hospedeiro (que no caso específico deste 

modelo experimental é o periodonto) (Roberts et al., 1997; Tatakis, Kumar, 2005). 

A intensa participação das citocinas, principalmente IL-1, IL-6, IL-11, IL 17, 

TNF- α e as prostaglandinas, na doença periodontal, promovem a diferenciação de 

osteoclastos precursores em osteoclastos ativos levando a reabsorção óssea, o que, 

a longo prazo resulta na perda de inserção do dente (Albraith et al., 1997; Bezerra et 

al., 2000; Cochran, 2008; Holzhausen et al., 2005; Lima et al., 2000; Toker et al., 

2009). Além disso, já foi demonstrado que em animais com ligadura tratados com 

inibidores não seletivos de NOS (L-NAME) ou seletivos de iNOS (aminoguanidina; 

Herrera et al., 2011a e 2011b, respectivamente) ocorre diminuição da perda óssea 

secundária à periodontite induzida, mostrando que o óxido nítrico (NO) proveniente 

da iNOS contribui para o processo de reabsorção óssea. 

Na decorrência de infecções crônicas pode ocorrer a disseminação de 

bactérias ou de produtos bacterianos, tais como o LPS, para o sangue (isto é, 

septicemia) (Hunter, 1900), como também a liberação excessiva de mediadores 

inflamatórios devido à resposta imunológica do hospedeiro, o que pode resultar em 

consequências sistêmicas (Loeshe, 1997; Persson, Persson, 2008). 

O endotélio vascular é uma monocamada de células que recobre 

internamente os vasos sanguíneos, que participam do controle do tônus vascular por 

meio da síntese de diversos fatores, tanto dilatadores como contráteis. Frente a 

alterações na funcionalidade do endotélio vascular, o organismo tenta manter a 

homeostase através de vias fisiológicas compensatórias (Triggle et al., 2012). 

Nesse sentido, nossos resultados referentes ao diâmetro luminar dos 

segmentos de artérias mesentéricas, isoladas de ratos, não mostraram diferenças 

significativas entre os grupos. Da mesma forma, a resposta de vasorelaxamento da 

artéria mesentérica a concentrações crescentes de um vasorelaxante dependente 

do endotélio (a acetilcolina - ACh) não foi significativamente diferente entre os 
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grupos de animais Sham e Ligadura. Porém, quando verificamos o vasorelaxamento 

independente do endotélio dos segmentos em reposta ao nitroprussiato de sódio 

(SNP), composto amplamente utilizado como doador de NO, nós observamos 

diferença significativa entre os valores de pD2, indicando que as artérias 

mesentéricas de ratos com ligadura tem menor sensibilidade ao NO do que os 

correspondentes tecidos do grupo Sham. Assim, tais dados sustentam a hipótese de 

que a presença de ligadura induz alterações na resposta da musculatura lisa destas 

artérias ao relaxamento promovido pelo NO. 

Com base nestes resultados, decidimos estudar a via NO-sGC-GMPc com o 

propósito de investigar estas possíveis alterações. Assim, na decorrência de inibição 

da sGC pelo ODQ, foi observado no grupo Sham, mas não no grupo Ligadura, uma 

forte tendência de diminuição da resposta relaxante máxima (Emax) à ACh. Juntando 

este resultado com o resultado da curva ao SNP, sugerimos que a via NO-sGC-

GMPc pode estar sendo prejudicada em animais com ligadura e que vias 

alternativas devem ser relevantes no vasorelaxamento dependentes do endotélio, 

como mecanismos de compensação. Em contrapartida, sob condições de inibição 

da sGC, o relaxamento ao SNP (ainda em altas concentrações) foi grandemente 

inibido em ambos os grupos experimentais e de forma semelhante. 

