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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)]. Sado Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

A destruicdo cronica do aparato de ligamento periodontal devido a uma intensa
resposta inflamatoria a bactérias, leva a um quadro clinico conhecido como
doenca periodontal. Patdégenos periodontais podem ser translocados e
liberados do sulco gengival a circulacdo sanguinea e assim apresentar efeitos
periféricos. A bolsa periodontal também € importante reservatério de
mediadores inflamatoérios, que podem atingir a circulagdo sanguinea e
apresentar efeitos em Orgdos distantes. Muitos estudos passaram a
documentar a relacdo entre doenca periodontal e disfuncdo endotelial,
reversivel pelo tratamento odontolégico. No nosso laboratério foi estudada a
resposta vasomotora in vitro de anéis de aorta de ratos com periodontite
induzida por ligadura, e o0s resultados preliminares mostram aumento
significativo da resposta contratii 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 Orgaos a distancia, em particular os cardiovasculares mencionados acima,
0 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 que os animais com ligadura, durante sete dias,
apresentaram diminuicAo 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 iNOS no
grupo ligadura. Ainda, fatores contrateis derivados de COX-1 tem menor
participacdo no vasorelaxamento dependente do endotélio na artéria
mesentérica de ratos com ligadura em comparac¢éo ao grupo Sham. Conclui-se
gue 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 hiperpolarizacédo. Assim, estudos com doadores
de H,S, particularmente compostos de liberacao 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
Séo 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 iINOS 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.



1 INTRODUCAO

1.1 Periodonto e doenca periodontal.

O periodonto é um conjunto de tecidos que tem como funcéao fixar e
proteger os dentes. Suas fungbes de suporte e revestimento dental s&o
realizadas por componentes especificos, tais como o cemento, ligamento
periodontal, osso alveolar e a porcdo 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 manutengao
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 € 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 osso alveolar, alguns estudos mostram que o ligamento periodontal
possui células com caracteristicas de células progenitoras que as tornam
importantes na formacdo do cemento, do préprio 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; Iwata et al.,
2014; Schroeder, Listgarten, 1997).

A doenca mais predominante na cavidade oral é a doenca periodontal
(DP), bactérias, principalmente gram-negativas e anaerodbicas, instalam-se e
aderem-se nas superficies dos dentes formando uma pelicula com células
epiteliais descamadas, leucocitos polimorfonucleares, micoplasmas, leveduras
e protozoarios, conhecidos como placa bacteriana, ou biofilme. A inflamacao
causada nesses tecidos de suporte dos dentes se da devido ao biofiime que
pode resultar, futuramente, em perda de insercdo 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).



Figura 1- Anatomia periodontal na saude e na doenca.
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Dente molar com a anatomia periodontal na saude (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 insercdo 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
ulceracdo da mucosa da bolsa periodontal e resultando em perda da barreira da
mucosa entre as bactérias da placa e o aumento de circulagdo gengival. Cortesia de
Anne Olson.

Usualmente a DP é dividida em duas categorias fundamentais:
gengivite (inflamagéao 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 ma higienizacao oral, a ma 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 classificacbes das
manifestacbes clinicas da periodontite, a periodontite cronica pode ser
classificada de forma localizada na qual atinge menos de 30% da éarea
envolvida, e de forma generalizada, atingindo mais de 30% da area envolvida.
Para melhor compreensdo do grau de severidade, a periodontite pode ser
caracterizada como leve (perda de insercao clinica de 1-2 mm), moderada
(perda de insercao clinica de 3-4 mm) e grave (perda de insercéo clinica acima
de 5 mm). (Flemming, 1999; Tonetti, Mombelli, 1999).

As doengas periodontais séo multifatoriais e influenciadas por fatores
genéticos, ambientais, imunolégicos e comportamentais. Em consequéncia
desta complexidade, a periodontite destaca-se pela alta prevaléncia e por sua

associacdo a doencas sistémicas. Contudo, a doenca é desencadeada por



bactérias gram-negativas anaerobicas devido a formacdo de um biofilme
bacteriano (Haffajee, Socransky, 1994; Haynes, Stanford, 2003).

Socransky et al. (1998) observaram que a viruléncia dos patégenos do
complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola) além de levar a destruicdo da estrutura periodontal,
estdo relacionadas com o aumento de algumas alteragbes 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 patégeno exclusivo (Moore, Moore,
1994).

