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Quando a logica da vida fechar os olhos e se deixar mesclar
Com o impulso da inteligéncia emotiva, sem receio e sem alardar
Estaremos diante da verdadeira ciéncia do homem modesto

Sem ressentimento, sem protesto

So a consciéncia pura de um cientista que raciocina e sabe amar.

Marcio Lorencini
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RESUMO

A doenga periodontal é a patologia cronica de maior incidéncia na denticdo humana. A
placa bacteriana é seu agente etiologico principal, embora uma resposta imune exacerbada seja
apontada como fator preponderante para o agravamento das lesdes. J4 nos primeiros estdgios da
doencga € possivel notar uma grande degradacdo da matriz extracelular local, principalmente de
fibras coldgenas. Dessa forma, o envolvimento das metaloproteinases de matriz (MMPs), uma
familia de enzimas com atividade dependente de fons metdlicos que degradam proteinas
estruturais da matriz extracelular, tem sido amplamente estudado nesta patologia. Baseado nestas
evidéncias, o objetivo deste projeto foi caracterizar as principais modificagdes teciduais
associadas ao modelo de doenca periodontal induzida em ratos com ligaduras durante trés, cinco
ou sete dias. Foi analisada a microbiota associada a progressao inicial da doenga, a disposi¢do de
fibras colagénicas e reticulares no tecido gengival e o perfil de células inflamatérias migrantes.
Também foi avaliada a expressdo e atividade enzimdtica de MMP-2 e -9, além da expressdo
génica de MMP-2, -7, -9 e -14, e do inibidor RECK. A indu¢@o da doenga com ligaduras
permitiu a formagdo de placa bacteriana caracterizada pela substituicio de microorganismos
Gram-positivos por Gram-negativos. O tecido gengival apresentou uma diminuicdo na area
ocupada por fibras colagénicas, com a deposi¢cdo de fibras mais espessas, caracteristicas de um
processo inicial de fibrose, aos sete dias de inducdo da resposta inflamatéria. Nao foram
observadas alteracdes na disposicao de fibras reticulares proximas a membrana basal do epitélio.
Aos trés e cinco dias de inflamacdo, respectivamente, foram observados picos de migracdo de
neutréfilos e macréfagos. A MMP-2 apresentou um aumento crescente na atividade enzimdtica e
expressdo génica até os sete dias de inflamacao induzida, com a marcacdo de células epiteliais e
fibroblastos na imunohistoquimica. A MMP-9 apresentou um pico na atividade enzimética aos
trés dias e um pico na expressdo génica aos cinco dias de inflamac¢do, com a marcacdo
imunohistoquimica de células epiteliais, fibroblastos e células inflamatérias migrantes para o
sitio gengival. As MMPs-7 e -14, assim como o inibidor RECK, ndo apresentaram mudancas
significativas em suas expressoes génicas. Os amplificados derivados de RT-PCR para MMP-7
apresentaram um fragmento correspondente a um intron, indicando um possivel mecanismo de

regulacdo relacionado ao processamento do RNA mensageiro. Podemos concluir que o modelo



de doencga periodontal induzida por ligadura em ratos apresentou uma dindmica bastante similar
aos resultados ja descritos para a evolucdo da doenca no homem. A degradacdo de matriz
extracelular observada foi coerente com o aumento na expressdo e atividade enzimdtica de
MMP-2 e -9, sugerindo que estas enzimas estejam relacionadas a este processo. Os resultados
obtidos para a MMP-2 sugerem uma produg¢do vinculada predominantemente a células proprias
do tecido afetado pelo processo inflamatorio. A MMP-9, no entanto, parece ter um aumento
diretamente relacionado com a chegada de células inflamatérias no sitio gengival. Nossos
estudos foram realizados com o intuito de elucidar os mecanismos moleculares da doenca
periodontal, buscando encontrar caminhos para o desenvolvimento de aplicacdes de potencial

utilizacdo diagndstica ou terapéutica.



ABSTRACT

Periodontal disease is the major chronic disease affecting the human dentition. Bacterial
plaque is its main etiological factor, although an exacerbated immune response is pointed
preponderant factor to the aggravation of the lesions. In the early stages of disease there is a great
degradation of the local extracellular matrix, mainly of the collagen fibers. That way, the
involvement of matrix metalloproteinases (MMPs), a family of enzymes with activity depending
on metallic ions that can degrade structural proteins of the extracelular matrix, it has been studied
thoroughly in this pathology. Based on these evidences, the aim of this project was to
characterize the main tissue modifications associated to the model of periodontal disease induced
in rats with ligatures during three, five or seven days. It was analyzed the microbiota associated
to the initial development of the disease, the arrangement of collagen and reticulin fibers in the
gingival tissue and the migration of inflammatory cells. It was also evaluated the expression and
enzymatic activity of MMP-2 and -9, besides the gene expression of MMP-2, -7, -9 and -14, and
of the RECK inhibitor. The induction of disease using ligatures allowed the formation of
bacterial plaque, characterized by substitution of Gram-positive for Gram-negative
microorganisms. The gingival tissue presented a decrease in the area occupied by collagen fibers,
with the formation of thicker fibers at seven days on induction of inflammatory response, usually
found in fibrosis processes. Alterations were not observed for the organization of reticulin fibers
close to the basement membrane of the epithelium. To the three and five days of inflammation,
respectively, peaks of neutrophils and macrophages migration were observed. MMP-2 presented
an increase in the enzymatic activity and gene expression until the seven days of induced
inflammation, with the demarcation of epithelial cells and fibroblasts by immunohistochemistry.
MMP-9 presented a peak of enzymatic activity at the third day of inflammation and a peak of
gene expression at the fifth day, with the demarcation of epithelial cells, fibroblasts and
migrating inflammatory cells to the gingival area. MMP-7 and -14, as well as the inhibitor
RECK, did not present significant changes in their gene expressions. The amplified from RT-
PCR for MMP-7 presented a fragment corresponding to an intron, indicating a possible
regulation mechanism related to an alternative splicing of mRNA. The degradation of

extracellular matrix was coherent with the increased gene expression and enzymatic activity of
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MMP-2 and -9, suggesting that these enzymes are related to this process. The results for MMP-2
suggest that its production may be related to the resident cells grom gingival tissue. In the other
hand MMP-9 may be produced by migrating inflammatory cells. We conclude that this
periodontal disease model showed similar dynamics to the human disease described I the
literature, and it could be an important tool to understand the molecular events associated with

the pathology and to support the development of diagnostic or therapeutic applications.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracterizacdo da doenca periodontal