A síntese de NO derivado do endotélio ocorre após a ligação da ACh aos 

receptores muscarínicos M3 acoplados a proteína Gq, o que resultará na formação 

dos segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Este último 

é capaz de ativar receptores de IP3 na membrana do retículo endoplasmático, 

estimulando a liberação de cálcio desta organela, o qual estimula a atividade da 

eNOS, (Pollock et al., 1991; Vanhoutte et al., 1989). Em geral, as NOS utilizam o 

aminoácido L-arginina e oxigênio molecular para a síntese do NO (e gerando L-

citrulina como subproduto) (Leoni et al., 1991; Palmer et al., 1988). Dentre outras 

ações, o NO irá ativar a enzima guanilato ciclase solúvel (sGC), presente na 

musculatura lisa vascular e que possui em sua estrutura um grupo heme. A enzima 

quando ativada pelo NO (após a ligação deste ao Fe2+ do grupo heme) passa ter a 

função de catalisar a formação do segundo mensageiro GMPc, resultando na 

diminuição da concentração de cálcio (Ca2+) intracelular devido à diminuição do 

influxo de Ca2+, a captação do Ca2+pelo retículo sarcoplasmático, ou aumento da 

extrusão de Ca2+através da membrana celular. Assim, não ocorrendo à formação do 

complexo Ca2+-CAM (calmodulina), sendo insuficiente para a ativação da cadeia 
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leve de miosina fosforilada, a baixa atividade da ATPase torna a contração inibida 

ocorrendo o relaxamento vascular (Derbyshire, Marletta, 2012, Sutherland, Walsh, 

2012; Vanhoutte et al., 1989; Wood, Ignarro; 1987). 

 Contudo, a ação vasodilatadora do NO não é apenas mediada pela ativação 

da enzima guanilato ciclase solúvel. Estudo realizado por Bolotina et al. (1994) em 

aorta de coelho, demonstrou, mediante técnicas de “patch-clamp” e 

farmacologicamente, que o NO é capaz de ativar diretamente canais de K+ 

dependentes de cálcio (K+
ca), ao terem observado que uma considerável fração do 

efeito vasorelaxante do NO ainda persistia sob condições de inibição da guanilato 

ciclase por azul de metileno, sendo apenas abolido pela adição de charibdotoxina 

(um inibidor específico de K+
Ca) (Bolotina et al., 1994). 

Assim, os nossos resultados podem confirmar a importância da 

hiperpolarização mediada pelos K+
Ca das células da musculatura lisa vascular e o 

consequente vasorelaxamento, conforme evidenciado pelas curvas de relaxamento 

à ACh na presença de ODQ no grupo Ligadura, apesar de não termos observado 

este comportamento nas curvas de relaxamento com SNP, indicando, além de uma 

possível alteração na via NO-sGC-GMPc, diferenças entre o NO exógeno e o 

NO/EDRF produzido em resposta à ACh.  

Desta maneira, decidimos realizar curvas de relaxamento concentração-

resposta à ACh sem interferência do NO, com o uso do inibidor não seletivo das 

isoformas de NOS (LNAME). Foi observado que o grupo Ligadura não apresentou 

diferenças significativas no relaxamento vascular, quando comparado ao grupo 

Sham. Em acréscimo, não houve diferenças estatísticas entre os grupos de animais 

a expressão de RNAm para eNOS e nNOS. Logo, foi demonstrado que o 

vasorelaxamento não foi abolido com o inibidor L-NAME, evidenciando, como 

observado anteriormente, que a artéria mesentérica possui outros mecanismos que 

atuam no vasorelaxamento. De fato, estudo realizado por Dowell et al. (1996) 

corrobora nossos dados por mostrarem que em ratos tratados com L-NAME (crônica 

ou agudamente) a resposta relaxante dependente de endotélio de vasos de 

resistência não é abolida, diferentemente do observado em vasos de condutância; 

assim, podemos concluir que o NO não é o principal fator derivado do endotélio 

responsável pela vasodilatação da artéria mesentérica (Dowell et al., 1996). 

