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RESUMO

Jesus FN. Consequéncias da presenca de periodontite induzida por ligadura em
ratos sobre a resposta vaso motora in vitro de anéis de artéria mesentérica.
[dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)l. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

A destruicdo crbnica do aparato de ligamento periodontal devido a uma intensa
resposta inflamatoria a bactérias, leva a um quadro clinico conhecido como doenca
periodontal. Patégenos periodontais podem ser translocados e liberados do sulco
gengival a circulacdo sanguinea e assim apresentar efeitos periféricos. A bolsa
periodontal também ¢é importante reservatério de mediadores inflamatoérios, que
podem atingir a circulacdo sanguinea e apresentar efeitos em Orgaos distantes.
Muitos estudos passaram a documentar a relacdo entre doenca periodontal e
disfuncédo endotelial, reversivel pelo tratamento odontoldgico. No nosso laboratorio
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 contratil destes anéis a norepinefrina, quando comparada
com a resposta dos vasos provenientes dos animais controle (Sham). Assim,
considerando a importancia dos efeitos da doenca periodontal em 6érgaos a
distancia, em particular os cardiovasculares mencionados acima, o presente estudo
avaliou a influéncia da periodontite induzida por ligadura em ratos sobre a resposta
vasomotora in vitro de anéis de artéria mesentérica. Os resultados demonstraram
gue os animais com ligadura, durante sete dias, apresentaram diminuicdo da
sensibilidade da artéria mesentérica ao relaxamento causado por NO exdgeno e ao
inibidor de fosfodiesterase tipo V, além disso, resultou em aumento significativo da
transcricdo do gene INOS na artéria mesentérica, mesmo promovendo menor
sensibilidade da artéria mesentérica ao relaxamento causado por SNP com o
inibidor da iINOS no grupo ligadura. Ainda, fatores contrateis derivados de COX-1
tem menor participagcdo no vasorelaxamento dependente do endotélio na artéria
mesentérica de ratos com ligadura em comparacao ao grupo Sham. Conclui-se que
no modelo de ligadura em ratos possam ocorrer alteracdes funcionais da
musculatura lisa, relacionadas a via NO-sGC-GMPc e também parece promover a
producdo de mediadores da resposta vasorelaxante da ACh relacionados a
mecanismos de hiperpolarizacdo. Assim, estudos com doadores de HsS,
particularmente compostos de liberacdo lenta, deverdo ser realizados a fim de
responder estas questdes que permanecem em aberto.

Palavras-chave: Periodontite. Artéria Mesentérica. Disfuncdo Endotelial. Oxido
Nitrico. 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)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
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 iINOS 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 H,S
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 INTRODUCAO

1.1 Periodonto e doenca periodontal.

O periodonto € um conjunto de tecidos que tem como fungéo fixar e proteger
os dentes. Suas funcbes de suporte e revestimento dental sdo realizadas por
componentes especificos, tais como o cemento, ligamento periodontal, osso alveolar
e a porcao gengival, que estd em contato com o dente. No periodonto saudavel, a
gengiva é firmemente ligada a superficie da raiz ao nivel da juncdo entre o esmalte
dos dentes e o cemento. A manutencédo 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, constituido por tecido conjuntivo
frouxo, que circunda as raizes dos dentes ligando o cemento radicular ao 0sso
alveolar, alguns estudos mostram que o ligamento periodontal possui células com
caracteristicas de células progenitoras que as tornam importantes na formacéo do
cemento, do proprio ligamento periodontal e do osso alveolar, sendo um reservatério
complexo e fundamental para a mobilidade do dente, definida através da largura,
altura e qualidade desse ligamento periodontal (Figura 1) (Bosshardt, Schroeder,
1996; Ilwata et al., 2014; Schroeder, Listgarten, 1997).

A doenca mais predominante na cavidade oral é a doenca periodontal (DP),
bactérias, principalmente gram-negativas e anaerdbicas, instalam-se e aderem-se
nas superficies dos dentes formando uma pelicula com células epiteliais
descamadas, leucdcitos polimorfonucleares, micoplasmas, leveduras e protozoarios,
conhecidos como placa bacteriana, ou biofilme. A inflamagdo causada nesses
tecidos de suporte dos dentes se da devido ao biofilme que pode resultar,
futuramente, em perda de inser¢do em consequéncia da presenca de um conjunto
de bactérias e produtos bacterianos, e ou pela resposta de defesa do hospedeiro
levando a destruicdo tecidual (Figura 1) (Lockhart et al., 2012; Page, Kornman,
1997; Ximénez-Fyvie et al., 2000).
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Figura 1- Anatomia periodontal na saude e na doenca.
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Dente molar com a anatomia periodontal na salde (lado esquerdo) e com doenca
periodontal (lado direito). Note-se a um grande aumento da profundidade de 1 a 2 mm do
sulco gengival, causada pela perda da insercéo gengival para criar uma bolsa periodontal de
>5 mm; papila gengival inflamada e inchada e a perda de osso alveolar, a partir da resposta
inflamatoria da placa subgengival e calculo, e a presenca de ulceragdo da mucosa da bolsa
periodontal e resultando em perda da barreira da mucosa entre as bactérias da placa e o
aumento de circulacdo gengival. Cortesia de Anne Olson.

Usualmente a DP é dividida em duas categorias fundamentais: gengivite
(inflamacao gengival) e periodontite, com destruicdo dos tecidos de suporte dos
dentes (Kwek et al., 1990). Fatores que aumentam a probabilidade de ocorréncia da
DP é a mé higienizagdo oral, a mé& nutricdo, os maus habitos como o fumo (Clarkson
et al.,, 2013; Gillette, Van House, 1980; Giuca et al., 2014; Staudte et al., 2012).
Apesar das diversas classificacfes das manifestacdes clinicas da periodontite, a
periodontite cronica pode ser classificada de forma localizada na qual atinge menos
de 30% da area envolvida, e de forma generalizada, atingindo mais de 30% da area
envolvida. Para melhor compreensao do grau de severidade, a periodontite pode ser
caracterizada como leve (perda de insercao clinica de 1-2 mm), moderada (perda de
insercdo clinica de 3-4 mm) e grave (perda de insercdo clinica acima de 5 mm).
(Flemming, 1999; Tonetti, Mombelli, 1999).

As doencas periodontais sao multifatoriais e influenciadas por fatores
genéticos, ambientais, imunolégicos e comportamentais. Em consequéncia desta
complexidade, a periodontite destaca-se pela alta prevaléncia e por sua associacao
a doencas sistémicas. Contudo, a doenca é desencadeada por bactérias gram-
negativas anaerébicas devido a formacdo de um biofilme bacteriano (Haffajee,
Socransky, 1994; Haynes, Stanford, 2003).
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Socransky et al. (1998) observaram que a viruléncia dos patdégenos do
complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola) além de levar a destruicdo da estrutura periodontal, estdo relacionadas
com o aumento de algumas alteracdes sistémicas (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, ndo é
possivel relacionar a destruicdo do tecido periodontal a um patdégeno exclusivo
(Moore, Moore, 1994).

Durante a invasdo pelo patdgeno na periodontite, o sistema imunoldgico do
hospedeiro tenta controlar esta invasdo bacteriana, bem como suas toxinas atraves
da liberacdo de mediadores inflamatdérios, tais como interleucina (IL)-18, o fator de
necrose tumoral (TNF)-a e prostaglandinas (PGs) derivadas de macréfagos e
mondcitos (Roberts et al., 1997; Tatakis, Kumar, 2005).

1.2 Inducdao a periodontite — Modelo de ligadura em ratos.

Em 1966, Rovin et al. demonstraram a relevancia das bactérias na
inflamacdo 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, ap06s a colocacédo da
ligadura, tal procedimento foi efetivo em induzir inflamacdo apenas em ratos
convencionais, enquanto ratos livres de germes ndo demonstraram resposta
inflamatoria no local da ligadura. Os pesquisadores concluiram que a colocacéao da
ligadura nos primeiros molares de ratos favoreceu o quadro da inflamacéo local, por
uma combinacdo de fatores em decorréncia, principalmente, do maior acimulo de
bactérias presente na cavidade oral. Além dos microrganismos causarem a infeccéo
por sua patogenicidade, ainda séo 6timos facilitadores de formacéo de biofilme com
acumulo de residuos e materiais calcificados. Ainda, 0s ratos convencionais
apresentaram intensa resposta inflamatoria local com presenca de neutrdfilos,
macrofagos, linfocitos, algumas proliferacdes fibrosas e reabsorcéo Ossea alveolar,
caracterizando o procedimento com a ligadura como modelo de periodontite com
gualidade (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 6ssea
alveolar, quando comparados com o grupo Sham. Com o tratamento crénico
utilizando inibidor de 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS), aminoguanidina, inibiu
perda O0ssea alveolar, mostrando reversao 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 0ssea e que o 6xido nitrico (NO) derivado da INOS tem papel importante na

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

1.3 Inflamagéo dos tecidos periodontais.

ApoOs a infeccdo no tecido periodontal, uma reacdo inflamatéria tipica,
observada primeiramente pela presenca de vasodilatacdo na regido e quimioatragao
com consequente migracdo das células do sistema imunoldgico inato, tais como os
polimorfonucleares (neutrofilos), para o local da inflamacgéo, os quais também sao
responsaveis por induzir a liberacdo de mediadores inflamatérios, tais como
prostaglandina E2 (PGE2), IL-1a e IL-1B, TNF-a, IL-8 através da ativacado 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
sdo 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 cronica, possui uma facilidade maior
de propagacdo subgengival, caracterizada por invadir a estrutura e funcdo do
epitélio juncional, responsavel por manter a saude periodontal e sendo este um
obstaculo eficiente contra bactérias e seus produtos. A presenca de patdégenos,
capazes de romper tais barreiras na periodontite cronica, pode ser uma das
explicagBes para a associacao deste tipo de periodontite com possiveis doencas em
orgaos a distancia (Dashper et al., 2014; Nanci, Bosshardt, 2006; Salminen, 2014).

Outro fator de extrema importancia na DP é a producgdo do radical livre NO
sintetizado pelas isoformas Oxido nitrico sintases (NOS). A isoforma considerada
induzivel, a iINOS, é uma resposta protetora do hospedeiro a fim de eliminar as

bactérias patogénicas. O lipopolissacarideo (LPS), produto da parede celular da
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bactéria gram-negativa, interage com especificos receptores de macréfagos para
gerar uma resposta antinflamatéria que resulta em producédo de diversas citocinas
pré-inflamatérias, tais como IL-1B, IL-6 e TNF-a. As citocinas e/ou LPS ativam a
INOS, decorrendo no aumento da producdo 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 superéxido resultando na formagéo de peroxinitrito,
0 que pode se degradar a radical hidroxil assim, eficiente na defesa contra invasao
de patégenos (Marin & Rodriguez-Matinez, 1997; Nusser & Billiar, 1993).