A doenca periodontal caracteriza um grupo de lesdes nos tecidos que rodeiam e suportam
os dentes em seus alvéolos, produzindo bolsas entre os dentes e os tecidos de sustentacdo
(TODESCAN, 2001). O termo ¢ bastante abrangente, envolvendo enfermidades que atingem os
tecidos gengivais, os tecidos conjuntivos periodontais e o osso alveolar (SOCRANSKY, 1977). A
formacao das bolsas periodontais promove a perda de adesao entre dentes, periodonto e gengiva,
induzindo a reabsorcdo 6ssea local, podendo até mesmo resultar em queda dentaria (LINDHE,
1999) (Figura 1). Com prevaléncia mundialmente alta, a doenga periodontal apresenta grande
impacto nos programas de saude oral. Trata-se de uma enfermidade que afeta de 5 a 30% da
populacdo adulta e, de acordo com TAANI (1997), constitui a doenca cronica de maior
incidéncia na denticdo humana. A prevaléncia e severidade da doenca aumentam com a idade,
sendo que, por volta dos 45 anos, 97 a 100% dos individuos apresentam alguma forma de doenca

periodontal (NEWMAN et al., 1978).
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Figura 1. Diferencas entre perfil oral saudavel e afetado pela doenca periodontal. (A) Principais
tecidos do periodonto e gengiva. (B) Modificagdes associadas ao desenvolvimento da doenca

periodontal. Adaptado de “http://www.arestin.com/shared_graphics/tooth_crosssec.gif”.



Atualmente, a placa bacteriana é considerada o agente etioldgico principal da patologia,
embora sua evolugcdo ndo esteja relacionada apenas com a colonizagdo da cavidade oral por
microrganismos patogénicos. Outros fatores, como uma resposta imune exacerbada do paciente,
contribuem para o agravamento das lesdes. O acimulo de células inflamatérias, como
macrofagos e polimorfonucleares, além de linfécitos (principalmente linfocitos B) pode
promover a degradacdo dos tecidos periodontais, formacdo de granulomas e cronificacdo da
doenca (MIYASAKI, 1991; COLEMAN, 2001; LAPPIN et al., 2001).

A partir da década de 90, a doenca periodontal passou a ser apontada como decorrente da
jun¢do de alguns elementos, entre eles a predisposicdo do paciente (falta de higiene oral, idade,
componentes genéticos, alteracdes do sistema imunoldgico, alteragdes nos niveis hormonais e
fatores como tabaco e diabetes) e a acdo da microbiota oral (patogenicidade dos microrganismos
como caracteristicas especificas de adesdo) (MICHALOWICZ, 1994; BASCONES-MARTINEZ
& FIGUERO-RUIZ, 2004). Tais fatores podem afetar o metabolismo dos tecidos periodontais,
alterando a fun¢do leucocitédria ou a produgdo e a atuagdo dos anticorpos, o que pode resultar em
um periodonto mais ou menos susceptivel. Uma vez que a placa bacteriana se forma, muitas
toxinas sdo liberadas, provocando uma reacdo inflamatéria em cadeia, cujos produtos podem
desencadear um conjunto de alteragdes teciduais, agrupadas em até quatro estdgios, de acordo
com PAGE & SCHROEDER (1976, 1982):

- lesdo inicial: dilatacdo e aumento da permeabilidade vascular;

- lesdo precoce: presenca de um infiltrado inflamatério rico em linfécitos na regido
adjacente ao epitélio juncional (na unido da gengiva ao dente) e destrui¢do da rede de
fibras coldgenas;

- lesdo estabelecida: plasmocitos predominantes no infiltrado inflamatério, com maior
destruicdo de coldgeno e uma proliferacdo do epitélio juncional na regido do sulco
gengival (entre o dente e a gengiva);

- lesdo avancada: inclui todas as caracteristicas da lesdo estabelecida, com deslocamento
do epitélio juncional, formacdo de bolsa e reabsorcdo dssea.

A expressdo dos diferentes quadros de doenga periodontal depende diretamente da
interacdo entre fatores do hospedeiro, ambientais e dos agentes microbianos. Tais fatores podem
afetar o metabolismo dos tecidos periodontais, alterando a funcao leucocitdria ou a producdo e a

atuacdo dos anticorpos, o que pode resultar em um periodonto mais ou menos susceptivel.



Fatores genéticos e um ambiente favordvel podem determinar a susceptibilidade do individuo, a
severidade do quadro clinico, a taxa de progressao da doenga, a taxa de recuperacao e o nivel de
resposta a terapias (TROMBELLI & TATAKIS, 2003). Algumas evidéncias de estudos
epidemioldgicos apontam para a importancia de fatores genéticos na susceptibilidade ou
resisténcia do paciente, incluindo o elevado indice de concordancia em gémeos monozigdticos e
a associagdo com polimorfismos génicos (KORNMAN et al., 1997; MEISEL et al., 2000;
MICHALOWICZ et al., 2000; BAKER & ROOPENIAN, 2002). No entanto, alguns fatores
ambientais tém uma importancia bastante significativa para o desenvolvimento da patologia,
como o fumo, por exemplo, que tem sido indicado como um fator de prevaléncia e severidade
para a doenca periodontal (ARNO et al., 1958; BERGSTROM, 1989; HABER et al., 1993;
STOLTENBERG et al., 1993; GROSSI et al., 1995; HEASMAN, 2006).

Com relagdo a avaliacdo clinica dos pacientes, a classificacdo das doengas periodontais é
baseada, principalmente, nos tecidos afetados. Dentre as inimeras subdivisdes existentes, vale
destacar a principal delas que inclui dois grandes médulos: a gengivite e a periodontite.