Durante eventos inflamatórios, pode ocorrer aumento da expressão da 

isoforma induzível da NOS (iNOS), a qual produz grandes quantidades de NO 



70 
 

 

durante longos períodos, como ferramenta de proteção do hospedeiro contra 

organismos invasores, atuando na eliminação do patógeno (Marin, Rodriguez-

Matinez, 1997). Entretanto, altas concentrações de NO, em decorrência de 

processos inflamatórios, podem induzir alterações hemodinâmicas sistêmicas 

mediadas pela interação direta do NO com diversas biomoléculas (tais como, 

proteínas, lipídios e DNA) (Ji, Choi, 2013). Neste sentido, o nosso grupo demonstrou 

que o aumento na produção de NO que ocorre no modelo de periodontite, induzida 

por ligadura em ratos, promove efeitos sistêmicos, como por exemplo, o aumento da 

nitração de resíduos protéicos de tirosina em tecido cardíaco (Herrera et al., 2011). 

No presente trabalho, a quantificação de RNAm para a enzima iNOS, em 

amostras de artéria mesentérica, mostrou aumento significativo da transcrição deste 

gene no grupo Ligadura em relação ou grupo Sham, o qual pode estar relacionado 

com aumento da produção de NO no grupo Ligadura, o que pode indicar que a 

ligadura pode estar desencadeando efeitos da inflamação na artéria mesentérica, 

além disso, o NO é capaz de ativar canais K+
Ca como comentado anteriormente. 

Neste sentido, é descrito na literatura que em tecidos vasculares (como a 

aorta), o NO é capaz de aumentar a atividade da enzima cistationina gama-liase 

(CSE), principal enzima produtora de sulfeto de hidrogênio (H2S), um mediador 

reconhecido atualmente, ao lado do NO, como um importante vasodilatador (Zhao et 

al., 2001). Considerando o possível aumento de produção de NO derivado de iNOS 

nas artérias mesentéricas do grupo de ratos com ligadura, pode ocorrer um aumento 

da síntese de H2S, devido à maior atividade de CSE, e assim explicar a tendência de 

maior relaxamento á ACh com o inibidor de ODQ na reposta máxima das artérias 

mesentéricas do grupo Ligadura. 

Com base nestas evidências e para melhor entendimento do mecanismo, é 

aceitável que NO proveniente da iNOS possa estar compensando a disfunção que 

ocorre no músculo liso vascular do grupo Ligadura, por meio de mecanismo 

relacionado à hiperpolarização para manter o equilíbrio sistêmico (Triggle et al., 

2012). Apesar de não observarmos diferenças entre ambos os grupos com o inibidor 

L-NAME, o aumento da expressão gênica da iNOS, nas artérias mesentéricas do 

grupo Ligadura, chamou a atenção e resolvemos investigar, na reatividade vascular, 

usando inibidor seletivo da iNOS (1400W) em curva de relaxamento ao SNP e 

observamos diferença significativa entre os valores de pD2, sugerindo que as 

artérias mesentéricas no grupo Ligadura tem menor sensibilidade ao NO quando 
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comparadas ao grupo Sham. Sabendo que a ACh é responsável pela ativação da 

isoforma eNOs nos vasos (estimulados por Ca2+, dependentes de camodulina) e não 

pela isoforma iNOS (ativada através de produtos bacterianos e citocinas) (Marin, 

Rodriguez-Matinez, 1997; Parrilo, 1993; Pollock et al.,1991). Desta forma, em curva 

de relaxamento à ACh com inibidor de 1400W, não foi observada diferenças entre 

grupos Sham e Ligadura. Concluímos que NO pode estar ativando vias alternativas, 

como comentado anteriormente, mas não é responsável pela alteração observada 

na musculatura lisa vascular, entretanto, esta disfunção pode estar relacionada com 

a enzima sGC.  

A importância do papel da via sGC na vasodilatação e regulação da pressão 

sanguínea está bem evidenciada (Kagota et al., 2001; Sips, Buys, 2013; Thoonen et 

al., 2013). Estudo realizado por Kagota et al. (2001) mostraram que em aorta de 

ratos SHR, com ingestão de sal, houve diminuição da resposta relaxante 

dependente (ACh) e independente (SNP) de endotélio, assim reduzindo a produção 

de GMPc e alterando no relaxamento vascular em resposta ao NO, mas o efeito foi 

revertido com o ativador de GMPc (A23187). Contudo, foi observada a expressão 

protéica com o aumento de eNOS e diminuição da sGC, indicando que ocorre 

diminuição da função sGC sem prejudicar a produção de NO proveniente da eNOS 

(Kagota et al., 2001). 