Durante a invasdo pelo patégeno na periodontite, o sistema
imunolégico do hospedeiro tenta controlar esta invasdo bacteriana, bem como
suas toxinas através da liberacdo de mediadores inflamatérios, tais como
interleucina (IL)-1B, o fator de necrose tumoral (TNF)-a e prostaglandinas
(PGs) derivadas de macrofagos e mondocitos (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
inflamacéo 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, apés a
colocagdo da ligadura, tal procedimento foi efetivo em induzir inflamagéo
apenas em ratos convencionais, enquanto ratos livres de germes néo
demonstraram resposta inflamatéria no local da ligadura. Os pesquisadores
concluiram que a colocacdo da ligadura nos primeiros molares de ratos
favoreceu o quadro da inflamacgao local, por uma combinagdo de fatores em
decorréncia, principalmente, do maior acumulo de bactérias presente na
cavidade oral. Além dos microrganismos causarem a infeccdo por sua
patogenicidade, ainda sdo 6timos facilitadores de formacdo de biofilme com

acumulo de residuos e materiais calcificados. Ainda, os ratos convencionais



apresentaram intensa resposta inflamatéria local com presenca de neutrofilos,
macréfagos, linfocitos, algumas proliferagdes fibrosas e reabsorcdo dssea
alveolar, caracterizando o procedimento com a ligadura como modelo de
periodontite com qualidade (Rovin et al., 1966).

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 o0 grupo Sham.
Com o tratamento crénico utilizando inibidor de oxido nitrico sintase induzivel
(INOS), aminoguanidina, inibiu perda 0ssea alveolar, mostrando reversdo 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 6ssea 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 Inflamagao dos tecidos periodontais.

Apos a infeccdo no tecido periodontal, uma reacédo inflamatdria tipica,
observada primeiramente pela presenca de vasodilatacdo na regido e
quimioatracdo com consequente migracao das células do sistema imunolégico
inato, tais como os polimorfonucleares (neutrofilos), para o local da inflamacao,
0S quais também sdo responsaveis por induzir a liberacdo de mediadores
inflamatérios, tais como prostaglandina E2 (PGE2), IL-1a e IL-13, TNF-a, IL-8
através da ativacdo 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 propagacao subgengival, caracterizada
por invadir a estrutura e funcéo 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 crbnica, pode ser uma das explicacbes para a associacdo deste



tipo de periodontite com possiveis doencas em 6rgéos a distancia (Dashper et
al., 2014; Nanci, Bosshardt, 2006; Salminen, 2014).

Outro fator de extrema importancia na DP é a producéo do radical livre
NO sintetizado pelas isoformas Oxido nitrico sintases (NOS). A isoforma
considerada induzivel, a INOS, é uma resposta protetora do hospedeiro a fim
de eliminar as bactérias patogénicas. O lipopolissacarideo (LPS), produto da
parede celular da bactéria gram-negativa, interage com especificos receptores
de macrofagos para gerar uma resposta antinflamatoria que resulta em
producao de diversas citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-13, IL-6 e TNF-a.
As citocinas e/ou LPS ativam a iNOS, decorrendo no aumento da producao 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
superoéxido resultando na formacgéo de peroxinitrito, o que pode se degradar a
radical hidroxil assim, eficiente na defesa contra invasdo de patégenos (Marin &
Rodriguez-Matinez, 1997; Nusser & Billiar, 1993).

Neste contexto, Herrera e colaboradores (2011a) mostraram uma
diminuicdo da perda 6ssea em animais com periodontite tratados com o inibidor
nao seletivo de NOS, o L-NAME (Herrera et al., 2011a). Ainda, no modelo de
rato com ligadura, durante oito dias, observou aumento da expresséo de iNOS,
resultando no aumento excessivo de NO e peroxinitrito, produzindo resposta
inflamatoria e destruicdo Ossea. Adicionalmente, o efeito foi revertido com o
tratamento do inibidor de INOS e sequestrador de peroxinitrito. Confirmando
que o NO e peroxinitrito atuam de forma significativa na DP (Lohinai et al.,
1998).