A gengivite caracteriza-se pelas modificagdes que afetam a gengiva e representa, de
acordo com diversos autores, os primeiros estagios do desenvolvimento da doenga periodontal.
As primeiras manifestacOes desta inflamacdo gengival sdo alteracOes vasculares que consistem
essencialmente na dilatagcdo dos capilares e aumento do fluxo sanguineo. A intensidade dos sinais
e sintomas clinicos varia entre individuos ou mesmo entre sitios de uma mesma denti¢do. Dentre
0s principais sinais clinicos caracteristicos da gengivite estdo o sangramento e o aumento da
sensibilidade das gengivas, além da perda de adesdo entre o epitélio juncional e o dente, a
formacdo de edemas e o surgimento de fibrose (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 1999). Quando ndo tratado adequadamente, um quadro de gengivite
potencialmente pode resultar em periodontite, acometendo outros tecidos do periodonto, como
osso alveolar e ligamento periodontal. Em muitos casos, a formacdo e o aumento da
profundidade das bolsas periodontais acompanham o desenvolvimento da doencga periodontal
(BASCONES-MARTINEZ & FIGUERO-RUIZ, 2004). De qualquer forma, gengivite e
periodontite induzidas por placa sdo certamente as mais freqiientes de todas as formas de doenca

periodontal (LISTGARTEN, 1986; SIGUSCH et al., 2001).



1.2. O papel da placa bacteriana

O envolvimento de microrganismos na etiologia, instalacdo e progressdo da doenca
periodontal encontra-se bem estabelecido, sendo que desde a década de 1960, alguns estudos ja
indicavam a relevancia da placa bacteriana para o inicio do desenvolvimento da patologia. (LOE
et al., 1965; SLOTS, 1977, SOCRANSKY et al., 1988; DAHLEN et al., 1992; XIMENEZ-
FYVIE et al., 2000; MOREIRA et al., 2001). Neste aspecto, vale ressaltar o trabalho de LOE e
colaboradores (1965), que destacou a associagdo entre a gengivite experimental e o acimulo de
placa bacteriana durante os 21 dias de experimento. Entretanto, uma completa identificacdo de
todos os agentes microbianos envolvidos com a doenca periodontal ainda ndo esta totalmente
definida. Estima-se que aproximadamente 500 espécies diferentes de bactérias normalmente
habitem a cavidade oral do homem, sendo a maioria comensais € uma pequena por¢ao de
patégenos oportunistas (MOORE & MOORE, 1994; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994;
PASTER et al., 2001).

Segundo BLACK (2002), a placa ¢ uma camada de microrganismos e matéria organica
(dextrana, proteinas da saliva e minerais) que se forma continuamente na superficie dos dentes,
iniciada pela adesdo de proteinas ao esmalte. Ao se permitir o acimulo da placa, pode haver o
desenvolvimento excessivo de bactérias potencialmente virulentas, iniciando-se o processo de
agressao ao hospedeiro. Em condicdes normais, as bactérias orais sdo predominantemente Gram-
positivas aerdbias facultativas, como Actinomyces viscosus e Streptococcus sanguis, e capazes de
formar comunidades em diferentes superficies como o esmalte, cemento e células epiteliais,
constituindo os chamados biofilmes (KOLENBRANDER, 2000). Esta adesao pode ocorrer, por
exemplo, através de adesinas que interagem com receptores especificos na pelicula dental. Além
disso, outros mecanismos podem determinar a seletividade na colonizagdo da pelicula, como no
caso das fimbrias, que auxiliam na aderéncia inicial de Actinobacillus viscosus (CARDOSO &
GONCALVES, 2002).

De uma maneira geral, os primeiros colonizadores do biofilme sdo capazes de suportar
altas concentracOes de oxigénio e resistir a varios mecanismos de remog¢do da cavidade oral
como degluticdo, mastigagdo, salivacio, fluxo nasal e fluxo crevicular. Sua replicacdo permite a
adesdo de espécies bacterianas chamadas de colonizadores secunddrios, capazes de se ligar aos

microrganismos anteriormente presentes. Nesta sucessdo ecoldgica da placa bacteriana ocorre



uma transi¢do do meio ambiente aerdbio, inicialmente caracterizado pela fixacdo de espécies
Gram-positivas anaerdbias facultativas, para um meio altamente privado de oxigénio, com a
predominancia de microrganismos Gram-negativos anaerobios (LISTGARTEN, 1986;
SIGUSCH et al., 2001). Com o aumento do nimero de camadas das placas de microrganismos,
sdo criados gradientes atmosféricos e nutricionais, diminuindo o nivel de oxigénio e criando as
condi¢des necessdrias a sobrevivéncia dos microrganismos anaerébios (SBORDONE &
BORTOLALIA, 2003). Dentre as principais espécies de bactérias associadas a doenga periodontal,
€ possivel destacar algumas que costumam ser encontradas com maior freqii€ncia, tais como
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Bacteroides forsythus e Fusobacterium nucleatum (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1992).

Em 1988, SOCRANSKY e colaboradores relataram que as interagdes microbianas sao
importantes em diferentes condi¢des periodontais, resultando em um estado sauddvel ou
patoldgico. A composicdo da placa bacteriana pode permanecer estavel devido a uma variedade
de interacOes entre as espécies constituintes sem provocar danos aos tecidos periodontais
(MARSH, 1994). Os fatores de viruléncia da placa bacteriana dependem da presenga ou aumento
de microrganismos especificos, capazes de produzir substancias que levam a destruicao dos
tecidos do hospedeiro (LOESCHE & SYED, 1978). Além disso, na por¢ao interna das bolsas
periodontais, a localizagdo ou distribuicdo dos patdégenos pode variar de forma bastante
significativa. NOIRI e colegas (2001), utilizando técnicas de imunohistoquimica, relataram a
presencga de diferentes espécies bacterianas em cada uma das regides da bolsa. Foi encontrado,
por exemplo, uma prevaléncia de Prevotella nigrescens aderida ao tecido epitelial na por¢ao
média da bolsa, Fusobacterium nucleatum e Treponema denticola em éreas de placa ndo aderida
nas porcoes apical e mediana da bolsa, Eikenella corrodens em areas de placa aderida ao dente
nas por¢oes apical e mediana da bolsa e Actinobacillus actinomycetemcomitans em areas de
placa ndo aderida na por¢cdo mediana da bolsa.

No entanto, apesar de necessdria, apenas a microbiota bacteriana nao € suficiente para
que a doenga periodontal ocorra. Alguns estudos indicam que a presenca de uma placa bacteriana
formada por microrganismos potencialmente patogénicos s6 pode provocar a enfermidade em
hospedeiros susceptiveis. Deste modo, embora a presenca de patdégenos no periodonto seja um
pré-requisito, a progressdo da doenca € dependente da resposta do hospedeiro aos

microrganismos presentes no biofilme bacteriano. Em estado de plena satde, hd um equilibrio



entre a viruléncia das bactérias e a resisténcia do hospedeiro. Quando esse equilibrio é quebrado,
por algum motivo como o aumento do potencial patogénico das bactérias ou a diminuicdo nas
defesas do hospedeiro, surge entdo a patologia (TROMBELLI & TATAKIS, 2003).