Estudos mostram que a atividade da sGC pode ser regulada por diversos 

fatores, dentre eles os oxidantes. Já é conhecido que as espécies reativas podem 

agir diretamente na diminuição da biodisponibilidade do NO prejudicando na 

produção de GMPc, além do que, um ambiente redox faz com que a enzima sGC 

tenha menor afinidade ao NO devido à oxidação direta com o grupo heme Fe+2, que 

passa a ser Fe+3 (estado férrico), o que leva a inativação da sGC. Outra maneira da 

enzima sGC tornar insensível ao NO é através dos resíduos de cisteína que pode 

levar a formação S-nitrosilação na sGC (Brandwein et al., 1981; Braughler, 1983; 

Kojda, Harrison, 1999; Schrammel et al., 1996; Zhao et al., 2000). Ainda, pode 

acontecer a oxidação de tióis na sGC resultando na formação de nitrosotiol, que já 

foi sugerida como responsável pela inibição da enzima Cys-78 e Cys-122 na 

subunidade β1, consequentemente, não ocorrendo à ativação completa da sGC ao 

NO, devido à alteração conformacional da enzima (Fernhoff et al., 2012; Stone, 

Marletta, 1996; Zhao et al., 2000). 
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Com o intuito de conhecer um pouco mais sobre a via da NO-sGC-GMPc, 

resolvemos investigar a enzima fosfodiesterase (PDE) tipo-V. Esta enzima tem como 

função catalisar a hidrólise de GMPc para 5'-GMP e assim, diminuindo os níveis 

citoplasmáticos de GMPc, consequentemente, inativando um dos principais 

mediadores responsáveis pelo vasorelaxamento (Appleman, Terasaki, 1975; Harris 

et al., 1989; Lugnier et al., 1986). O Sildenafil, inibidor da enzima PDE-V, é uma boa 

ferramenta para modelos in vitro, em estudo de cultura de células RFL-6 

(fibroblastos de pulmão de feto de rato) foi observado diminuição dos níveis de 

GMPc, na passagem 14, na presença de SNP e sildenafil quando comparado a 

outras passagens, com redução de 98% na expressão gênica da subunidade α-1 da 

sGC, na passagem 9. Isso demonstra à baixa regulação de umas das subunidades 

da sGC ocorrendo alteração da via NO-sGC-GMPc (Kraft et al., 2004). 

Desta maneira, estudamos a inibição da enzima PDE-V por concentrações 

crescentes de sildenafil, em artérias mesentéricas de ratos, constatamos diferença 

significativa entre os grupos, na qual o grupo Ligadura teve menor sensibilidade ao 

NO endógeno do que o grupo Sham. Foi evidenciado que o uso do sildenafil resultou 

no aumento dos níveis de GMPc devido da ativação da via NO-sGC-GMPc, que esta 

diferença observada no grupo ligadura está relacionada com a possível diminuição 

na função da sGC. Entretanto, em nosso trabalho é necessário experimentos mais 

específicos, utilizando ativadores que se ligam ao grupo heme prostético da sGC, 

como por exemplo, BAY 58-2667 (cinaciguat), para melhor elucidar o papel desta 

enzima na DP (Friebe, Koesling, 2003). 

 Outro fator de relaxamento derivado do endotélio é a prostaciclina (PGI2), 

mediador lipídico de atividade antitrombótica, e sintetizada pela enzima 

ciclooxigenase (COX) a partir do ácido araquidônico (tendo como produto 

intermediário a prostaglandina H2 - PGH2), a qual também dará origem a uma 

variedade de outros prostanóides, dentre eles a PGE2, o tromboxano A2, etc. Duas 

isoformas de COX têm sido caracterizadas (COX-1 e COX-2), as quais estão 

divididas de acordo com suas funções e localizações. Assim, em situações 

inflamatórias, a COX-2 atua com a produção de prostanóides, além do seu 

conhecido papel importante no sistema vascular pela produção da PGI2 pelas 

células endoteliais (Ricciotti, FitzGerald, 2011). Estudo realizado por Muscará et al. 