Neste contexto, Herrera e colaboradores (2011a) mostraram uma diminuicéo
da perda 6ssea em animais com periodontite tratados com o inibidor ndo seletivo de
NOS, o L-NAME (Herrera et al., 2011a). Ainda, no modelo de rato com ligadura,
durante oito dias, observou aumento da expressao de INOS, resultando no aumento
excessivo de NO e peroxinitrito, produzindo resposta inflamatéria e destruicdo
0ssea. Adicionalmente, o efeito foi revertido com o tratamento do inibidor de iINOS 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 0s
prostandides tém papel importante na progressdo da periodontite. Os efeitos
inflamatérios na DP, tais como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade capilar,
edema, degradacdo de colageno e perda Ossea alveolar esta diretamente
relacionada com a presenca dos produtos da ciclooxigenase (COX), especialmente
PGE2. Na reabsorcdo 6ssea alveolar, a PGE2 estimula osteoclastos, mecanismo
relacionado com o aumento do nivel 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
guando tratados com inibidores néo seletivo da COX (Indometacina) e seletivo da
COX-2 (Meloxicam) observaram diminuicdo da inflamac¢do local, reducdo de
neutroéfilos, diminuicdo da perda de peso e ainda diminuicdo da reabsorcdo 6ssea
alveolar, quando comparados ao grupo que nao recebeu o tratamento. Como
consequéncia da inibicdo dos prostanoides e de sua ativacao celular especifica de
osteoclastos (Bezerra et al., 2000).
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1.4 Infeccéo focal e alteragdes sistémicas.

Em 1900, o médico britanico William Hunter divulgou a ideia sobre
septicemia bucal, investigando a importancia de doencas bucais como causa de
doencas em sistemas de outros érgaos. Por muitos anos, estudou sobre sepse oral
e observou que mesmo em condi¢des de diferentes septicemias, com caracteristicas
particularmente virulentas, havia também um elemento importante, a resisténcia do
individuo. Diversos distarbios, como por exemplo, gastricos, meningites,
endocardites ulcerativas, nefrites, osteomielite foram relacionados com a septicemia
bucal. Sabendo que era inevitavel a infestacdo destes microrganismos na cavidade
oral, pois era um perfeito ambiente de desenvolvimento e propagacao, foi
especulado a possibilidade de evitar a sua aderéncia no dente, propondo assim,
medidas de prevencao e tratamento com o uso de antissépticos orais, mas ndo com
adstringentes ou antissépticos leves e sim, aplicacdo direta de acido carbdlico no
dente doente ou na gengiva inflamada, diariamente, caso a infec¢do local néo
melhorasse, o procedimento ideal seria a extra¢do dos dentes (Hunter, 1900).

Muitos estudos demonstram a importancia das infeccbes na DP como
mecanismos de disseminacdo, das mais diversas bactérias, para corrente
sanguinea, como € o caso P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T. denticola.
Estas bacteremias sdo responsaveis por muitas infecces a distancia ocorrendo
adoecimento de orgaos 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 doenca
arterial coronariana ha presenca elevada de bactérias periodontopatogénicas, tais
como A. actinomycetemcomitans, C. pneumoniae, P. intermedia, P. gingivalis, T.
forsythia e Citomegalovirus. Ja em amostras de artérias mamarias, nos mesmos
pacientes, ndo foram observadas tais bactérias, sugerindo que estas podem estar
associadas ao desenvolvimento e progressdo de aterosclerose, devido a alta
porcentagem desta doenca em artérias coronarianas ndo evidenciada em artérias
mamarias internas (Pucar et al., 2007).

Ha também a disseminacdo dos produtos bacterianos (endotoxinas), por
exemplo, LPS, provenientes da doenca periodontal, além da liberacdo de
mediadores inflamatoérios, como: IL-1B3, IL-6, TNF-a e PGE2, fazendo com que o

organismo encare tal condicdo como sendo uma forma de agresséo levando a um
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processo cronico e sistémico. Consequentemente, estas alteracdes poderiam levar a
doencas sistémicas, como aterosclerose, eventos tromboembdlicos, entre outros
(Beck et al., 1996; Loos, 2005).

Mesmo em sitios distantes, observou-se um aumento de componentes proé-
oxidativos, revelando que a periodontite aumentaria metabdlitos reativos do oxigénio
(ROS) e da mesma forma diminuiria o potencial antioxidante biolégico do plasma
(D’Aiuto et al., 2010). Dados de nosso laboratério (Herrera et al., 2011) evidenciam
qgque em Orgaos periféricos, como o0 coracdo, a periodontite induz alteracées no
conteuldo de residuos protéicos de 3-nitrotirosina, um marcador indireto da producao
de NO, formado pela reacdo entre o NO e outro radical livre derivado do oxigénio, o
anion superoéxido, gerando peroxinitrito, o qual pode reagir com residuos aromaticos
de aminoacidos dando origem a sua nitracao (Herrera et al., 2011; Kaur, Halliwell,
1994). Assim, pode-se sugerir importante papel para o NO, mediando os efeitos

sistémicos da periodontite.

1.5 Periodontite e arelagcdo com o sistema cardiovascular.

Nas ultimas duas décadas foram realizados diversos estudos analisando a
associacado entre periodontite e sistema cardiovascular, os estudos sugerem uma
possivel relacdo entre a periodontite o desenvolvimento de doencas, tais como
infarto agudo do miocardio, isquemia, doenca vascular periférica, endocardite,
doenca 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 formacdo de placas de ateroma na
parede dos vasos sanguineos, seria resultado de um processo cronico, progressivo
e inflamatorio (com infiltrados de mondcitos/macréfagos, células T, neutrofilos, entre
outros) (Falk et al., 1995). Como o sulco gengival pode funcionar como porta de
entrada de microrganismos periodontais que se disseminariam pela corrente
sanguinea, essas bactérias poderiam se depositar nas placas de ateroma. No
estudo Haraszthy et al. (2000) foram selecionados 50 pacientes com estenose na
cardtida e com necessidade de endarterectomia, ap0s remocdo de placas de
aterosclerose das artérias carétidas destes individuos, a microbiota foi analisada e

também a expressdo génica bacteriana para a identificacdo das espécies. Os
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resultados evidenciaram a presenca de uma ou mais bactérias
periodontopatogénicas (A. actinomycetemcomitans, P gingivalis, P. intermédia, B.
forsythus) nas amostras, evidenciando a participacdo destas bactérias no
desenvolvimento e na progressao da aterosclerose. (Haraszthy, et al., 2000).

O estado de inflamacao periodontal crénico de um individuo, envolvendo
bactérias gram negativo, ja seria suficiente para provocar resposta inflamatoria
sistémica com risco de alteracdes cardiacas. Alguns estudos correlacionam que o
aumento dos niveis dos marcadores inflamatérios, tais como Proteina C-reativa
(CRP), fibrinogénio e citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a), sdo de especial interesse no
estudo da inflamacao (Becker et al., 1996). Alguns trabalhos demonstraram que
pacientes com periodontite, exibiram aumento nos niveis séricos de CRP e com o
tratamento periodontal houve diminuicdo deste marcador inflamatorio, evidenciando
uma associagdo entre periodontite e sistema cardiovascular (Kanaparthy et al.,
2012; Paraskevas et al., 2008). A CRP esta relacionada com a resposta de fase
aguda da inflamacao sistémica, considerada como 6tima ferramenta de avaliacédo
para futuras disfuncbes vasculares (Emerging Risk Factors Collaboration et al.,
2010).

Estudo realizado por Loss e colaboradores (2000) em pacientes com
periodontite crénica, mostrou aumento, com diferencas significativas, nos niveis
sistémicos de marcadores inflamatérios importantes para doencas cardiovasculares,
tais como CRP, IL-6 e contagem de leucdcitos (neutréfilos), quando comparados
com individuos sem periodontite. Conclui-se que estas elevacdes poderiam
aumentar a atividade da doenca aterosclerética aumentando o risco de eventos

cardiacos (Loss et al., 2000).

1.6 Fatores de contracao e relaxamento dependente do endotélio.

Nos vasos sanguineos (artérias, veias e capilares) e linfaticos ha em sua
camada mais interna, uma membrana epitelial chamada endotélio. Do ponto de vista
fisiologico, o endotélio que reveste as artérias desempenha uma importante fungéo
na resisténcia vascular (Triggle et al., 2012). Muitos estudos evidenciam a
importancia da conservacédo da funcéo e integridade do endotélio para uma tenséo
arterial normal. O endotélio libera moléculas vasoativas que irdo atuar na

musculatura lisa vascular modulando as respostas vasocontrateis ou
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vasorelaxantes, um quadro de desbalanco destas substéncias leva a disfungéo
endotelial, podendo resultar em alteragdes na pressao arterial (Grundy, 2003; Triggle
et al., 2012).

A participacdo do endotélio no controle de fluxo sanguineo esta vinculada a
substancias ativas na regulacdo da homeostase vascular através de trés fatores:
fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF), fatores de contracdo 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 inicio com Robert Furchgott e John Zawadzki, em 1980 os
pesquisadores observaram, em um experimento classico, que a aorta de coelho
tinha o vasorelaxamento dependente do endotélio devido aos testes com acetilcolina
(ACh) (Furchgott, Zawadzki, 1980).

Na literatura esta bem estabelecido que a inflamacéo cronica pode causar
uma disfuncdo endotelial através da reducdo da biodisponibilidade do NO ou de
seus efeitos celulares em pacientes com periodontite. O tratamento periodontal
restabeleceria a funcdo vasomotora (Higashi et al.,, 2009). Em pacientes com
periodontite avancada foi observado aumento do marcador inflamatério CRP e
diminuicdo da dilatagéo da artéria braquial, avaliado com ultrassom vascular, quando
comparados a individuos controle. Este estudo demonstra uma possivel associacdo
da DP com a disfuncéo endotelial e com a inflamacao sistémica, (Amar et al., 2003).

Ha evidéncias de que as bactérias periodontopatogénicas, principalmente a
P.gingivalis, contribui para a instalacdo e para o desenvolvimento de aterosclerose
(Fiehn et al., 2005; Haraszthy et al., 2000; Pucar et al, 2007). A constante liberacao
de citocinas proé-inflamatérias do hospedeiro contra estes microrganismos, tais como:
TNF-a, IL-1, IL-6, diminuiria a expressdo de 6xido nitrico 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 liberacao
continua deste prostandide € importante na manutencdo do fluxo sanguineo, por
atuar como inibidor de agregacdo plaquetaria 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 expressdo de COX-2 em andlise imunohistoquimica e
aumento da capacidade de dilatacdo das arteriolas coronariana, quando
comparados aos pacientes controles. Tais resultados sugerem que pacientes com
diabetes mellitus, possuem um estado de funcdo endotelial alterada, necessitando
uma maior expressado de COX-2 para a manutencéo da perfusao adequada de fluxo
sanguineo nos tecidos cardiacos (Szerafin et al., 2006).

Mendes e colaboradores (2013) mostraram que ratos com 21 dias de
ligadura tiveram aumento da expressdo de COX-2 em artérias mesentéricas na
andlise imunohistoquimica e diminuicdo no conteuddo de NO em amostras de
sangue, quando comparados com ratos controle. O tratamento com etoricoxib
prejudicou os ratos com relacdo a pressado arterial. Sugerindo que mecanismos
compensatorios estdo ativos com o objetivo de manter a homeostase neste modelo
de DP inflamatério (Mendes et al., 2013).

Células endoteliais podem liberar prostanéides vasoconstritores, conhecidos
por atuarem como EDCF. A isoenzima COX-1 € importante para funcdes de
manutencdo do organismo sendo expressa nha maioria das células, como por
exemplo, no epitélio gastrico com a funcdo de citoprotecdo. (Ricciotti, FitzGerald,
2011). Foi observado, em curvas de concentracdo-resposta a ACh, que artérias
hepaticas de ratos com cirrose possuem disfuncdo endotelial. Quando os vasos
desses animais foram submetidos a inibicdo utilizando indometacina (inibidor ndo
seletivo de COX) e SC560 (inibidor de COX-1) sua disfuncdo anteriormente
observada foi reparada quando comparados a animais controle. Nestes animais
houve também aumento significativo na producédo de tromboxano (TXA) no figado.
Sugerindo que a disfuncao endotelial que ocorre no figado cirrético contribui para o
aumento de resisténcia vascular hepatica mediada pela COX-1, mostrando que este
prostandides tem papel importante na fun¢éo dos vasos (Graupera et al., 2003).