O acdmulo da placa na superficie dental adjacente aos tecidos gengivais promove o
contato das células do epitélio do sulco e do epitélio juncional com os produtos metabdlicos,
enzimas e os fatores de colonizacdo das bactérias (LINDHE, 1999). Ao atuar sobre o tecido
conjuntivo, as bactérias provocam reagdes inflamatérias no hospedeiro, traduzidas pelo acimulo
de células associado a ativacao de processos de destruicdo periodontal. Alguns trabalhos sugerem
que a progressdo da doenca se caracteriza por diferentes fases de repouso e destrui¢do tecidual.
Estes episddios de destruicdo, normalmente, surgem junto a mudangas na populagdo de células

do infiltrado inflamatdrio no tecido conjuntivo local (GAMONAL et al., 1999).

1.3. Modulagao da resposta inflamatéria e degradagdo de matriz extracelular

A resposta inflamatdria tradicionalmente € conhecida como uma reagao complexa contra
agentes agressivos ao hospedeiro (microbios ou células danificadas) que consiste da jungdo de
mudancas vasculares, migracao e ativacao de leucdcitos € mecanismos sist€émicos. Por defini¢ao,
os processos inflamatérios envolvem etapas simultaneas de destrui¢do e reparo. Portanto, embora
seja tida como uma resposta fundamentalmente protetora, a inflamacdo pode também ser
considerada como potencialmente deletéria. A resposta inflamatéria se inicia com uma fase
aguda, caracterizada como um processo rapido e relativamente curto de extravasamento de
fluidos e migragdo de leucdcitos (principalmente neutréfilos). Com a persisténcia da resposta
e/ou dos agentes infecciosos, pode ocorrer a evolu¢do para uma fase cronica que se estende por
um longo periodo, associada com a infiltracdo de macréfagos e linfécitos, proliferacio de vasos e
fibrose (KANTARCI & VAN DYKE, 2005).

Nas doengas periodontais, um quadro tipicamente inflamatério se desenvolve. J4 no
inicio da inflamacdo, modificacdes quantitativas e qualitativas acometem os tecidos periodontais,
especialmente a gengiva. No tecido gengival, as alteracdes j4 se destacam na primeira semana de
progressdo da doenca, com grandes mudangas na matriz extracelular local. Com o passar do

tempo e a permanéncia dos agentes infecciosos ou a manutencdo de mediadores inflamatdrios



secretados, os demais tecidos que compdem o periodonto também sdo afetados, com degradagao
de diversos componentes estruturais da matriz periodontal e que pode, portanto, promover
grande perda de adesdo dentdria. Ao atingir os tecidos do periodonto, os leucécitos recrutados da
corrente sanguinea juntamente com variados tipos celulares locais iniciam um processo de
ativacdo que culmina com a secrecdo de diversas substancias. Uma vez secretadas, estas
substancias remodelam a matriz extracelular local, permitindo a chegada de novas células
capazes de eliminar os microorganismos componentes da placa bacteriana e extinguir o foco
infeccioso. No entanto, como muitas vezes o agente infeccioso ndo é eliminado pela simples
ativacdo da resposta, o processo inflamatério persiste e adquire caracteristicas danosas ao
hospedeiro (KANTARCI & VAN DYKE, 2005; BARTOLD & NARAYANAN, 2006). Algumas
das bactérias consideradas importantes periodontopatdgenos possuem, ainda, mecanismos que
impedem a elaboracdo de uma resposta imunoldgica eficiente para a eliminacdo da placa
bacteriana, levando a uma cronificagdo do perfil inflamatério desencadeado. No caso de
Porphyromonas gingivalis, podemos destacar, dentre seus principais métodos evasivos, 0s
seguintes:

- inibi¢do da quimiotaxia de polimorfonucleares (MADIANOS et al., 1997);

- inibicdo da expressdo de IL-8 e ICAM-1 em células endoteliais (MADIANOS et al.,

1997);

- clivagem proteolitica de TNF-a (MEZYK-KOPEC et al., 2005);
- diminui¢@o de respostas imunolégicas celulares (Th1) (YUN et al., 2002);
- diminuicdo da expressdao de moléculas co-estimulatérias em mondcitos e células

dendriticas (COHEN et al., 2004).

Todos estes indicios levam a crer que, particularmente para Porphyromonas gingivalis,
ocorre um desvio da rede de citocinas do hospedeiro, incapacitando-o de gerar uma resposta
imunoldgica eficiente para a eliminacdo desta bactéria (FENG & WEINBERG, 2006). Ainda,
mecanismos distintos podem ser encontrados em outras espécies de microrganismos para escapar
da resposta imune. Um exemplo disso € a secre¢do de toxinas capazes de eliminar determinadas
células  imunoldégicas, como a leucotoxina-A  secretada  por  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, que promove a morte de mondcitos através da ativacdo da caspase-1, ou
a toxina “cytolethal distending” também produzida por Actinobacillus actinomycetemcomitans

(além de outras bactérias Gram-negativas), que induz apoptose em linfécitos T através da



ativacdo das caspases-2 e -7 (HENDERSON et al., 2003; KELK et al., 2003; OHARA et al.,
2004).

De acordo com NISHIHARA e KOSEKI (2004) uma das habilidades mais destacadas dos
periodontopatégenos se refere exatamente a sua capacidade de destruir a organizagdo da resposta
imune, tornando o hospedeiro mais susceptivel. Em conseqiiéncia disso, jd nos primeiros
estagios das lesdes periodontais € possivel notar a ocorréncia de alteragdes teciduais acentuadas,
caracterizadas pelo elevado grau de destrui¢do de fibras da matriz. Particularmente, a degradacdo
das fibras coldgenas tem sido amplamente divulgada em uma série de artigos cientificos (PAGE
& SCHROEDER, 1976; LISTGARTEN, 1986; SEGUIER et al., 2000 e 2001; LIU et al., 2001;
EJEIL et al., 2003).