(2000) mostrou que os inibidores de COX-2 podem acarretar em disfunções vascular 

e renal, em ratos normais e hipertensos tratados com celecoxibe por três semanas, 
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foi observado aumento da pressão sanguínea, da aderência leucocitária no endotélio 

e da agregação plaquetária. Ainda, os metabólitos da prostaciclina, que se 

mostraram aumentados em ratos hipertensos, foi diminuída após o tratamento com 

celecoxibe, demonstrando o importante papel da prostaciclina na homeostase 

vascular, apesar de que este inibidor pode ser eficiente como antinflamatórios 

(Muscará et al., 2000). 

Estudos demonstram que na periodontite a COX-2 atua na regulação da 

inflamação e na perda óssea, considerando que ratos com ligadura tratados com 

inibidores seletivos de COX-2 mostraram menor perda óssea quando comparados 

aos animais não tratados (Holzhausen et al., 2005). Em nossos experimentos, a 

presença do inibidor específico de COX-2, NS398, no banho, não mostrou efeitos 

diferenciais entre os grupos experimentais quanto ao relaxamento das artérias 

mesentéricas induzido pela ACh. Adicionalmente, a expressão de RNAm para 

isoenzima COX-2, na artéria mesentérica, não foi estatisticamente diferente entre os 

grupos de animais Sham ou Ligadura. 

Estudo realizado por Kirkby et al. (2012) mostrou que, ao contrário do 

conceito amplamente aceito no sistema vascular, a prostaciclina é produzida pela 

isoforma COX-1 e não pela COX-2, conforme estudos anteriores baseados em 

medidas da excreção urinária do metabólito da prostaciclina, o 2,3-dinor-6keto-

PGF1alfa após tratamento com inibidores seletivos de COX-2 (Catella-Lawson et al., 

1999; McAdam et al., 1999). No nosso estudo, avaliamos o relaxamento das artérias 

mesentéricas à ACh na presença do inibidor específico de COX-1, o SC560, e 

observamos que a curva do grupo Sham teve deslocamento para a esquerda 

quando comparada com a do grupo Ligadura. Estes resultados evidenciam que nos 

animais com ligadura há menor participação de fatores contráteis derivados de COX-

1 (tais como PGG2/PGH2, TxA2) produzidos pela artéria mesentérica de animais 

controle. Considerando a tendência ao aumento da expressão gênica vascular desta 

isoenzima em animais com ligadura, o que pode estar relacionada com mecanismos 

de compensação devido à diminuição da atividade da COX-1. Importante considerar 

que a COX-1 é constitutiva em muitos tecidos e que os prostanóides produzidos são 

responsáveis por diversas funções fisiológicas, como por exemplo, citoproteção do 

epitélio gástrico ou nos vasos, como regulador da adesão e agregação plaquetária 

(Ricciotti et al., 2011). 
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Interessantemente, e apesar de possível diferença quanto a fatores 

contráteis entre ambos os grupos experimentais, nós não detectamos diferenças 

significativas entre a tensão vascular ativa em reposta contrátil ao KCl e as curvas 

concentração-resposta de contração à fenilefrina. Entretanto, resultados prévios do 

nosso laboratório mostram que a presença de periodontite em ratos com ligadura, 

durante sete dias, resulta no aumento da resposta máxima contrátil de anéis de 

aorta à norapinefrina in vitro, quando comparados aos ratos controle, evidenciando 

diferenças mecanísticas entre ambos os leitos vasculares. 

Curiosamente, quando estudamos o relaxamento das artérias mesentéricas 

à ACh na presença do inibidor não seletivo de COX, a indometacina, observamos 

que não houve diferenças entre as curvas dos grupos estudados. Ainda que 

evidenciamos diferença com o inibidor específico da COX-1, no momento, não 

temos qualquer hipótese que sustente estas observações. 

No entanto, podemos observar que na decorrência da inibição simultânea 

dos dois fatores de relaxamento dependentes do endotélio, principalmente a PGI2 

derivada da(s) ciclooxigenase(s) pela indometacina e o NO pelo L-NAME, não foi 

mostrado diferenças estatisticamente significativas no pD2 e na resposta máxima 

(Emax). Novamente, foi observado que o relaxamento não foi completamente 

abolido mesmo com inibidores de mecanismos diferentes, o que sustenta a hipótese 

de que há um terceiro mecanismo de relaxamento dependente do endotélio 

importante que está relacionado à hiperpolarização, tal como o H2S. 