Entre os EDCF ja caracterizados, destaca-se o peptideo endotelina (ET-1).
Em pacientes com periodontite crénica observou-se aumento da expressao de ET-1
nas células epiteliais gengivais (Yamamoto et al., 2003). Sugere-se que a presenca
sistémica da bactéria P. gingivalis pode causar aumento das concentracdes de ET-1,
com consequente acdo vasoconstritora sobre o endotélio vascular, além disso, foi
observado em cultura de células, que as células endoteliais na presenca deste

patogeno, produzem niveis 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 ndo é bem conhecida, porém
esta listada como um possivel mediador. Sabe que ndo se trata nem de NO muito
menos de PGI2, apesar de que eles também possam hiperpolarizar a musculatura
lisa vascular. O seu mecanismo esta ligado a ativagdo de canais de potassio e assim
ocorrendo um relaxamento da musculatura lisa vascular dependente do endotélio
(Chen et al., 1988; Félétou 20112 e 2011b; Huang et al., 1988).

E interessante notar que alguns estudos evidenciam que animais com
ligadura desenvolve disfungéo vascular em artérias mesentérica e aorta. Resultados
obtidos por Pereira et al. (2011) demonstraram que a resposta contratil a fenilefrina
(Phe, agonista alfa-adrenérgico) de preparacdes de leito arteriolar mesentérico de
camundongos deficientes em apolipoproteina E (ApoE hipercolesterolémicos) ou de
animais normocolesterolémicos (controle) era potencializada pela inoculacdo oral
dos animais com Porphyromonas gingivalis, durante trés meses, sem que tenham
sido observadas alteracGes vasculares significativas na resposta vasodilatadora a
acetilcolina (dependente de endotélio) ou ao nitroprussiato de sodio (independente
de endotélio) (Pereira et al., 2011).

Estudo realizado por Brito e colaboradores (2012) utilizando ratos com 14
dias de ligadura mostrou diminuicdo no relaxamento vascular dependente do
endotélio, em artérias de mesentérica e aorta, quando comparados ao grupo
controle. Esta reatividade vascular alterada foi associada com inflamacao sistémica,
devido ao aumento de LDL-colesterol, IL-6 e CRP. Em ratos com 28 dias de ligadura
foi observado aumento de espécies reativas do oxigénio (anion superoxido). Estes
resultados apontam para a ocorréncia da disfuncéo endotelial em ratos com 14 dias
de ligadura, sugerindo uma possivel correlacdo entre a presenca da doenca
periodontal e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Brito et al., 2012).

Resultados obtidos no nosso laboratério evidenciam que a presenca de
periodontite em ratos com ligadura, durante sete dias, gera aumento significativo da
resposta contratil de anéis de aorta a norepinefrina in vitro em comparacdo a
resposta dos vasos provenientes dos animais controle (Sham). Assim, considerando
a importancia dos efeitos da doenca periodontal em érgéo a distancia, em particular
os cardiovasculares, ndo ha na literatura estudos que correlacionem a presenca de

periodontite com alterages vasculares empregando modelos de animais da doenca,
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0 que permitiria estudar em profundidade os mecanismos e 0s mediadores

farmacolégicos envolvidos.
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2 OBJETIVO

Avaliar a influéncia 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 énfase (mas
ndao de forma exclusiva) nos produtos derivados das diversas enzimas

ciclooxigenase (COX) e 6xido nitrico sintase (NOS).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Ratos Wistar machos (250-300g, n= aproximadamente 200) foram divididos
em grupos de cinco animais por gaiola. Eles receberam agua e ragéo 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 Comité de
Etica no uso de animais do ICB/USP (protocolo 170, fls. 113, livro 2/2011).

Todos os experimentos foram realizados ap0s anestesia dos animais pela
administracdo intraperitoneal (i.p.) de uma mistura de quetamina (80 mg/ kg™') e

xilazina (20 mg/ kg™).

3.2 Inducéo de periodontite.

Apos anestesia, fio de sutura de algodédo foi passado ao redor da area
cervical do dente dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo dos animais,
com ajuda de uma espatula, deixando o fio de ligadura de forma subgengival. No
grupo de animais controle (Sham), o fio de sutura foi retirado imediatamente apos o
procedimento e o outro grupo de animais (Ligadura) permaneceu com o fio ao redor

dos dentes durante sete dias.

3.3 Avaliacao do peso corporal.

Antes da inducdo 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 subtraido com relacdo ao valor

inicial e os resultados foram expressos em gramas (g).
3.4 Meétodo macroscopico — Analise de perda 0ssea alveolar.
No sétimo dia, as mandibulas foram retiradas dos ratos e com ajuda de uma

espatula, o tecido gengival foi parcialmente removido da mandibula e em seguida,

foi separada em hemi-mandibulas (lado direito e esquerdo).
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As amostras foram imersas durante sete horas em peroxido de hidrogénio
30%, para que os tecidos moles restantes fossem removidos completamente. Com o
propésito de distinguir o osso dos dentes, foram coloridas as hemi-mandibulas,
durante 25 minutos, com azul de metileno 1%.
As hemi-mandibulas foram escaneadas (HP Scanjet 3670) com resolucéo de
1200 dpi e as medicoes foram realizadas através de um software de processamento
de imagem, Image J 1.47, com um examinador que ndo estava ciente sobre a
origem das amostras. A perda Ossea alveolar foi obtida pelo somatério, em
milimetros (mm), das distancias entre a crista do osso alveolar (COA) e a jungdo
cemento-esmalte (JCE) de todas as raizes dos trés molares (face lingual), sendo
gue as medicdes foram marcadas das trés raizes do primeiro molar e duas raizes do

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

3.5 Estudo da Reatividade Vascular do leito mesentérico em artérias de

resisténcia.

3.5.1 Preparacédo de anéis de artérias mesentéricas.

Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resisténcia,
os animais foram mortos no sétimo dia, o leito mesentérico foi removido e mantidos
em uma placa de petri com solucdo de Krebs-Henseleit a 4 °C, contendo (em mM):
NaCl, 115; NaHCOs3, 25; KCI, 4.7; KH,POy4, 1,2; MgS0O4-7H,0 1,2; CaCl,-2H,0, 2,5;
EDTA, 0,01; glicose 11,1.

O tecido gorduroso foi retirado, com o auxilio de um microscépio de
disseccédo (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 tungsténio (40 um de didmetro) no lumen das
artérias e montados em miografo para vasos de resisténcia (Danish Myo Technology,
modelo 620M, Dinamarca) para registro de tenséo isométrica.

O miografo estava conectado a um sistema para aquisicdo de dados
(PowerLab/ ADinstruments, Australia) e este a um computador (Intel®Pentium®
E5800).
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3.5.2 Normalizacdo das condicBes miograficas para segmentos de artérias de

mesentérica.

Os tecidos foram mantidos na solucdo de Krebs-Henseleit, continuamente
borbulhados com 95% de O, e 5% de CO,, pH 7,4 e mantidos a 37 °C. Apés periodo
de estabilizacdo de quinze minutos, a artéria foi estirada a uma tensao de repouso
considerada oOtima em relacdo ao seu didametro interno. Para isso, em cada
segmento arterial, a relacdo tenséo/diametro foi calculada a uma circunferéncia
interna que corresponde a uma pressao transmural de 100 mmHg para um vaso
relaxado in situ (L100). Para a realizagdo dos experimentos, as artérias foram
mantidas com circunferéncia interna L1, calculada por meio da férmula
L1=0,90xL100, na qual o desenvolvimento de forca é maximo (Mulvany, Halpern,
1977). O diametro luminal efetivo foi determinado de acordo com a equacéo 11 =
L1/1T, utilizando o software especifico para normalizagdo de artérias de resisténcia
(DMT Normalization Module, Adinstruments, Australia). Ap6s quinze minutos do
processo de normalizacdo, a integridade funcional das artérias foi verificada pela
adicdo de cloreto de potassio (KCl 120 mM). E este procedimento com KCI repetiu-
se por mais duas vezes com intervalo de quinze minutos entre cada administracao,
até alcancar uma estabilidade na resposta de despolarizacdo do musculo liso ao
KCI.

Os segmentos arteriais que responderam a contracdo ao KCl com tenséo
vascular ativa (aumento da forga a partir da tenséo basal dividida por duas vezes o
comprimento de cada segmento arterial, MmN/ mm) abaixo de 1,5 mN/ mm foram

excluidos.

3.5.3 Protocolos experimentais.

3.5.3.1 Avaliagéo da resposta do diametro interno e tensao ativa.

Para avaliar o diametro interno dos anéis, utilizados posteriormente para a
realizacdo das curvas, foi medida a circunferéncia interna através software
especifico para normalizacdo de artérias de resisténcia.

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

administragao KCl (120 mM) e subtraida pela média dos seus basais.
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3.5.3.2 Avaliacao da resposta a agonistas contrateis.

Para avaliar a contracdo vascular, alguns anéis foram pré-contraidos com
U46619 (10 uM) e outros com Phe (10 uM) até alcancar um platd da resposta
contratii e em seguida foi administrado ACh (10 pM), como um teste para
confirmacéo da integridade funcional do endotélio. Os anéis que relaxaram acima de
80%, foram utilizados para a avaliacdo das curvas concentracdo-resposta a Phe.
(concentragdes crescentes de Phe compreendidas entre 10 nM e 100 uM, de forma

cumulativa).

3.5.3.3 Avaliacao da resposta a agonistas vasorelaxantes.

Ap6és trinta minutos da contracdo induzida pela terceira administracdo de KCI
(120 mM), foi analisado o relaxamento induzido pela adicdo de concentragbes
cumulativas de ACh (100 pM até 300 uM), SNP (100 pM até 300 uM), sildenafil (0,1
pM até 1 uM) e sulfeto de sddio (Na,S, 100 nM até 3 mM), os anéis de artérias
mesentéricas foram pré-contraidas com 10 uM de Phe, em uma concentracdo capaz
de induzir ~100% da resposta contratil maxima induzida pelo KCI (120 mM).

3.5.3.4 Avaliagdo das vias envolvidas na resposta vasorelaxante a ACh.

Quinze minutos antes do inicio das curvas de dose-resposta a ACh em
experimentos de reatividade vascular as seguintes drogas, separadamente, foram
aplicadas diretamente na camara de reatividade vascular, para avaliacdo das vias
envolvidas na resposta vasorelaxante dependente do endotélio. O inibidor
inespecifico de NOS, L-NAME (concentracao final de 100 uM), o inibidor de COX-1 e
COX-2, indometacina (concentracao final de 10 uM), o inibidor de COX-1, SC560
(concentracao final de 1 uM), o inibidor de COX-2, NS398 (concentracao final de 10
KUM), o inibidor especifico da INOS, 1400W (concentracéo final de 10 uM), o inibidor
da enzima guanilato ciclase soluvel, ODQ (concentracao final de 10 uM). Todas as
artérias de resisténcia foram pré-contraidas com Phe em uma concentracdo capaz

de induzir ~ 100% da resposta contratil maxima induzida pelo KCI (120 mM).
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3.5.3.5 Avaliacao 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
camara de reatividade vascular quinze minutos antes da curva, para avaliagdo das
vias envolvidas na resposta vasorelaxante independente do endotélio. O inibidor
especifico da iINOS, 1400W (concentracao final de 10 uM), o inibidor da enzima
guanilato ciclase soluvel, ODQ (concentracao final de 10 uM). Todas as artérias de
resisténcia foram pré-contraidas com Phe em uma concentragdo capaz de induzir

~100% da resposta contratil maxima induzida pelo KCI (120 mM).