Conforme ja foi destacado, a degradacdo da matriz extracelular na doenga periodontal
decorre da liberacao desbalanceada de uma série de substancias, como quimiocinas e proteases,
além de seus ativadores e inibidores, pelas proprias células residentes nas proximidades da
infecgdo ou por células inflamatdrias recrutadas para o local. De acordo com GRAVES &
COCHRAN (2003), uma vez que o nivel critico da producdo de citocinas pré-inflamatérias €
atingido, uma resposta fisiolégica pode se tornar patolégica. Nessa revisao, os autores também
destacam o aumento na producdo de IL-1 e do TNF-a na destrui¢do dos tecidos periodontais,
salientando que ambos possuem um papel fundamental no desenvolvimento da doenga, seja pela
estimulacdo da apoptose de células produtoras da matriz extracelular ou pela inducdo da
expressao de enzimas liticas.

Indmeros trabalhos tém demonstrado a relag@o entre a progressao da doenca periodontal e
a expressdo de citocinas nos sitios de inflamacdo, como as caracteristicas da resposta
imunolégica celular (Thl), responsdvel pelos sinais de inflamagdo, recrutamento de
polimorfonucleares, de células da linhagem macrofagica e de linfécitos citotéxicos, como IL-1,
IFN-y e TNF-a. As citocinas IL-1 e TNF-a, consideradas pré-inflamatdrias, produzem efeitos
pleiotrépicos, como a ativacdo de leucdcitos inflamatérios, aumento da permeabilidade celular e
indugdo da reabsorcdo 6ssea (GEIVELIS et al., 1993; REINHARDT et al., 1993; TSAI et al.,
1995; TOKORO et al., 1996; HIROSE et al., 1997). Ja IFN-y ativa macréfagos, que produzem
mais citocinas pro-inflamatdrias e realizam suas func¢des microbicidas (UKAI er al., 2001).
Entretanto, estudos como o de LAPPIN e colaboradores (2001) comprovaram a expressao de

mediadores da via humoral da resposta imune (Th2), sendo as células envolvidas nesta resposta



muito mais abundantes nas lesdes periodontais. As citocinas 1L-4, IL-5 e IL-6, por exemplo,
estdo envolvidas na ativacdo e proliferacdo de linfocitos B e, em ultima anélise, na producdo de
IgG e IgA especificas aos microorganismos que causam a infeccdo. A IL-4 também é capaz de
suprimir as funcdes fagociticas dos macréfagos, demonstrando uma relagdo regulatdria entre as
respostas imunologicas celular e humoral (UKAI et al., 2001).

Além disso, as células fagocitirias também sdo capazes de aumentar a expressdo de
enzimas produtoras de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, como o 6xido nitrico (NO),
amplamente citado como uma molécula de importancia vital em indmeros processos
inflamatérios. A produgcdo de NO associada a atuacdo de determinadas enzimas liticas estd
envolvida com a inativacdo de inibidores de proteinases, como o inibidor o ;-proteinase, (OWEN
& CAMPBELL, 1995). Dessa forma, muito embora o periodonto possua uma consideravel
capacidade de reparo, o desencadeamento de uma resposta imunoldgica desbalanceada atua
como o principal elemento indutor da doenca periodontal, degradando a matriz extracelular dos

tecidos locais, suas células mantenedoras e moléculas de controle da inflamacdo iniciada.

1.4. Atuacao das metaloproteinases de matriz e seus inibidores

De acordo com VAN DER ZEE e colaboradores (1997), a degradacdo de colageno pode
ocorrer por meio de duas vias que se diferenciam de acordo com as condi¢des existentes no
local. Uma via intracelular € ativada em condicoes fisioldgicas, com a fagocitose de fibras
coldgenas e sua degradacdo no interior celular. O segundo mecanismo envolve a liberacdo e
ativacdo de enzimas no meio extracelular, normalmente em condicdes patolégicas. Nesse
contexto, as endopeptidases sdo consideradas essenciais para os processos de degradacdo
tecidual. Dentre elas, a familia de enzimas denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs)
merece destaque, sendo caracterizada por uma ativagdo dependente de ions metdlicos,
normalmente zinco ou célcio, e pela capacidade de degradacdo de proteinas estruturais da matriz
extracelular (coldgeno, elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanos). As MMPs também sao
capazes de clivar moléculas dispostas na superficie das células, podendo regular o
comportamento celular e influenciar, ainda, uma série de processos fisioldgicos e patoldgicos,

incluindo aspectos do desenvolvimento embriondrio, morfogénese de tecidos, cicatrizagdo de



feridas, doencgas inflamatodrias e cancer (PARKS & MECHAM, 1998; STERNLICHT & WERB,
2001).

De acordo com STERNLICHT e WERB (2001), as MMPs constituem uma familia de
enzimas identificadas em diversas espécies, encontradas desde organismos como as hidras até os
seres humanos. No momento, pelo menos vinte e cinco MMPs foram descritas no grupo dos
vertebrados, sendo estas divididas em cinco categorias principais, de acordo com a estrutura de
seu dominio modular e sua conseqiiente forma de atuacio sobre substratos especificos:

- colagenases: MMP-1, -8, -13 e -18;

- gelatinases: MMP-2 e -9;

- estromelisinas: MMP-3, -10 e -11;

- MMPs de membrana: MMP-14, -15, -16, -17, -24 e -25;

- MMPs que ndo se enquadram nos grupos anteriores: MMP-7, -12, -19, -20, -21, -22, -23,

-26, -27 e -28.

Para atuarem, as MMPs precisam ser ativadas apropriadamente em local e momento
especificos. Assim, seu funcionamento € rigorosamente regulado, seja nos niveis transcricional,
pOs-transcricional ou protéico, com a participagdo de ativadores e inibidores (Figura 2). Devido
a grande sobreposicdo das especificidades de MMPs por diferentes substratos, costuma-se
assumir que a func¢do bioldgica de cada uma delas € ditada por padrdes de expressdo diferencial.
De fato, as diferencas na expressdo temporal, espacial e induzivel de uma MMP sdo
freqiilentemente associadas com seu papel diferenciado das demais. A expressdo génica das
MMPs costuma ser regulada por numerosos fatores estimulantes ou inibitérios, além de haver
indicios de regulacdo poés-transcricional através da estabilizacdo ou processamento de moléculas
de RNA mensageiro. No caso da MMP-13, -17 e -20, por exemplo, existe um mecanismo de
poliadenilacdo alternativa que resulta na formacdo de multiplos transcritos diferenciados entre si
(ALEXANDER & WERB, 1991; PARKS & MECHAM, 1998; STERNLICHT & WERB, 2001).
Embora muitas MMPs sejam secretadas constitutivamente apds sua tradugdo, algumas situacoes
particulares de controle da secre¢do existem. A liberacdo de MMP-12 de macréfagos, por
exemplo, ocorre apenas em resposta a ativagdo de proteina quinase C ou frente a estimulagdo
destas células com plasmina e trombina (RAZA et al., 2000; STERNLICHT & WERB, 2001).
Normalmente secretadas inativas, na forma de zimégenos, as MMPs precisam ser clivadas por