Seguindo com o modelo de rato com ligadura, estudos demonstram
que os prostandides tém papel importante na progressédo da periodontite. Os
efeitos inflamatérios na DP, tais como vasodilatagdo, 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 reabsor¢céo 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 quando tratados com



inibidores nédo seletivo da COX (Indometacina) e seletivo da COX-2
(Meloxicam) observaram diminuicdo da inflamacdo local, reducdo de
neutrofilos, diminuicdo da perda de peso e ainda diminuicdo da reabsorcao
0ssea alveolar, quando comparados ao grupo que nao recebeu o tratamento.
Como consequéncia da inibicdo dos prostandides e de sua ativacao celular

especifica de osteoclastos (Bezerra et al., 2000).

1.4 Infeccéo focal e alteracdes 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 6rgdos. Por muitos anos, estudou sobre
sepse oral e observou que mesmo em condicGes de diferentes septicemias,
com caracteristicas particularmente virulentas, havia também um elemento
importante, a resisténcia do individuo. Diversos distlrbios, 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
0 uso de antissépticos orais, mas ndo com adstringentes ou antissépticos leves
e sim, aplicacdo direta de &cido carbdlico no dente doente ou na gengiva
inflamada, diariamente, caso a infeccao local ndo melhorasse, o procedimento
ideal seria a extracdo dos dentes (Hunter, 1900).

Muitos estudos demonstram a importancia das infeccées na DP como
mecanismos de disseminacdo, das mais diversas bactérias, para corrente
sanguinea, como é o caso P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T.
denticola. Estas bacteremias sdo responsaveis por muitas infec¢des a distancia
ocorrendo adoecimento de 6rgaos 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. J& 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 inflamatérios, como: IL-1B, IL-6, TNF-a e PGE2, fazendo com que
0 organismo encare tal condicdo como sendo uma forma de agresséao levando
a um 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
pré-oxidativos, revelando que a periodontite aumentaria metabdlitos reativos do
oxigénio (ROS) e da mesma forma diminuiria o potencial antioxidante biol6gico
do plasma (D’Aiuto et al., 2010). Dados de nosso laboratério (Herrera et al.,
2011) evidenciam que em Orgaos periféricos, como o0 coracdo, a periodontite
induz alteragcbes no conteddo de residuos protéicos de 3-nitrotirosina, um
marcador indireto da producdo de NO, formado pela reacéo entre o NO e outro
radical livre derivado do oxigénio, o anion superoxido, gerando peroxinitrito, o
qual pode reagir com residuos aromaticos de aminoacidos dando origem a sua
nitracdo (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 associacdo entre periodontite e sistema cardiovascular, 0s
estudos sugerem uma possivel relacdo entre a periodontite o desenvolvimento
de doencas, tais como infarto agudo do miocérdio, 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 formacao de placas de ateroma na
parede dos vasos sanguineos, seria resultado de um processo cronico,
progressivo e inflamatorio (com infiltrados de mondcitos/macrofagos, 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, apos remocdo de placas de aterosclerose das artérias
carétidas destes individuos, a microbiota foi analisada e também a expresséo
génica bacteriana para a identificacdo das espécies. Os 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 inflamacdo periodontal crénico de um individuo,
envolvendo bactérias gram negativo, ja seria suficiente para provocar resposta
inflamatodria sistémica com risco de alteragBes cardiacas. Alguns estudos
correlacionam que o aumento dos niveis dos marcadores inflamatorios, tais
como Proteina C—reativa (CRP), fibrinogénio e citocinas (IL-183, IL-6 e TNF-a),
sao de especial interesse no estudo da inflamacéo (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 inflamatério, evidenciando uma associacdo entre periodontite e
sistema cardiovascular (Kanaparthy et al., 2012; Paraskevas et al., 2008). A
CRP esta relacionada com a resposta de fase aguda da inflamacédo sistémica,
considerada como Otima ferramenta de avaliagdo 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
sisttmicos de marcadores inflamatorios importantes para doencas
cardiovasculares, tais como CRP, IL-6 e contagem de leucocitos (neutrdfilos),

guando comparados com individuos sem periodontite. Conclui-se que estas



elevacbes poderiam aumentar a atividade da doenca aterosclerotica

aumentando o risco de eventos cardiacos (Loss et al., 2000).