3.5.3.6 Avaliagéo das vias envolvidas na resposta vasorelaxante ao Na,S.

Quinze minutos antes do inicio das curvas de dose-resposta a Na,S em
experimentos de reatividade vascular as seguintes drogas, separadamente, foram
aplicadas diretamente na camara de reatividade vascular, para avaliacdo das vias
envolvidas na resposta vasorelaxante. O inibidor inespecifico de NOS, L-NAME
(concentracgao final de 100 uM) o inibidor de COX-1, SC560 (concentracgao final de 1
HUM), o inibidor da enzima guanilato ciclase soltuvel, ODQ (concentracao final de 10
uM). Todas as artérias de resisténcia foram pré-contraidas com Phe em uma
concentracdo capaz de induzir ~ 100% da resposta contratil maxima induzida pelo
KCI (120 mM).

3.5.3.7 Avaliacdo das vias envolvidas na resposta vasorelaxante ao hidrossulfeto de
sodio.

Para as curvas de dose-resposta ao hidrossulfeto de sodio (NaHS, 10 nM
até 300 puM) em experimentos de reatividade vascular as seguintes drogas,
separadamente, foram aplicadas diretamente na camara de reatividade vascular
quinze minutos antes da curva, para avaliacdo das vias envolvidas na resposta
vasorelaxante. O inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel, ODQ (concentragéo
final de 10 uM). Todas as artérias de resisténcia foram pré-contraidas com Phe em
uma concentragdo capaz de induzir ~100% da resposta contratil maxima induzida
pelo KCI (120 mM).
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3.6 Estudo da perda de H,S no miégrafo pela medi¢cdo do pH

3.6.1 Preparacao da camara do miografo.

Para estudar a perda de H,S na camara do midgrafo é necesséario manter as
mesmas condi¢cdes do experimento realizado na reatividade vascular, com solugéao
de Krebs-Henseleit, continuamente borbulhados com 95% de O, e 5% de CO,, pH

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

3.6.2 Protocolos experimentais.

3.6.2.1 Estudo da cinética dos doadores de H,S.

ApGs calibrar o pH-metro usando solu¢bes tampéo, deixar o eletrodo de vidro
sensivel a H* estabilizar na camara, registrando pH entre 7,2 a 7,4. Apés trinta
minutos de estabilizacdo foi colocada uma concentracdo de 30 puM de cada
composto, separadamente nas camaras, Na2S, NaHS e GYY 4137, e houve a
medicdo 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 concentracao de 300 uM.

3.6.2.2 Construcdo das curvas de concentracdo pH para os diversos doadores de
H,S.

Ap0s trinta minutos de o eletrodo de vidro sensivel a H'estabilizar na camara,
registrando pH entre 7,2 a 7,4, foi analisado a curva de concentracao pela adicéo de
concentragbes cumulativas de Na,S, NaHS e GYY 4137 (3 nM até 3 mM), em
camaras separadas, e foi medido o pH a cada dois minuto durante vinte quatro

minutos.
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3.7 Anélise de expresséo génica de COX-1, COX-2, nNOS, eNOS e iNOS na
artéria mesentérica pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR).

3.7.1 Obtencéo das amostras.

As amostras de artéria mesentérica foram removidas, congeladas
imediatamente em gelo seco e armazenadas em tubos contendo 1 mL de reagente
para extracdo de RNA (TRIZOL™ Invitrogen, Carslbad, CA, EUA) em freezer a -80
°C.

3.7.2 Extracdo do RNA e preparacao do cDNA (transcricao reversa).

O RNA total das artérias mesentéricas foi extraido com TRIZOL™
(Invitrogen, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. De forma sucinta, as
amostras foram homogeneizadas em Trizol (1 mL/ 100 mg de tecido) em
Homogeneizador tipo TURRAX (Marconi — MA102/ MINI). Apés 5 minutos em
temperatura ambiente, adicionou-se 200 pl de uma solugédo de cloroférmio/alcool
isoamilico (24/ 1 v/ v). Apés agitacao vigorosa para a extragdo dos lipidios, 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 trés fases: a fase aquosa
que contém o RNA (superior), uma fase turva que contém o DNA (intermediaria) e
uma fase sdlida inferior (precipitado) que contém proteinas e lipidios. A fase aquosa
sobrenadante (~500 ul) foi separada e o RNA precipitado pela adigdo de 500 ul de
isopropanol. Apés 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 pl de etanol 95%. Apds centrifugacéo (7.000
g, durante 5 minutos a 4 °C), os sobrenadantes foram desprezados, e 0s
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 ul de
agua tratada com DEPC.

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

Scientific). As concentragdes de RNA total foram calculadas em ng/pl.
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Dez microlitros das amostras foram submetidas a eletroforese (voltagem
fixada em 70 V) em gel de agarose a 1% para verificagdo da integridade do RNA
extraido, o qual foi relacionado a qualidade das bandas de RNA correspondentes as

subunidades ribossomais 18S e 28S.
3.7.3 Purificagao e transcricéo reversa (RT) do RNA total.

Primeiramente, 85 ng de RNA total das amostras (diluidas com agua tratada
com DEPC, q.s.p. 10 yL), foram tratadas com 1 yL de DNase (DNase |, Fermentas
Life Science) e 1 pyL de tampao 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 transcricdo reversa foi realizada incubando-se o RNA tratado com DNAse
com uma mistura contendo 0,5 pL de inibidor de RNAses (RiboLock™ Ribonuclease
Inhibitor, Fermentas Life Science), 4 yL de 5X First-Strand Buffer, 1 puL de oligo dT
(100 uM, Fermentas Life Science), 2 yL de dNTPs (10 mM, Fermentas Life Science)
e 1 L da enzima transcriptase reversa (RevertAid™ 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 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR).

Os primers para COX-1, COX-2, nNOS, eNOS, iINOS 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 disponivel online em http://frodo.wi.mit.edu. Os primers foram
selecionados de acordo com as seguintes caracteristicas: composicéo entre 18 e 24
bases (6timo entre 20-22), temperatura de fusdo (melting; -Tn,) entre 59,5 e 60,5 °C
(6tima T, 60 °C), conteudo de G+C entre 40 e 60% (6timo 50%) e produtos de
amplificacdo entre 80-200 pares de bases (pb). As sequéncias selecionadas foram
analisadas com relacdo a especificidade do gene utilizando o programa BLAT
(http://genome.ucsc.edu).

As sequéncias dos primers utilizados sdo mostradas no quadro abaixo:


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

Gene Sequéncias Tamanho do Produto (pb)
5: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA

HPRT 129
3": TGATTCAAATCCCTGAAGTGC
5: CGTGTGTGTGACTTGCTGAA

COX-1 196
3": GGTTGCGATACTGGAACTGG
5: ACATTCCCTTCCTTCGGAAT

COX-2 146
3: AAGGGCCCTGGTGTAGTAGG
5: CACCTGAAGAGCACACTGGA

nNOS 126
3": GGCTAGAGGGAAGAGCTGGT
5: AGCATGAGGCCTTGGTATTG

eNOS 100
3": CCCGACATTTCCATCAGC

_ 5 :AAAATGGTTTCCCCCAGTTC

iNOS 82
3": GTCGATGGAGTCACATGCAG

Fonte: Muscara, 2011.

Como controle negativo, reacdes foram realizadas na auséncia de cDNA. Cada
reacao foi realizada em duplicata e continha 3 pL de cDNA diluido 3 vezes, 6 uL de
SyBr Green (KAPA SYBR Fast qPCR Master mix, Kapa Biosystems, Boston,
Massachusetts, EUA) e 3 pL de primers (concentracéo final de 300 nM). O protocolo
consistiu de uma etapa de 3 minutos de desnaturacdo a 95 °C e 40 ciclos de
amplificacdo a 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 20 segundos. Todos 0s ensaios
foram realizados no Mx3005P® gqPCR System (Stratagene) e a anélise quantitativa
foi realizada com a versédo 4.1 do software MxPro (Stratagene), que estimou 0s
valores de “threshold cycle” (Ct; ciclo onde a reagao cruza o limiar de deteccdo) para
cada amostra. A expressao génica relativa do gene de interesse foi normalizada em

9-AACt [ACt (teste) - ACt (HPRT)]

relacdo ao HPRT, utilizando o método através da equacao 2

de acordo com Livak e Schmittgen (2001).

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

como a média + E.P.M.
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3.8 Reagentes e dilui¢gbes

Todos os componentes da solugdo de Krebs-Henseleit foram adquiridos da
Synth (Brasil). Com relacdo aos agentes utilizados no estudo: cloridrato de
acetilcolina (ACh) (cod. A-6625), nitroprussiato de sédio (SNP) (cod. 71778),
fenilefrina (Phe) (co6d.P-6126), SC560 (cod. S-2064), U-46619 (c6d.D-8174),
indometacina (c6d.17278), L -NAME (cod. A5131), 1400W (céd. W4262), ODQ (cod.
03636), Sildenafil (céd. PZ0003), NaHS (cod. 161527), foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (EUA), Na2S foi adquirida da Dinamica. E o NS398 e Gyy 4137 foram
doados. Todas as drogas foram diluidas em agua destilada, exceto para SC560, U-
46619, NS398 e Sildenafil que foram diluidas em DMSO (1mg/ mL).

Peréxido de hidrogénio e azul de metileno utilizados na andlise da perda
Ossea foram adquiridos pela Synth.

Todas as solucdes-estoque foram mantidas a -20 °C e as diluigdes utilizadas

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

3.9 Apresentacao dos resultados e analise estatistica

Na avaliacdo do peso corporal foi calculado o delta das médias dos pesos
iniciais e finais.

Analise macroscopica da perda 0ssea alveolar foi calculada em milimetros o
somatorio entre o JCE e COA.

Para a reatividade vascular, os anéis de artéria mesentérica, dos grupos
Ligadura e Sham, a resposta de contracdo das curvas de concentracdo-resposta da
Phe foi calculada como tenséo vascular ativa (aumento da forca a partir da tensdo
basal dividida por duas vezes o comprimento de cada anel arterial, mN/mm)
(Mulvany, Halpern, 1977). A resposta de relaxamento das curvas de concentragao-
resposta dos agentes ACh, SNP, Sildenafil, Na,S e NaHS, foram concluidas como
porcentagem de relaxamento, a partir da pré-contracéo (relacionado com o basal). A
resposta maxima (Emax) e o -log do EC50 (pD2, concentracdo do farmaco
necessario para causar 50% da resposta) foram calculados a partir das curvas de
concentracdo-resposta, estes resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM).
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Os dados de RT-PCR, a expressédo génica foi normalizada em relacdo ao

[ACt (teste) - ACt (HPRT)]

HPRT, através da equacao 2~ . Considerando o valor do grupo

veiculo como 1, os dados foram expressos como a média =+ E.P.M.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o Student t- test,
dados nédo-pareados, quando apropriado (aplicado pelo GraphPad Prism Software,
EUA). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes com o nivel

minimo aceitavel para valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacdo 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, apds sete dias do
procedimento, o grupo de animais com Ligadura apresentaram diminuicdo 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 néo-
pareados.
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4.2  Andlise macroscopica da perda éssea alveolar.