outras proteases, como serina proteinases ou outras MMPs, ou passarem por um auto-
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processamento para adquirir uma conformacdo ativa. Quanto aos seus inibidores, deve-se

destacar um grupo de quatro proteinas contendo doze residuos de cisteina em regides

conservadas, denominados inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Os TIMPs sao

expressos por uma grande variedade de tipos celulares e estdo presentes em muitos tecidos e

fluidos corporais. Eles sdo capazes de formar complexos ndo-covalentes com as MMPs, ligando-

se de forma reversivel em regides altamente conservadas das mesmas, principalmente nos sitios

de ligacdo das enzimas ao seu metal correspondente (GOMEZ et al., 1997). Diferentes TIMPs se

N

distinguem com relacdo a sua capacidade de se ligar as diferentes MMPs (WOESSNER &

NAGASE, 2000).

f Pr6 MMP : MMP ativada ,‘ IInibidor de MMP

Y Receptor de sinal L(]fr Receptor de MMP ﬁComplexo “scavenger”
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Figura 2. Mecanismos regulatérios das
MMPs, que podem incluir: (1) sinais
indutores ou repressores a partir do meio
extracelular, (2) transducdo de sinais
intracelulares, (3) ativacdo ou repressao
da expressdo génica, (4) processamento
do RNA mensageiro, (5) degradagdo do
RNA  mensageiro, (6) ativacao
intracelular, (7) secre¢do constitutiva, (8)
regulacdo da secrecdo, (9) expressdo na
superficie  celular, (10)  ativagdo
proteolitica, (11) processamento ou
inativacdo proteolitica, (12) inibig¢do
protéica, (13) localizagdo na matriz
extracelular, (14) localizagdo  na
superficie celular e (15) endocitose e
degradacdo intracelular. Adaptado de

STERNLICHT e WERB, 2001.



1.5. O gene RECK

Em 1998, TAKAHASHI e colaboradores descreveram um novo inibidor da atividade de
MMPs denominado RECK (“Reversion Inducing Cysteine-rich Protein with Kazal Motifs”).
Trata-se de uma glicoproteina de 110 kDa, que se encontra normalmente associada 2 membrana
plasmdtica das células através de uma ancora de glicosilfosfatidil inositol (GPI), e que contém
trés dominios semelhantes ao inibidor de serina-proteases, sendo o primeiro deles idéntico ao
motivo Kazal (C-X7-C-Xs-Y-X;3-C-X,3-C). O gene RECK € expresso em varios tecidos e 6rgaos
humanos, mas sua expressdo € baixa ou ndo detectivel em diversas linhagens tumorais. Além
disso, o RECK pode ser regulado negativamente por alguns oncogenes (como fos, mos, myc, ras
e src) e, quando transfectado, é capaz de reduzir o potencial metastitico de determinadas
linhagens de fibrosarcoma e melanoma (TAKAHASHI et al., 1998; SASAHARA et al., 1999;
WELM et al., 2002). Todas essas evidéncias, aliadas a estudos que demonstram sua participacdao
como inibidor da ativagdo de MMPs envolvidas na carcinogénese (como a MMP-2, -9 e -14),
podem garantir a definicdo do gene RECK como um eficiente supressor tumoral (TAKAHASHI
et al., 1998; OH et al., 2001; RHEE & COUSSENS, 2002) (Figura 3).

A maior diferenca entre 0 RECK e os TIMPs estd em suas respectivas localizagdes: o
RECK se localiza na membrana plasmatica das células, da mesma forma que algumas MMPs de
membrana, enquanto que os TIMPS sdo secretados. A ancoragem do RECK a membrana
plasmética € o que permite que ele atue na regulacio eficaz de eventos proteoliticos locais, como
o proprio processamento das MMPs (WERB, 1997). Enquanto a deficiéncia do gene RECK ¢é
letal para os embrides de camundongos, a deficiéncia dos genes de TIMP-1 e TIMP-2 tem pouco
efeito durante o desenvolvimento, sugerindo mais uma diferenca funcional entre as duas classes
de moléculas (NOTHNICK et al., 1997; CATERINA et al., 2000; WANG et al., 2000). Além
disso, o fenotipo normal pode ser recuperado em camundongos duplamente mutantes para RECK
pode se ocorrer uma mutacdo de MMP-2. Isso sugere que ambas as moléculas apresentam-se
intimamente relacionadas no processo de desenvolvimento embriondrio, confirmando a hipdtese

de que o RECK pode atuar como um elemento inibidor da atividade de MMPs (OH et al., 2001).
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Mudangas na matriz extracelular
levando a: invasiao de células
tumorais, angiogénese,

Timp1 \
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Figura 3. Acdo do inibidor RECK sobre a atividade de MMPs. A proteina RECK encontra-se
ancorada na membrana plasmdtica e atua inibindo a atividade de MMP-2, -9 e -14 (aqui
destacada como Mt1-Mmp) em diversas etapas da via. Além disso, também € possivel observar a
acdo regulatéria do oncogene ras sobre RECK, inibindo sua atuacdo. Adaptado de

“http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/m_reckPathway”.