1.6 Fatores de contracdo 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 fisioldgico, o endotélio que reveste as artérias desempenha uma
importante funcéo na resisténcia vascular (Triggle et al., 2012). Muitos estudos
evidenciam a importancia da conservacéo da funcao e integridade do endotélio
para uma tensdo arterial normal. O endotélio libera moléculas vasoativas que
irdo atuar na musculatura lisa vascular modulando as respostas vasocontrateis
ou vasorelaxantes, um quadro de desbalanco destas substancias leva a
disfuncdo endotelial, podendo resultar em alteragbes na presséo 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 estd bem estabelecido que a inflamacgéo cronica pode
causar uma disfuncédo endotelial através da reducédo 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
inflamatorio CRP e diminuicdo da dilatacdo da artéria braquial, avaliado com

ultrassom vascular, quando comparados a individuos controle. Este estudo



demonstra uma possivel associacdo da DP com a disfuncao endotelial e com a
inflamac&o sistémica, (Amar et al., 2003).

Ha evidéncias de que as bactérias periodontopatogénicas,
principalmente a P.gingivalis, contribui para a instalacio e para o
desenvolvimento de aterosclerose (Fiehn et al., 2005; Haraszthy et al., 2000;
Pucar et al, 2007). A constante liberacdo de citocinas pro-inflamatorias do
hospedeiro contra estes microrganismos, tais como: TNF-a, IL-1, IL-6,
diminuiria a expressao de oxido 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 liberacdo continua deste prostanoide € importante na manutencdo do
fluxo sanguineo, por atuar como inibidor de agregacao plaquetaria nos vasos e
estar vinculada ao mecanismo dependente de AMPc, agindo como um bom
vasodilatador em humanos e roedores (Duffy et al., 1998).

Estudo realizado por Szerafin et al. (2006) em pacientes com diabetes
mellitus, mostrou maior expressao de COX-2 em andlise imunohistoquimica e
aumento da capacidade de dilatagdo 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 expressdo de COX-2 para a manutencao da perfusdo
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 expressao de COX-2 em artérias mesentéricas na
analise imunohistoquimica e diminuicdo no conteiddo de NO em amostras de
sangue, quando comparados com ratos controle. O tratamento com etoricoxib
prejudicou os ratos com relacdo a pressao arterial. Sugerindo que mecanismos
compensatoérios estdo ativos com o objetivo de manter a homeostase neste
modelo de DP inflamatdrio (Mendes et al., 2013).

Células endoteliais podem liberar prostandides vasoconstritores,
conhecidos por atuarem como EDCF. A isoenzima COX-1 € importante para
funcdes de manutencdo do organismo sendo expressa na maioria das ceélulas,
como por exemplo, no epitélio gastrico com a fungéo 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
disfuncéo anteriormente observada foi reparada quando comparados a animais
controle. Nestes animais houve também aumento significativo na producdo de
tromboxano (TXA) no figado. Sugerindo que a disfuncdo endotelial que ocorre
no figado cirrético contribui para o aumento de resisténcia vascular hepética
mediada pela COX-1, mostrando que este prostanoides tem papel importante
na funcéo dos vasos (Graupera et al., 2003).

Entre os EDCF ja caracterizados, destaca-se o peptideo endotelina
(ET-1). Em pacientes com periodontite cronica observou-se aumento da
expressdo 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 concentracbes 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 patdégeno, produzem niveis
elevados de ET-1 (Ansai et al., 2002).

O terceiro fator que contribui para EDRF é o fator hiperpolarizante
dependente do endotélio (EDHF), esta molécula ainda ndo é bem conhecida,
porém estd listada como um possivel mediador. Sabe que néo 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 ativacdo 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 disfuncdo vascular em artérias mesentérica e aorta.
Resultados obtidos por Pereira et al. (2011) demonstraram que a resposta
contrétil 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 inoculagédo oral dos animais com Porphyromonas
gingivalis, durante trés meses, sem que tenham sido observadas alteragtes

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 inflamacé&o
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
superéxido). Estes resultados apontam para a ocorréncia da disfuncéo
endotelial em ratos com 14 dias de ligadura, sugerindo uma possivel correlagéo
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
comparacao a resposta dos vasos provenientes dos animais controle (Sham).
Assim, considerando a importancia dos efeitos da doenca periodontal em 6rgéo
a distancia, em particular os cardiovasculares, ndo ha na literatura estudos que
correlacionem a presenca de periodontite com alteracbes vasculares
empregando modelos de animais da doenca, o que permitiria estudar em

profundidade os mecanismos e os mediadores farmacol6gicos envolvidos.



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 alteracfes 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 participacao
no vasorelaxamento dependente de endotélio na artéria mesentérica de ratos
com ligadura em comparagao 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 hiperpolarizacdo, 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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