Figura 3- Imagens representativas da medicdo da perda éssea alveolar das hemi-
mandibulas.
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CRISTA OSSEA ALVEOLAR

Andlise de perda 6ssea para hemi-mandibula do lado direto. Identificacdo dos
dentes molares e coloracdo com azul de metileno (A); Delimitacdo 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).



Figura 4- Imagens representativas da perda 6ssea alveolar das hemi-mandibulas.

Efeito da presenca de ligadura durante sete dias, hemi-mandibulas dos grupos de
animais Sham e Ligadura, face lingual — lado direito. (Sham: painel A e Ligadura: painel
B).
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4.2.3 Perda 6ssea alveolar das hemi-mandibulas do lado direito.

Como apresentado na Figura 5, grupo de ratos com sete dias de ligadura
com aumento significativo da distancia (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-mandibulas do

lado direito, quando comparados com grupo de animais Sham.

Figura 5- Efeito da presenca de ligadura durante sete dias sobre a perda 0ssea

alveolar dos molares, hemi-mandibulas do lado direito, dos grupos Sham e Ligadura.
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Efeito da ligadura em ratos na perda 6ssea alveolar dos molares, primeiro molar (painel A),
segundo molar (painel B), terceiro molar (painel C), das hemi-mandibulas 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 ndo-pareados.
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4.2.4 Perda éssea alveolar das hemi-mandibulas do lado esquerdo.

Como observado na Figura 6, animais com ligadura apresentam aumento
estatisticamente significativo da distancia (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-mandibulas do

lado esquerdo, quando comparados com grupo de animais Sham.

Figura 6- Efeito da inducao de periodontite, avaliado no sétimo dia apos a colocagéo

da ligadura, sobre a perda 6ssea alveolar dos molares, hemi-mandibulas do lado

esquerdo, dos grupos Sham e Ligadura.
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Efeito da ligadura em ratos na perda 6ssea alveolar dos molares, primeiro molar (painel A),
segundo molar (painel B), terceiro molar (painel C), das hemi-mandibulas 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 ndo-pareados.
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4.3 Reatividade vascular em artéria mesentérica de resisténcia.

4.3.1 Diametro luminar e tensao vascular ativa.

N&o foram observadas diferencas significativas no diametro interno (Sham:
219,7+£3,9 vs. Ligadura 217,3+3,6, Figura 7 A) e na tensao ativa (Sham: 2,0+0,1 vs.

Ligadura 2,0£0,1, Figura 7 B) das artérias mesentéricas de resisténcia entre 0s
grupos Sham e Ligadura.

Figura 7- Diametro interno e a tenséo ativa em segmentos de artérias mesentéricas
de grupos Sham e Ligadura.
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Tensdo ativa de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de ratos Sham e
Ligadura, Diametro (um, n= 81 e 77 ratos/ grupo, respectivamente, painel A) e
resposta contratil 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 néo-pareados.
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4.3.2 Resposta vasoconstritora a fenilefrina.

A fenilefrina promoveu contracdo dependente da concentracdo, em
segmentos de artérias mesentéricas dos grupos Sham e Ligadura (Figura 8). N&o
houve diferencas na resposta maxima (Emax: Sham 3,94£0,1 vs. Ligadura 3,6+0,2),
nem na sensibilidade (pD,: Sham 5,5+0,08 vs. Ligadura 5,7+0,06) a contracéo

induzida por este agonista entre os grupos avaliados.

Figura 8- Curva de contracdo em funcdo da concentracdo de fenilefrina em
segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura.
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Curva de contracdo in vitro de segmentos de artéria mesentérica isolada de
ratos Sham e Ligadura em resposta a concentracdo crescente a fenilefrina.
Valores expressos como média + E.PM. (n= 17 e 18 ratos/ grupo,
respectivamente), de acordo com o teste t de Student para dados néo-
pareados.
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4.3.3 Resposta vasorelaxante dependente do endotélio.

A acetilcolina (ACh) promoveu relaxamento dependente da concentracéo
nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraidas com fenilefrina (10
pMM), dos grupos estudados (Figura 9). Nao foi observada diferenca significativa na
curva de concentracao-resposta a ACh do grupo Sham em relagdo ao grupo
Ligadura (pD,: Sham 7,6£0,1 vs. Ligadura 7,5+0,1, Enqax Sham 98,0+0,7 vs.
Ligadura 97,0£1,1).

Figura 9- Curva de relaxamento em funcdo da concentracdo da acetilcolina em

segmentos de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura.

0_
O o SHAM
,O\A 20
X = ] m LIGATURE
— °
C &
o) ‘E 40
= 5
© g -60-
e
S &
O S -80-
Yy <
-100+

0 -9 -8 -7 6 5 -4

log [ACh] (M)

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

O nitroprussiato de sédio (SNP) em concentracdes crescentes promoveu 0
relaxamento das artérias mesentéricas de resisténcia de ambos 0s grupos,
previamente contraidas com fenilefrina (10 puM, Figura 10). Foram observadas
diferencas significativas na poténcia (pD,: 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. Nao houve diferenca na resposta maxima (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 funcdo da concentracdo 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 concentragfes crescentes
de nitroprussiato de sédio. 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 ndo-pareados.
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4.3.5 Efeito da inibi¢cdo da sintese de 6xido nitrico sobre a resposta vasorelaxante a

acetilcolina.

As artérias foram incubadas com L-NAME (inibidor ndo especifico das
isoformas da NOS, 100 uM, painel A) e 1400W (inibidor especifico da isoforma
INOS, 10 pM, painel B). A ACh promoveu o relaxamento dependente da
concentracdo nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraidas com
fenilefrina (10 puM) dos grupos Sham e Ligadura (Figura 11). Nao foi observadas
diferencas 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 Enax (LNAME: Sham 95,4120 vs. Ligadura 95,7+1,2
e 1400W: Sham 97,6+0,9 vs. Ligadura 98,3+0,4) nas curvas concentracao-resposta

a acetilcolina entre os grupos Sham e Ligadura.

Figura 11- Curva de relaxamento em funcdo da concentracdo 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 concentracdes crescentes a 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 néo-
pareados
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4.3.6 Efeito da inibicdo das isoformas de ciclooxigenases sobre a resposta
vasorelaxante a acetilcolina.

Para a inibicdo da enzima COX, as artérias foram incubadas com
Indometacina (inibidor n&o seletivo da COX, INDO, 10 uM), SC560 (inibidor seletivo
COX-1, 1 pM). NS398 (inibidor seletivo da COX-2, 10 pM). A ACh promoveu
relaxamento dependente da concentracdo utilizada nos segmentos de artérias
mesentéricas, contraidas com fenilefrina (10 uM) dos grupos Sham e Ligadura
(Figura 12). Nao houve diferencas significativas nas curvas de concentracao-
resposta a ACh com os inibidores INDO (pD,: 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 (pD,: Sham 7,8+0,2
vs. Ligadura 7,3+0,2 € Epnax: Sham 98,7+0,3 vs. Ligadura 92,1+4,2, painel B).
Entretanto, a incubacdo com SC560 deslocou a curva de relaxamento a ACh do
grupo Ligadura para a direita com relagdo ao grupo Sham. (pD,: 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 funcdo da concentracdo 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 concentracdo crescentes a 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 n&o-pareados.
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4.3.7 Efeito da inibicdo da enzima cicloxigenase e da sintese do 0xido nitrico sobre a
resposta vasorelaxante a acetilcolina.

As artérias mesentéricas de resisténcia de ambos os grupos foram
incubadas com Indometacina (10 uM) e L-NAME (100 uM), (inibidor inespecifico da
COX e da sintese do NO, respectivamente). Para induzir o relaxamento dependente
da concentracao foi utilizada acetilcolina em segmentos de artérias, contraidas com
fenilefrina (10 puM), dos grupos estudados (Figura 13). Nao foram observadas
diferengas significativas na curva de concentracio-resposta a acetilcolina entre os
grupos Sham e Ligadura (pD,: Sham 6,2+0,4 vs. Ligadura 6,3%£0,3 € Emnax: Sham
95,7+1,8 vs. Ligadura 81,1+11,5, Figura 11).

Figura 13- Curva de relaxamento em funcdo da concentragdo 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 concentragdes crescentes a
acetilcolina, com incubacédo 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 ndo-pareados.
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4.3.8 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclase soluvel sobre a resposta
vasorelaxante.

As artérias mesentéricas foram incubadas com ODQ (10 uM) para a inibicéo
da enzima da guanilato ciclase soluvel. A ACh (painel A) e SNP (painel B)
promoveram relaxamento dependente da concentracdo, pré-contraidas com
fenilefrina (10 uM), tanto em segmentos de artérias mesentéricas do grupo Sham
quanto do grupo Ligadura (Figura 14). Nao foram observadas diferencas nas curvas
a ACh (pD,: Sham 6,8+0,1 vs. Ligadura 6,4+0,1 e Enax, 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 Eqax: Sham 13,17+3,7

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

Figura 14- Curva de relaxamento em funcéo da concentragao da acetilcolina (painel
A) e ao nitroprussiato de sddio (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 concentragfes crescentes a acetilcolina (n= 7 e 6 ratos/ grupo,
respectivamente, painel A) e ao nitroprussiato de sédio (n= 9 e 7 ratos/ grupo, respectivamente,
painel B) com incubacdo de ODQ. Valores expressos como meédia + E.P.M., de acordo com o
teste t de Student para dados ndo-pareados.
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4.3.9 Efeito da inibicdo da sintese do 6xido nitrico, isoforma induzivel (INOS), sobre
a resposta vasorelaxante ao nitroprussiato de sodio.

As artérias mesentéricas de resisténcia de ambos o0s grupos foram
incubadas com 1400W (inibidor especifico da iINOS, 10 uM). Administracdo de SNP
promoveu relaxamento dependente da concentracdo nos segmentos de artérias
mesentéricas previamente contraidas com fenilefrina (10 uM) dos grupos estudados
(Figura 15). Foi observada diferenca significativa na curva de concentracdo-resposta
ao SNP, havendo uma menor sensibilidade ao grupo Ligadura quando comparado ao
grupo Sham (pD,: Sham 7,0+0,1 vs. Ligadura 6,4+0,2 e Enax: Sham 98,7+0,7 vs.
Ligadura 95,0+2,5, P<0,05;).

Figura 15- Curva de relaxamento em funcdo da concentragdo 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 concentracdes
crescentes a acetilcolina, com incubacdo 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 ndo-pareados.
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4.3.10 Efeito da inibicdo da fosfodiesterase V sobre a resposta vasorelaxante.

A administracdo de sildenafil (SIL) promoveu relaxamento dependente da
concentracdo nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraidas com
fenilefrina (10 uM), dos grupos estudados (Figura 16). Foram observadas diferencas
significativas na poténcia (pD,: 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. Nao houve diferenca na resposta maxima (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 fungéo da concentragao de SIL em segmentos
de artérias mesentéricas de grupos Sham e Ligadura.

O_
o SHAM SILDENAFIL
<~
SN = 207 ®m LIGATURE SILDENAFIL
~— O
S § 40-
= 5
© 3 -60-
e
3 &
D o\% -80-
D: <
-100- ***

—
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6

log [SIL] (M)

Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de
ratos Sham e com Ligadura em resposta a concentragbes 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 ndo-pareados.