Neste sentido, o H2S é uma importante molécula que atua na inflamação e 

no sistema cardiovascular ativando o mecanismo da hiperpolarização (Witheman, et 

al., 2006; Zhao et al., 2001). Witheman e colaboradores observaram que em linha 

celular derivada de macrófagos murinos em cultura (RAW264.7) o tratamento com 

SNP produziu aumento de GMPc, mas não quando NaHS foi adicionado 

concomitantemente. Entretanto, a adição de Cu2+ reverteu esta inibição pela 

formação de CuS e a consequente liberação do NO. Conclui-se que o nitrosotiol 

formado por reação entre o H2S e o NO tem características diferentes de outros 

nitrosotiois de baixo peso molecular, tais como s-nitrosocisteina (George, Shibata, 

1995; Witheman et al., 2006), S-nitrosoglutationa (Angulo et al., 2000; Witheman, et 

al., 2006), em vista de que estes compostos efetivamente estimulam a guanilato 

ciclase solúvel via liberação de NO e resultando em aumento de GMPc. Estas 

observações sugerem que o nitrosotiol resultante da reação entre o NO e o H2S não 
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seja capaz de doar NO por trans-nitrosação/nitrosilação, de forma que se observa a 

inibição dos efeitos farmacológicos do NO e/ou do H2S (Witheman et al., 2006). 

Com intuito de especular se a via da hiperpolarização participa das 

alterações observadas no decorrer do trabalho, foram realizadas curvas de 

relaxamento de concentração-resposta ao Na2S e utilizando inibidores, tais como 

LNAME, SC560, ODQ. Foi realizado também curvas de relaxamento de 

concentração-resposta ao NaHS, a qual as artérias mesentéricas foram incubadas 

com ODQ. Porém, não observamos diferenças significativas entre os grupos com 

relação a todas as curvas realizadas, com estes doadores de H2S. 

Os doadores de H2S, NaHS e Na2S, são bem solúveis em solução tampão, 

ocorrendo à dissociação destes sais e resultando em íons Na+, HS- ou S2-. Desta 

forma, acontecerá a introdução do sulfeto na solução. 

 

Na2S                                  S2- + Na+ 

 

Quando ocorre a dissolução do sal, o pH do meio pode mudar devido ao 

equilíbrio de protonação, e assim, haverá perda de H2S para manter o pH. Conforme 

ilustrado abaixo, a equação do equilíbrio de protonação (Nagy et al., 2014). 

 

S2- + H+                                HS- 

HS- + H+                                 H2S 

H2S (aquoso)                               H2S (gasoso) 

 

Adicionalmente, o CO2 borbulhado na solução tampão na câmara tem como 

objetivo ajudar a manter o pH do meio, porém este gás liberado aumenta a força de 

arraste do H2S para o meio exterior, que aumenta o processo de H2S aquoso para o 

estado H2S gasoso. Este efeito é um dos principais motivos da perda de H2S na 

solução da câmara do miógrafo. 

 

                                              O2/CO2 

H2S (aquoso)                                 H2S (gasoso) 

 

No entanto, no nosso estudo avaliamos a perda de H2S no miógrafo com a 

medição do pH com o pHmetro, devidamente calibrado, e testamos três doadores de 
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H2S, o Na2S, o NaHS e GYY 4137 (um composto orgânico doador “lento” de H2S). 

Observamos que com uma única dose da droga tanto na concentração 30 µM como 

na concentração 300 µM e também quando avaliamos as estas três drogas 

realizando curvas de concentração-resposta, os doadores de H2S, o Na2S e o 

NaHS, mostraram aumento do pH na solução tampão, continuamente borbulhados 

com 95% de O2 e 5% de CO2, já o Gyy 4137 demonstrou ser mais estável, com 

mínima elevação no pH. A solução tampão e principalmente, a composição do gás 

borbulhado, são importantes na manutenção do pH da câmara, fazendo com que o 

equilíbrio de protonação e o arraste do H2S resulte no aumento do pH do meio, a 

qual quanto maior pH maior é a perda de H2S. Estes resultados sugerem que alguns 

doadores de H2S não garantem a concentração final desejada em curvas de 

concentração-resposta, sendo necessário o uso de doadores mais estáveis, no caso 

GYY 4137.  