1.6. Importdncia da regulacao de MMPs na doenca periodontal

A presenca de enzimas que degradam a matriz extracelular nos tecidos periodontais €
estudada desde 1981 (WOLLEY & DAVIES, 1981). Atualmente, muitos estudos tém focado a
expressdao de MMPs especificas durante o desenvolvimento da doenga periodontal, alguns deles
também voltados para uma andlise comparativa destas com seus respectivos TIMPs. SEGUIER e
colaboradores (2001), em concordincia com diversos grupos, demonstraram que o desequilibrio
entre MMPs e TIMPs é um dos fatores que lidera a degradacdo excessiva (ou patoldgica) da
matriz extracelular na enfermidade. Além disso, varios estudos tém confirmado um aumento na

expressao de MMPs na doenca. MAKELA e colaboradores (1994) e TERVAHARTIALA e
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colaboradores (2000), verificaram um aumento na expressao de MMP-2, -8, -9 e -13. Entretanto,
muitos resultados permanecem contraditérios ao se comparar tecidos periodontais sadios e
doentes, principalmente quando existe uma associacao da doenca com outros fatores agravantes.
DAHAN e colaboradores (2001), baseados em uma andlise semi-quantitativa da expressao de
RNA mensageiro, ndo encontraram diferencas significativas na expressao dos genes de MMP-2 e
-14 entre tecidos afetados ou ndo pela doenga periodontal. KOMATSU e colaboradores (2001),
em uma andlise semelhante, observaram niveis de expressdo aumentados dos genes de MMP-2 e
-14 quando tecidos afetados pela doenca periodontal foram comparados aqueles ndo afetados em
pacientes com Sindrome de Down.

Pouco ainda é conhecido quanto a expressdo localizada das MMPs in vivo (DAHAN et
al., 2001), embora existam andlises da expressio de MMPs por tipos celulares especificos.
Recentemente, NAESSE e colaboradores (2003) pesquisaram a expressdao de MMPs e TIMPs em
mastdcitos de pacientes com a doenga periodontal associada a presenca do HIV (“Human
Immunodeficiency Virus”). Os resultados indicaram que os mastdcitos de pacientes com a
doenca periodontal, somente com o HIV ou com ambos, apresentam uma expressao elevada das
MMPs 1 e 8 e uma expressao reduzida de TIMP-2.

Dessa forma, considerando que a expressdo diferencial de proteinases e seus inibidores
possa servir como um marcador diagnéstico eficiente (KINANE, 1992) e levando-se em conta a
falta de modelos experimentais associados as lesdes desenvolvidas na doenca periodontal
(TODESCAN, 2001), novos estudos na drea sdo de extrema importadncia para auxiliar na
elucidacdo dessa patologia que, atualmente, representa a maior causa da perda de dentes em
adultos e uma das mais freqiientes doencas humanas (LINDHE, 1999). Além disso, ainda ndo
foram realizados estudos sobre a expressio do gene RECK, um importante regulador da
remodelagem da matriz extracelular (NODA, 2003) na progressdo da doenca periodontal em
comparacdo com a expressao das MMPs por ele reguladas.

Por meio de caracterizacOes qualitativas e quantitativas da expressdo das MMPs e do
gene RECK, serd possivel encontrar fatores importantes relacionados a progressao e as vias de
regulacdo da doenga periodontal. A utilizagdo de um modelo animal pode permitir a elucidagdo
dos mecanismos moleculares que medeiam a patologia desenvolvida, buscando esclarecer

processos bioldgicos e encontrar ferramentas de potencial utilizagdo diagnéstica e/ou terapéutica.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as modificagdes na microbiota associada a placa

bacteriana e alteragOes teciduais associadas ao desenvolvimento inicial da doenca periodontal no

modelo de doenca induzida em ratos por ligadura de dentes. As andlises referentes as

modificagdes teciduais foram concentradas na gengiva, o primeiro tecido afetado pela doenca

periodontal, e basearam-se na avaliacao de:

variagdes na microbiota associada placa bacteriana;

modificagdes morfoldgicas (andlise de fibras reticulares proximas a membrana basal do
epitélio, andlise de drea ocupada por fibras colagénicas, espessura das fibras colagénicas);
perfil de células inflamatdrias (neutréfilos e macréfagos);

padrdo de atividade enzimdtica de MMP-2 e -9;

imunolocalizacdo de MMP-2 e -9;

padrdo de expressao génica das MMP-2, -7, -9 e -14, e do inibidor RECK.
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Resumo

A doenga periodontal € a patologia de maior incidéncia na denticdo humana, afetando os

O

tecidos do periodonto e provocando a perda de adesdo dos dentes. A placa bacteriana
considerada seu agente etioldgico principal, embora a evolucdo da doenga esteja associada a
progressao da resposta imunoldgica do hospedeiro. O primeiro tecido afetado com o surgimento
da doenca periodontal € a gengiva. No entanto, existem algumas dificuldades para estudar o
avanco inicial da patologia devido a auséncia de modelos que mimetizem eficientemente os
estudos em humanos. Esse trabalho caracterizou a dindmica da microbiota e as principais
modificagdes teciduais associadas ao desenvolvimento inicial da doenga periodontal em um
modelo de ratos com ligaduras. Neste modelo encontramos as principais caracteristicas
observadas na doenca periodontal humana, dentre elas a formacdo de uma placa bacteriana

caracterizada pela substituicio dos microrganismos Gram-positivos por Gram-negativos € a

intensa remodelacgdo das fibras de coldgeno presentes na matriz extracelular.

Introducao

A doenca periodontal caracteriza um grupo de lesdes nos tecidos que rodeiam e suportam
os dentes (TODESCAN, 2001). Trata-se de um termo bastante amplo, envolvendo enfermidades
no tecido gengival, nos tecidos conjuntivos periodontais e no osso alveolar (SOCRANSKY,
1977). E classificada como a doenca cronica de maior incidéncia na denticio humana e chega a
afetar uma enorme parcela da populagao mundial (TAANI, 1997).

De uma forma abrangente, as doencgas periodontais podem ser divididas em dois grupos
principais: as gengivites e as periodontites. As gengivites surgem como uma inflamagao tipica
com sintomas de dor, vermelhiddo, inchaco e sangramento das gengivas. As periodontites, por
sua vez, costumam decorrer do agravamento das condi¢des ndo tratadas da gengivite, com o
comprometimento de tecidos mais profundos (LISTGARTEN, 1986).

Atualmente, a placa bacteriana € considerada o agente etiolégico principal da doencga
periodontal. Em condi¢cdes normais, ela se deposita continuamente na superficie dos dentes,

compondo um biofilme bacteriano de espécies e condi¢des de cobertura caracteristicas (BLACK,
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2002; MADIANOS et al., 2005). Como uma verdadeira comunidade, os microrganismos da
placa possuem grande habilidade de auto-organizacdo e resisténcia a perturbacdes ambientais
(KOLENBRANDER, 2000). Quando ndao removida periodicamente, a placa pode agregar
bactérias Gram-negativas anaerdbicas de grande patogenicidade, levando ao inicio de uma
resposta inflamatdria no periodonto (LISTGARTEN, 1986; SIGUSCH et al., 2001).