58

4.3.11 Efeito do sulfeto de sddio sobre a resposta vasorelaxante.

O sulfeto de sodio (NaxS) promoveu relaxamento dependente da
concentracdo nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraidas com
fenilefrina (10 puM), dos grupos estudados (Figura 17). Nao foi observada diferenca
significativa na curva de concentracéo-resposta ao Na,S do grupo Sham em relacéo
ao grupo Ligadura (pD2: Sham 4,4+0,1 vs. Ligadura 4,2+0,4, Eqnax: Sham 97,3£1,9
vs. Ligadura 93,9£2,3).

Figura 17- Curva de relaxamento em funcéo da concentracdo de sulfeto de sodio

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
concentracdes crescentes ao sulfeto de sodio. Valores expressos
como média + E.P.M. (n= 7 e 9 ratos/ grupo, respectivamente), de
acordo com o teste t de Student para dados ndo-pareados.
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4.3.12 Efeito da inibi¢cdo da sintese de 6xido nitrico sobre a resposta vasodilatadora

ao sulfeto de saodio.

As artérias foram incubadas com L-NAME (inibidor ndo especifico das
isoformas da NOS, 100 pM). O NapS promoveu o relaxamento dependente da
concentracdo nos segmentos de artérias mesentéricas, previamente contraidas com
fenilefrina (10 uM) dos grupos Sham e Ligadura (Figura 18). Nao foram observadas
diferencas no pD2 (Sham 5,3+0,6 vs. Ligadura 5,0+1,0) e no Enax (Sham 96,9+1,1
vs. Ligadura 89,8+9,1) nas curvas concentracao-resposta ao Na,S entre 0s grupos
Sham e Ligadura.

Figura 18- Curva de relaxamento em fungcédo da concentracdo de sulfeto de sdodio
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 concentracdes
crescentes ao sulfeto de sodio, 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 n&o-
pareados



60

4.3.13 Efeito da inibicdo da cicloxigenase-1 e da sintese de Oxido nitrico sobre a

resposta vasodilatadora ao sulfeto de sodio.

Para a inibicdo da enzima COX, as artérias foram incubadas com SC560
(inibidor seletivo COX-1, 1 uM) e L-NAME (inibidor ndo especifico das isoformas da
NOS, 100 uM). O Nap,S promoveu relaxamento dependente da concentragao
utilizada nos segmentos de artérias mesentéricas, contraidas com fenilefrina (10 uM)
dos grupos Sham e Ligadura (Figura 19). Ndo houve diferencas significativas na
curva de concentragéo-resposta ao Na,S com o inibidor SC560 (pD,: Sham 5,1+0,1
vs. Ligadura 5,1+0,02 e Epax: Sham 96,6+0,6 vs. Ligadura 97,4+0,4, painel A).

Figura 19- Curva de relaxamento em fungcédo da concentracdo de sulfeto de sdodio
em segmentos de artérias mesentéricas de grupos de animais Sham e Ligadura,
previamente incubadas com SC560 (painel A), SC560 + Lhame (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 concentracdo crescentes ao sulfeto de sddio, 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 ndo-pareados.
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4.3.14 Efeito da inibicdo da enzima guanilato ciclase solivel e da sintese de 6xido
nitrico sobre a resposta vasorelaxante.

As artérias mesentéricas foram incubadas com ODQ (10 uM) para a inibicéo
da enzima da guanilato ciclase solavel e L-NAME (inibidor ndo especifico das
isoformas da NOS, 100 pM). O Na,S (painel A e B) e NaHS (painel C) promoveram
relaxamento dependente da concentracdo, pré-contraidas com fenilefrina (10 puM),
tanto em segmentos de artérias mesentéricas do grupo Sham quanto do grupo
Ligadura (Figura 20). Nao foram observadas diferencas nas curvas ao Na,S (pD.:
Sham 3,7+0,3 vs. Ligadura 4,3+0,4 e Enax, Sham 96,1+0,3 vs. Ligadura 95,5+1 4,
painel A) e NaHS (pD,: 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 funcéo da concentracdo de sulfeto de sodio
(painel A e B) e ao hidrossulfeto de sddio (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).
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Curva relaxamento in vitro de segmentos de artérias mesentéricas isoladas de ratos Sham e
Ligadura em resposta a concentracdes crescentes ao sulfeto de sédio (n= 2 e 3 ratos/ grupo,
respectivamente, painel A), sulfeto de sédio (n= 1 ratos/ grupo, painel B) e ao hidrossulfeto de
sodio (n= 5 ratos/ grupo, painel C) com incubacdo de ODQ e ODQ+Lname. Valores expressos
como média + E.P.M., de acordo com o teste t de Student para dados ndo-pareados.
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4.4  Estudo da perdade H,S no miégrafo pela medicéo do pH

4.4.1 Estudo da cinética dos doadores de H,S.

Com uma unica concentracdo de 300 puM (Figura 21, Painel A) e 30 uM
(Figura 21, Painel B) dos doadores de H,S. Foi observado diferencas a resposta ao
pH entre os doadores de H,S, a qual o doador GYY 4137 se manteve mais estavel
no decorrer do tempo, quando comparado aos outros doadores de H,S (NaS e
NaHS).

Figura 21- Medicdo do pH com unica concentracédo de doadores de sulfeto de sodio

na camara do miografo.
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Medic¢do do pH com Unica concentragdo (painel A: 300 uM e painel B: 30 uM), de doadores
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4.4.2 Efeito dos doadores de sulfeto de sddio sobre a medicéo do pH

Curva dependente da concentracdo com doadores de H,S (Figura 22). Foi
observado diferencas a resposta ao pH entre os doadores de H,S, a qual a
concentragdo cumulativa do doador GYY 4137 se manteve mais estavel com relacdo
ao pH, quando comparado aos outros doadores de H,S (NaxS e NaHS).

Figura 22- Curva de concentragcdo-resposta aos doadores de sulfeto de sédio na

camara do miografo.
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4.5 Expressdo génica de COX-1, COX-2, nNOS, eNOS e NOS em artéria
mesentérica de resisténcia pela reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR).

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

Como apresentado na Figura 23, a expressdo RNAmM 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 presenca de ligadura, durante sete dias, sobre a expressao de

RNAmM para COX-1 e COX-2 em artéria mesentérica dos grupos Sham e Ligadura.
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mesentéricas dos grupos Sham e Ligadura. Valores expressos como média + E.P.M, de
acordo com o teste t de Student para dados ndo-pareados.
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Como observado, animais induzidos com ligadura apresentam um aumento
da expressdo 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,

nao houve diferenga significativa nas expressdes 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 0 grupo

Sham comparado ao grupo Ligadura (Figura 24).

Figura 23- Efeito da inducdo de periodontite avaliada no sétimo dia, ap6s a

colocacao da ligadura, sobre a expressdo de RNAm para eNOS, iNOS e nNOS em

artéria mesentérica dos grupos Sham e Ligadura.
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Ligadura. Valores expressos como média + E.P.M. *P<0,001 vs. Sham, de acordo com o teste t
de Student para dados ndo-pareados.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo mostram-se evidéncias de que a inflamacéo periodontal
induzida por ligadura bilateral dos primeiros molares inferiores de ratos pode
contribuir para o desenvolvimento de alteragdes funcionais da vasomotricidade da
artéria mesentérica, assim sugerindo que ocorrem efeitos a distancia do processo
inflamatorio gerado localmente.

O modelo de inflamacao periodontal induzido por ligadura em roedores esta
bem estabelecido (Lohinai et al., 1998; Rovin et al., 1966) e baseia-se na facilitacao
da formacdao da placa bacteriana no local de colocacao da ligadura. Neste estudo foi
demonstrado que a presenca das ligaduras de algoddo, durante sete dias, dos
primeiros molares e em ambos os lados, direito e esquerdo, promoveram aumento
da perda Ossea alveolar (medida pela distancia entre a juncdo cemento-esmalte e
crista osso-alveolar) em todos os molares, o que nao foi observado no grupo Sham.
Estes dados estdo de acordo com estudos prévios realizados em nosso laboratoério
(Herrera et al., 201l1a e 2011b), fato que caracteriza a efetiva presenca de
periodontite.

No presente estudo foi observado diminuicdo 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 populacéo
homogénea de animais e confirmando que a diferenca de ganho ponderal entre os
grupos esta relacionada a presenca das ligaduras em torno dos primeiros molares
inferiores, provavelmente por dificultar a ingestao da racéo.

A dieta é um importante fator para o desenvolvimento de um modelo de
doenca 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
O0ssea do que aqueles que tiveram 30% de reducdo na ingestdo caldrica,
demonstrado pela diminuicdo significativa na profundidade da sondagem, no nivel
de insergdo clinica, no indice gengival modificado e no sangramento durante a
sondagem ou seja, diminuindo a resposta inflamatoria consequentemente a
destruicdo periodontal. (Branch-Mays et al., 2008). Apesar destas evidéncias o
nosso modelo animal, grupo Ligadura, mesmo com diminuicdo do peso,

desenvolveu periodontite de forma significativa quando comparado ao grupo Sham,
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demonstrando a eficacia da ligadura de algoddo no desenvolvimento da doenca
periodontal apesar da possivel diminui¢cdo da ingestao alimentar.

A periodontite € uma doenca multifatorial que tem como principal fator o
estimulo bacteriano. Em resposta a uma agressao externa ocorre 0 Processo
inflamatdrio, envolvendo aumento de neutrdfilos e linfocitos no local da lesdo. Em
consequéncia deste acumulo haveréa liberacdo de mediadores diversos, tais como
interleucina (IL)-1B, o fator de necrose tumoral (TNF)-a e prostaglandina E2, o que
também leva a destruicdo tecidual do hospedeiro (que no caso especifico deste
modelo experimental € o periodonto) (Roberts et al., 1997; Tatakis, Kumar, 2005).

A intensa participacdo das citocinas, principalmente IL-1, IL-6, IL-11, IL 17,
TNF- a e as prostaglandinas, na doenga periodontal, promovem a diferenciagcao de
osteoclastos precursores em osteoclastos ativos levando a reabsorcao 6ssea, 0 que,
a longo prazo resulta na perda de insercéo 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, ja foi demonstrado que em animais com ligadura tratados com
inibidores nao seletivos de NOS (L-NAME) ou seletivos de iINOS (aminoguanidina;
Herrera et al., 2011a e 2011b, respectivamente) ocorre diminuicdo da perda éssea
secundaria a periodontite induzida, mostrando que o 6xido nitrico (NO) proveniente
da iINOS contribui para o processo de reabsorcéo 6ssea.

Na decorréncia de infeccdes crbnicas pode ocorrer a disseminacdo de
bactérias ou de produtos bacterianos, tais como o LPS, para o sangue (isto é,
septicemia) (Hunter, 1900), como também a liberacdo excessiva de mediadores
inflamatorios devido a resposta imunoldgica do hospedeiro, o que pode resultar em
consequéncias sistémicas (Loeshe, 1997; Persson, Persson, 2008).

O endotélio vascular € uma monocamada de células que recobre
internamente 0s vasos sanguineos, que participam do controle do ténus vascular por
meio da sintese de diversos fatores, tanto dilatadores como contrateis. Frente a
alteracdes na funcionalidade do endotélio vascular, o organismo tenta manter a
homeostase através de vias fisiolégicas compensatorias (Triggle et al., 2012).