De encontro com nossos dados, estudo realizado por DeLeon et al. (2012) 

observaram considerável perda de H2S em três experimentos tradicionais, 

importantes na pesquisa biológica. Em particular, através de eletrodos polarográficos 

em tempo real, foi confirmada a perda de H2S, por doadores de H2S (NaHS), em 

menos de 4 minutos no experimento realizado no miógrafo, atribuindo, em parte, a 

incompleta conversão de NaHS para H2S. A solução tampão juntamente com o gás 

que é borbulhado para a manutenção do pH, como também ajuda dispersar a droga 

na câmara, reduziu as concentrações de H2S no banho, na qual quando o gás 

utilizado é 100% oxigênio a meia vida foi um pouco mais longa quando utilizaram 

100% nitrogênio, e esta perda do H2S foi diminuída quando retiraram os gases que 

promoviam o borbulhamento e agitaram à mão com cilindro (DeLeon et al.,2012). 

Estes resultados indicam que em curvas cumulativas de H2S a concentração final 

está aquém do esperado, contestando a validação deste método em nosso estudo e 

experimentos futuros, com doadores de H2S mais estáveis, deverão ser realizados 

para tentar compreender a via da hiperpolarização. 

O GYY 4137 é um doador “lento” de H2S que tem como base a estrutura do 

componente de Lawesson, já com outros doadores de H2S há dificuldade de 

alcançar o efeito biológico, muitas vezes devido à liberação instantânea de H2S. Está 

estabelecido na literatura o efeito de GYY 4137 em diversos modelos (in vitro e in 

vivo) no sistema cardiovascular (Li et al., 2008; Xu et al., 2014). Neste sentido, Li et 

al. (2008) demonstraram que em aorta de ratos ocorre relaxamento vascular e em 
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rim perfundido ocorre à vasodilatação em resposta ao GYY 4137, resultando em um 

relaxamento lento e continuo devido a baixas concentrações de H2S, diferentemente 

demonstrado com o composto NaHS. Foi observado também que houve queda da 

pressão sanguínea com baixa toxicidade celular em ratos SHR tratados 

crônicamente com GYY 4137 (Li et al., 2008). Sugerimos que as drogas (Na2S e 

NaHS) utilizadas como doadores de H2S neste trabalho não são boas ferramentas 

para investigar as alterações nos canais KATP, devido a impossibilidade de conhecer 

exatamente a concentração de S2-/HS-/H2S em uma adição cumulativa na câmara do 

miógrafo. Neste caso, é importante fazer uso de compostos que efetuem liberação 

lenta. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Baseado nos resultados da presente tese é possível concluir que a presença 

de ligadura, durante sete dias, em ratos contribuiu na diminuição da sensibilidade da 

artéria mesentérica ao relaxamento causado por NO exógeno, sugerindo que 

possam ocorrer alterações funcionais da musculatura lisa, relacionadas à via NO-

sGC-GMPc. Adicionalmente, a presença de ligadura em ratos resulta em aumento 

significativo da transcrição do gene iNOS na artéria mesentérica.  

Ainda, fatores contráteis derivados de COX-1 tem menor participação no 

vasorelaxamento dependente de endotélio na artéria mesentérica de ratos com 

ligadura em comparação ao grupo Sham. A presença de ligadura parece promover 

também a produção de mediadores da resposta vasorelaxante da ACh 

independentes de NOS e COX, e possivelmente relacionados a mecanismos de 

hiperpolarização, particularmente canais de K+ dependentes de Ca2+ ou ATP. Assim, 

estudos com doadores de H2S, especialmente compostos de liberação lenta, 

deverão ser realizados a fim de responder estas questões que permanecem em 

aberto. 
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