Nesse sentido, nossos resultados referentes ao diametro luminar dos
segmentos de artérias mesentéricas, isoladas de ratos, ndo mostraram diferencas
significativas entre os grupos. Da mesma forma, a resposta de vasorelaxamento da
artéria mesentérica a concentragdes crescentes de um vasorelaxante dependente

do endotélio (a acetilcolina - ACh) ndo 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 sodio
(SNP), composto amplamente utilizado como doador de NO, nds observamos
diferenca significativa entre os valores de pD,, indicando que as artérias
mesentéricas de ratos com ligadura tem menor sensibilidade ao NO do que o0s
correspondentes tecidos do grupo Sham. Assim, tais dados sustentam a hipotese de
gue a presenca de ligadura induz alteracfes 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
proposito de investigar estas possiveis alteragdes. Assim, na decorréncia de inibicao
da sGC pelo ODQ, foi observado no grupo Sham, mas ndo no grupo Ligadura, uma
forte tendéncia de diminuicdo da resposta relaxante maxima (Emax) @ 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 compensacao. Em contrapartida, sob condi¢cdes de inibicdo
da sGC, o relaxamento ao SNP (ainda em altas concentragfes) foi grandemente
inibido em ambos os grupos experimentais e de forma semelhante.

A sintese de NO derivado do endotélio ocorre ap6s a ligagdo da ACh aos
receptores muscarinicos M3 acoplados a proteina Gq, o que resultara na formacéao
dos segundos mensageiros diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). Este dltimo
€ capaz de ativar receptores de IP3 na membrana do reticulo endoplasmatico,
estimulando a liberacdo de célcio desta organela, o qual estimula a atividade da
eNOS, (Pollock et al., 1991; Vanhoutte et al., 1989). Em geral, as NOS utilizam o
aminoacido L-arginina e oxigénio molecular para a sintese do NO (e gerando L-
citrulina como subproduto) (Leoni et al.,, 1991; Palmer et al., 1988). Dentre outras
acdes, o NO ira ativar a enzima guanilato ciclase soluvel (sGC), presente na
musculatura lisa vascular e que possui em sua estrutura um grupo heme. A enzima
quando ativada pelo NO (apos a ligagdo deste ao Fe?* do grupo heme) passa ter a
funcdo de catalisar a formacdo do segundo mensageiro GMPc, resultando na
diminuicdo da concentracdo de célcio (Ca®") intracelular devido a diminuicdo do
influxo de Ca?', a captacdo do Ca?‘pelo reticulo sarcoplasmatico, ou aumento da
extrusdo de Ca?*através da membrana celular. Assim, ndo ocorrendo a formagéo do

complexo Ca®'-CAM (calmodulina), sendo insuficiente para a ativacdo da cadeia
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leve de miosina fosforilada, a baixa atividade da ATPase torna a contracao inibida
ocorrendo o relaxamento vascular (Derbyshire, Marletta, 2012, Sutherland, Walsh,
2012; Vanhoutte et al., 1989; Wood, Ignarro; 1987).

Contudo, a acao vasodilatadora do NO néo € apenas mediada pela ativacéo
da enzima guanilato ciclase solluvel. 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 calcio (K'c), ao terem observado que uma consideravel fragcdo do
efeito vasorelaxante do NO ainda persistia sob condi¢cdes de inibicdo da guanilato
ciclase por azul de metileno, sendo apenas abolido pela adicdo de charibdotoxina
(um inibidor especifico de K*c,) (Bolotina et al., 1994).

Assim, 0s nossos resultados podem confirmar a importancia da
hiperpolarizagdo mediada pelos K'c, das células da musculatura lisa vascular e o
consequente vasorelaxamento, conforme evidenciado pelas curvas de relaxamento
a ACh na presenca de ODQ no grupo Ligadura, apesar de ndo termos observado
este comportamento nas curvas de relaxamento com SNP, indicando, além de uma
possivel alteracdo na via NO-sGC-GMPc, diferencas entre o NO exdgeno e 0
NO/EDRF produzido em resposta a ACh.

Desta maneira, decidimos realizar curvas de relaxamento concentracéo-
resposta a ACh sem interferéncia do NO, com o uso do inibidor ndo seletivo das
isoformas de NOS (LNAME). Foi observado que o grupo Ligadura ndo apresentou
diferencas significativas no relaxamento vascular, quando comparado ao grupo
Sham. Em acréscimo, ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos de animais
a expressdo de RNAmM para eNOS e nNOS. Logo, foi demonstrado que o
vasorelaxamento ndo 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 (crbnica
ou agudamente) a resposta relaxante dependente de endotélio de vasos de
resisténcia ndo é abolida, diferentemente do observado em vasos de condutancia;
assim, podemos concluir que o NO néo é o principal fator derivado do endotélio
responsavel pela vasodilatacdo da artéria mesentérica (Dowell et al., 1996).

Durante eventos inflamatdrios, pode ocorrer aumento da expressao da

isoforma induzivel da NOS (iNOS), a qual produz grandes quantidades de NO
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durante longos periodos, como ferramenta de protecdo do hospedeiro contra
organismos invasores, atuando na eliminacdo do patégeno (Marin, Rodriguez-
Matinez, 1997). Entretanto, altas concentracbes de NO, em decorréncia de
processos inflamatérios, podem induzir alteracbes hemodinamicas sistémicas
mediadas pela interacdo direta do NO com diversas biomoléculas (tais como,
proteinas, lipidios e DNA) (Ji, Choi, 2013). Neste sentido, 0 hosso grupo demonstrou
gue o aumento na producdo de NO que ocorre no modelo de periodontite, induzida
por ligadura em ratos, promove efeitos sistémicos, como por exemplo, o0 aumento da
nitracao de residuos protéicos de tirosina em tecido cardiaco (Herrera et al., 2011).

No presente trabalho, a quantificacdo de RNAm para a enzima iNOS, em
amostras de artéria mesentérica, mostrou aumento significativo da transcricdo deste
gene no grupo Ligadura em relacdo ou grupo Sham, o qual pode estar relacionado
com aumento da producdo de NO no grupo Ligadura, o que pode indicar que a
ligadura pode estar desencadeando efeitos da inflamacéo na artéria mesentérica,
além disso, o NO é capaz de ativar canais K'c, 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 hidrogénio (H.S), um mediador
reconhecido atualmente, ao lado do NO, como um importante vasodilatador (Zhao et
al., 2001). Considerando o possivel aumento de producdo de NO derivado de iINOS
nas artérias mesentéricas do grupo de ratos com ligadura, pode ocorrer um aumento
da sintese de H,S, devido a maior atividade de CSE, e assim explicar a tendéncia de
maior relaxamento a ACh com o inibidor de ODQ na reposta maxima das artérias
mesentéricas do grupo Ligadura.

Com base nestas evidéncias e para melhor entendimento do mecanismo, é
aceitavel que NO proveniente da iINOS possa estar compensando a disfuncao que
ocorre no musculo liso vascular do grupo Ligadura, por meio de mecanismo
relacionado a hiperpolarizacdo para manter o equilibrio sistémico (Triggle et al.,
2012). Apesar de nao observarmos diferencas entre ambos 0s grupos com o inibidor
L-NAME, o aumento da expressao génica da INOS, nas artérias mesentéricas do
grupo Ligadura, chamou a atencédo e resolvemos investigar, na reatividade vascular,
usando inibidor seletivo da INOS (1400W) em curva de relaxamento ao SNP e
observamos diferenca significativa entre os valores de pD,, 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 responséavel pela ativacdo da
isoforma eNOs nos vasos (estimulados por Ca**, dependentes de camodulina) e ndo
pela isoforma iINOS (ativada através de produtos bacterianos e citocinas) (Marin,
Rodriguez-Matinez, 1997; Parrilo, 1993; Pollock et al.,1991). Desta forma, em curva
de relaxamento a ACh com inibidor de 1400W, néo foi observada diferencas entre
grupos Sham e Ligadura. Concluimos que NO pode estar ativando vias alternativas,
como comentado anteriormente, mas nao é responsavel pela alteracdo observada
na musculatura lisa vascular, entretanto, esta disfuncdo pode estar relacionada com
a enzima sGC.

A importancia do papel da via sGC na vasodilatagéo e regulagéo da pressao
sanguinea esta 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 ingestdo de sal, houve diminuicAo da resposta relaxante
dependente (ACh) e independente (SNP) de endotélio, assim reduzindo a producéo
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 expressao
protéica com o aumento de eNOS e diminuicdo da sGC, indicando que ocorre
diminuicdo da fungcéo sGC sem prejudicar a producéo 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. Ja é conhecido que as espécies reativas podem
agir diretamente na diminuicdo da biodisponibilidade do NO prejudicando na
producdo de GMPc, além do que, um ambiente redox faz com que a enzima sGC
tenha menor afinidade ao NO devido & oxidacado direta com o grupo heme Fe*?, que
passa a ser Fe* (estado férrico), o que leva a inativacdo da sGC. Outra maneira da
enzima sGC tornar insensivel ao NO é através dos residuos de cisteina que pode
levar a formagdo S-nitrosilagdo na sGC (Brandwein et al., 1981; Braughler, 1983;
Kojda, Harrison, 1999; Schrammel et al.,, 1996; Zhao et al.,, 2000). Ainda, pode
acontecer a oxidacao de tidis na sGC resultando na formagéo de nitrosotiol, que ja
foi sugerida como responsavel pela inibichio da enzima Cys-78 e Cys-122 na
subunidade B1, consequentemente, ndo ocorrendo a ativacdo completa da sGC ao
NO, devido a alteracdo 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
funcdo catalisar a hidrdlise de GMPc para 5-GMP e assim, diminuindo os niveis
citoplasmaticos de GMPc, consequentemente, inativando um dos principais
mediadores responsaveis 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 pulméo de feto de rato) foi observado diminuicdo dos niveis de
GMPc, na passagem 14, na presenca de SNP e sildenafil quando comparado a
outras passagens, com reducédo de 98% na expressao génica da subunidade a-1 da
sGC, na passagem 9. Isso demonstra a baixa regulacdo de umas das subunidades
da sGC ocorrendo alteracédo da via NO-sGC-GMPc (Kraft et al., 2004).

Desta maneira, estudamos a inibicdo da enzima PDE-V por concentracdes
crescentes de sildenafil, em artérias mesentéricas de ratos, constatamos diferenca
significativa entre os grupos, na qual o grupo Ligadura teve menor sensibilidade ao
NO enddgeno do que o grupo Sham. Foi evidenciado que o uso do sildenafil resultou
no aumento dos niveis de GMPc devido da ativacdo da via NO-sGC-GMPc, que esta
diferenca observada no grupo ligadura esta relacionada com a possivel diminuicdo
na fungdo da sGC. Entretanto, em nosso trabalho € necessério experimentos mais
especificos, 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 lipidico de atividade antitromboética, e sintetizada pela enzima
ciclooxigenase (COX) a partir do &cido araquidénico (tendo como produto
intermediario a prostaglandina H, - PGH;), a qual também dara origem a uma
variedade de outros prostandides, dentre eles a PGE;, o tromboxano A2, etc. Duas
isoformas de COX tém sido caracterizadas (COX-1 e COX-2), as quais estdo
divididas de acordo com suas funcbes e localizagdes. Assim, em situacbes
inflamatorias, a COX-2 atua com a producdo de prostandides, além do seu
conhecido papel importante no sistema vascular pela producdo da PGI, pelas
células endoteliais (Ricciotti, FitzGerald, 2011). Estudo realizado por Muscara et al.
(2000) mostrou que os inibidores de COX-2 podem acarretar em disfungbes vascular

e renal, em ratos normais e hipertensos tratados com celecoxibe por trés semanas,
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foi observado aumento da pressédo sanguinea, da aderéncia leucocitaria no endotélio
e da agregacdo plaquetaria. Ainda, os metabdlitos da prostaciclina, que se
mostraram aumentados em ratos hipertensos, foi diminuida apos o tratamento com
celecoxibe, demonstrando o importante papel da prostaciclina na homeostase
vascular, apesar de que este inibidor pode ser eficiente como antinflamatorios
(Muscara et al., 2000).

Estudos demonstram que na periodontite a COX-2 atua na regulacdo da
inflamacdo e na perda Ossea, considerando que ratos com ligadura tratados com
inibidores seletivos de COX-2 mostraram menor perda 6ssea quando comparados
aos animais nao tratados (Holzhausen et al., 2005). Em nossos experimentos, a
presenca do inibidor especifico de COX-2, NS398, no banho, ndo mostrou efeitos
diferenciais entre 0s grupos experimentais quanto ao relaxamento das artérias
mesentéricas induzido pela ACh. Adicionalmente, a expressdo de RNAm para
isoenzima COX-2, na artéria mesenteérica, nao foi estatisticamente diferente entre os
grupos de animais Sham ou Ligadura.

Estudo realizado por Kirkby et al. (2012) mostrou que, ao contrario do
conceito amplamente aceito no sistema vascular, a prostaciclina é produzida pela
isoforma COX-1 e nédo pela COX-2, conforme estudos anteriores baseados em
medidas da excrecao urinaria do metabdlito da prostaciclina, o 2,3-dinor-6keto-
PGF1lalfa apos 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 a ACh na presenca do inibidor especifico de COX-1, o SC560, e
observamos que a curva do grupo Sham teve deslocamento para a esquerda
guando comparada com a do grupo Ligadura. Estes resultados evidenciam que nos
animais com ligadura ha menor participacao de fatores contrateis derivados de COX-
1 (tais como PGG2/PGH2, TxA2) produzidos pela artéria mesentérica de animais
controle. Considerando a tendéncia ao aumento da expressao génica vascular desta
isoenzima em animais com ligadura, o que pode estar relacionada com mecanismos
de compensacao devido a diminui¢cdo da atividade da COX-1. Importante considerar
gue a COX-1 é constitutiva em muitos tecidos e que os prostanéides produzidos sé&o
responsaveis por diversas funcgdes fisioldégicas, como por exemplo, citoprotecdo do
epitélio gastrico ou nos vasos, como regulador da adesdo e agregacao plaguetaria
(Ricciotti et al., 2011).
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Interessantemente, e apesar de possivel diferenca quanto a fatores
contrateis entre ambos 0s grupos experimentais, nés ndo detectamos diferencas
significativas entre a tensdo vascular ativa em reposta contratil ao KC| e as curvas
concentracdo-resposta de contracdo a fenilefrina. Entretanto, resultados prévios do
nosso laboratério mostram que a presenca de periodontite em ratos com ligadura,
durante sete dias, resulta no aumento da resposta maxima contratil de anéis de
aorta a norapinefrina in vitro, quando comparados aos ratos controle, evidenciando
diferencas mecanisticas entre ambos os leitos vasculares.

Curiosamente, quando estudamos o relaxamento das artérias mesentéricas
a ACh na presenca do inibidor ndo seletivo de COX, a indometacina, observamos
gue ndo houve diferencas entre as curvas dos grupos estudados. Ainda que
evidenciamos diferenca com o inibidor especifico da COX-1, no momento, nao
temos qualquer hipdtese que sustente estas observacoes.

No entanto, podemos observar que na decorréncia da inibicdo simultanea
dos dois fatores de relaxamento dependentes do endotélio, principalmente a PGl,
derivada da(s) ciclooxigenase(s) pela indometacina e o NO pelo L-NAME, nao foi
mostrado diferencas estatisticamente significativas no pD2 e na resposta maxima
(Emax). Novamente, foi observado que o relaxamento ndo foi completamente
abolido mesmo com inibidores de mecanismos diferentes, o que sustenta a hipotese
de que ha um terceiro mecanismo de relaxamento dependente do endotélio
importante que esta relacionado a hiperpolarizacéo, tal como o H,S.

Neste sentido, o H,S é uma importante molécula que atua na inflamacéo e
no sistema cardiovascular ativando o mecanismo da hiperpolarizagdo (Witheman, et
al., 2006; Zhao et al., 2001). Witheman e colaboradores observaram que em linha
celular derivada de macréfagos murinos em cultura (RAW?264.7) o tratamento com
SNP produziu aumento de GMPc, mas n&o quando NaHS foi adicionado
concomitantemente. Entretanto, a adicdo de Cu®" reverteu esta inibicdo pela
formacdo de CuS e a consequente liberacdo do NO. Conclui-se que o nitrosotiol
formado por reacdo entre 0 H2S e o NO tem caracteristicas 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 soluvel via liberagdo de NO e resultando em aumento de GMPc. Estas

observacdes sugerem que o nitrosotiol resultante da reacao entre o NO e o0 H2S néo
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seja capaz de doar NO por trans-nitrosacao/nitrosilacédo, de forma que se observa a
inibicdo dos efeitos farmacoldgicos do NO e/ou do H,S (Witheman et al., 2006).

Com intuito de especular se a via da hiperpolarizacdo participa das
alteracdes observadas no decorrer do trabalho, foram realizadas curvas de
relaxamento de concentragédo-resposta ao Na,S e utilizando inibidores, tais como
LNAME, SC560, ODQ. Foi realizado também curvas de relaxamento de
concentracdo-resposta ao NaHS, a qual as artérias mesentéricas foram incubadas
com ODQ. Porém, ndo observamos diferencas significativas entre os grupos com
relacdo a todas as curvas realizadas, com estes doadores de H,S.

Os doadores de H,S, NaHS e Na,S, sdo bem sollveis em solu¢édo tampéao,
ocorrendo & dissociacdo destes sais e resultando em fons Na*, HS ou S?. Desta

forma, acontecera a introducéo do sulfeto na solucéo.

Na,S > 52 4+ Na*

Quando ocorre a dissolucédo do sal, o pH do meio pode mudar devido ao
equilibrio de protonacéo, e assim, havera perda de H,S para manter o pH. Conforme

ilustrado abaixo, a equacao do equilibrio de protonacéo (Nagy et al., 2014).

S*+H'< > HS
HS + H'e > H,S
H,S (aquoso) < > H,S (gasoso)

Adicionalmente, o CO, borbulhado na solugcédo tampé&o na camara tem como
objetivo ajudar a manter o pH do meio, porém este gas liberado aumenta a forca de
arraste do H,S para o meio exterior, que aumenta o processo de H,S aquoso para o
estado H,S gasoso. Este efeito € um dos principais motivos da perda de H,S na

solucéo da camara do midgrafo.

0,/CO,
H,S (aquoso) >— H,S (gasoso)

No entanto, no nosso estudo avaliamos a perda de H,S no miégrafo com a

medic&o do pH com o pHmetro, devidamente calibrado, e testamos trés doadores de
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H.S, o0 NayS, o NaHS e GYY 4137 (um composto organico doador “lento” de H,S).
Observamos que com uma Unica dose da droga tanto na concentragdo 30 uM como
na concentracdo 300 pM e também quando avaliamos as estas trés drogas
realizando curvas de concentracao-resposta, os doadores de H2S, o Na,S e o
NaHS, mostraram aumento do pH na solugdo tampéo, continuamente borbulhados
com 95% de O, e 5% de CO,, j& 0 Gyy 4137 demonstrou ser mais estavel, com
minima elevacdo no pH. A solucdo tampao e principalmente, a composicao do gas
borbulhado, sdo importantes na manutencéo do pH da camara, fazendo com que o
equilibrio de protonacédo e o arraste do H,S resulte no aumento do pH do meio, a
qual quanto maior pH maior € a perda de H,S. Estes resultados sugerem que alguns
doadores de H2S nado garantem a concentracdo final desejada em curvas de
concentracdo-resposta, sendo necessario o uso de doadores mais estaveis, no caso
GYY 4137.

De encontro com nossos dados, estudo realizado por DelLeon et al. (2012)
observaram consideravel perda de H,S em trés experimentos tradicionais,
importantes na pesquisa biolégica. Em patrticular, através de eletrodos polarogréaficos
em tempo real, foi confirmada a perda de H,S, por doadores de H,S (NaHS), em
menos de 4 minutos no experimento realizado no miografo, atribuindo, em parte, a
incompleta conversdo de NaHS para H,S. A solucdo tampé&o juntamente com o gas
gue é borbulhado para a manutencdo do pH, como também ajuda dispersar a droga
na camara, reduziu as concentragcdes de H2S no banho, na qual quando o gas
utilizado é 100% oxigénio a meia vida foi um pouco mais longa quando utilizaram
100% nitrogénio, e esta perda do H,S foi diminuida quando retiraram os gases que
promoviam o borbulhamento e agitaram a mao com cilindro (DeLeon et al.,2012).
Estes resultados indicam que em curvas cumulativas de H,S a concentracao final
esta aquém do esperado, contestando a validagdo deste método em nosso estudo e
experimentos futuros, com doadores de H,S mais estaveis, deverdo ser realizados
para tentar compreender a via da hiperpolarizacao.

O GYY 4137 é um doador “lento” de H,S que tem como base a estrutura do
componente de Lawesson, jA com outros doadores de H,S ha dificuldade de
alcancar o efeito biologico, muitas vezes devido a liberacdo instantanea de H,S. Esta
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 a vasodilatagdo em resposta ao GYY 4137, resultando em um
relaxamento lento e continuo devido a baixas concentracdes de H,S, diferentemente
demonstrado com o composto NaHS. Foi observado também que houve queda da
pressdo sanguinea com baixa toxicidade celular em ratos SHR tratados
cronicamente com GYY 4137 (Li et al.,, 2008). Sugerimos que as drogas (Na,S e
NaHS) utilizadas como doadores de H,S neste trabalho ndo s&o boas ferramentas
para investigar as alteracfes nos canais Karp, devido a impossibilidade de conhecer
exatamente a concentracdo de S*/HS/H,S em uma adicdo cumulativa na camara do
miografo. Neste caso, € importante fazer uso de compostos que efetuem liberacao

lenta.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados da presente tese € possivel concluir que a presenca
de ligadura, durante sete dias, em ratos contribuiu na diminuicdo da sensibilidade da
artéria mesentérica ao relaxamento causado por NO exdgeno, sugerindo que
possam ocorrer alteragdes funcionais da musculatura lisa, relacionadas a via NO-
sGC-GMPc. Adicionalmente, a presenca de ligadura em ratos resulta em aumento
significativo da transcricdo do gene iNOS na artéria mesentérica.

Ainda, fatores contrateis derivados de COX-1 tem menor participacdo no
vasorelaxamento dependente de endotélio na artéria mesentérica de ratos com
ligadura em comparacao ao grupo Sham. A presenca de ligadura parece promover
também a producdo de mediadores da resposta vasorelaxante da ACh
independentes de NOS e COX, e possivelmente relacionados a mecanismos de
hiperpolarizac&o, particularmente canais de K* dependentes de Ca®" ou ATP. Assim,
estudos com doadores de H,S, especialmente compostos de liberacdo lenta,
deverdo ser realizados a fim de responder estas questdes que permanecem em

aberto.
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