Mas a evolugdo da doenga periodontal ndo estd relacionada apenas com a colonizacio da
cavidade oral por microrganismos patogénicos. Inicialmente, a infec¢ao por agentes microbianos
resulta na disponibilizacdo de elementos que podem causar destrui¢do direta do periodonto. No
entanto, outros fatores, como uma resposta imune exacerbada do hospedeiro, contribuem para o
agravamento das lesdes. O actimulo de células inflamatérias pode promover a degradacdo dos
tecidos periodontais, formacdo de granulomas e cronificagdo da doenca. Uma vez iniciada a
resposta inflamatdria, diversas alteragdes acometem a arquitetura tecidual local, desencadeando
um comprometimento acentuado de diversos componentes da matriz extracelular (COLEMAN,
2001; LAPPIN et al., 2001).

Considerando o grande impacto desta enfermidade na saide humana e levando em conta
a caracterizacdo pouco explorada de modelos animais para representd-la, este trabalho foi
desenvolvido com o intuito de caracterizar o inicio da doenca periodontal empregando o modelo
de ligaduras dentais em ratos, por meio da andlise da dinAmica populacional bacteriana envolvida
e das principais modificacdes teciduais desencadeadas. Esperamos com isso compreender
aspectos importantes referentes ao inicio da progressao da patologia, reforcando aqueles que ja
foram avaliados neste modelo animal, destacando-o como uma ferramenta importante de estudos

envolvendo a doenca periodontal.

Material e métodos

Obtengdo e manutengdo de animais

Foram utilizados vinte e quatro ratos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), machos,
adultos, com dez a doze semanas de vida e peso aproximado de 120g, origindrios do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Grupos de seis animais

foram acomodados em gaiolas de propileno e mantidos no biotério do Departamento de
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Microbiologia e Imunologia da UNICAMP, com padrao SPF (“Specific Pathogen Free”). Os
animais foram mantidos em ambiente com ciclo claro-escuro de doze horas e tiveram 4gua e
alimentacdo granulada (Labina/Purina) ad libitum. Os procedimentos seguiram as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) aprovados pelo

Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Grupos experimentais, inducdo da doenga periodontal e morte dos animais

Os animais foram divididos em quatro grupos de seis individuos cada, de acordo com os
tempos experimentais descritos a seguir.

A inducdo da doenca periodontal foi efetuada sob anestesia com cloridrato de ketamina e
xilasina, por meio da ligacdo de um fio de algoddao numero 10 amarrado ao redor dos primeiros
molares inferiores bilateralmente, segundo o procedimento descrito por JOHNSON (1975). Os
animais controle ndo tiveram ligaduras.

Os animais foram mortos apoés trés, cinco e sete dias de induc@o da doenca periodontal ou
sem a inflamagdo induzida (controle) e os fragmentos de mucosa gengival adjacentes aos
primeiros molares inferiores foram coletados para processamento segundo o protocolo adequado.
Para os ensaios posteriores, a porcdo gengival analisada foi aquela localizada mais proxima ao
epitélio oral, uma vez que algumas vezes a por¢do referente ao epitélio juncional e sulcular ndo
foi recuperada nos fragmentos.

As ligaduras também foram coletadas para andlise da microbiota associada. O par de
linhas extraidas de cada animal foi mergulhado em 100ul de PBS (tampao fosfato salino) e

congelado a -80°C até o dia de utilizag¢do para extra¢do do DNA bacteriano.

Extracdo de DNA bacteriano das ligaduras

Para andlise da microbiota associada a progressdao da doenga, foram utilizados dois
protocolos de extracdo de DNA gendmico bacteriano, adaptados de acordo com as instrugdes do
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega):
- Protocolo 1: para a extragdo de DNA de bactérias Gram-negativas;
- Protocolo 2: incluindo um tratamento prévio das amostras com lisozima, para a extracao

de DNA de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Para o Protocolo 1, as linhas de algoddao imersas em PBS foram centrifugadas a 13000G
por 2 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 600pl da solucao de lise e incubado por cinco
minutos a 80°C. As amostras foram tratadas com 3ul da solu¢do de RNase por uma hora a 37°C e
com 200pl da solugdo para precipitagdo de proteinas por dez minutos no gelo, antes de uma nova
centrifugacdo a 13000G por trés minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos
conicos contendo 600ul de isopropanol para precipitagdo do DNA. Apds centrifugados a 13000G
por dois minutos, os precipitados foram lavados com solu¢do de etanol 70% e secos a
temperatura ambiente por quinze minutos. O DNA obtido foi ressuspendido em 50ul de dgua
deionizada e mantido a -20°C até o uso. No caso do Protocolo 2, foram adicionados 480ul de
EDTA 50mM e 120ul de lisozima 10mg/ml e as amostras foram incubadas por uma hora a 37°C
e centrifugadas a 13000G por dois minutos antes do tratamento com a solugdo de lise.

As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotdometro GeneQuant RNA/DNA
Calculator. A concentracdo do DNA de bactérias Gram-positivas foi inferida a partir da somatdria
da concentragdo de DNA obtida no Protocolo 2 menos a concentracdo de DNA obtida no

Protocolo 1.

Andlise morfologica do tecido gengival sauddvel

Para a caracterizacdo do tecido estudado e defini¢do das dreas avaliadas, os fragmentos
gengivais foram fixados em paraformaldeido 10% por doze horas, incluidos em historesina
(Kendall) e processados para a obten¢do de cortes de 4um de espessura. Os cortes foram, entao,

corados com hematoxilina por cinco minutos e eosina por trinta segundos.

Andlise da dindmica de fibras coldgenas no tecido conjuntivo e fibras reticulares proximas a
membrana basal do epitélio

Para a andlise das fibras reticulares proximas a membrana basal do epitélio e do coldgeno
fibrilar no tecido conjuntivo gengival, os cortes foram oxidados durante dois minutos com
permanganato de potéssio 1%, descorados rapidamente com dcido oxdlico 3% e tratados durante
um minuto com alimen de ferro 1%. Apds isso, foram imersos em solucdo de prata amoniacal
por 2 dois minutos, formol 10% por trés minutos, cloreto de ouro 2% por dois minutos,
hipossulfito de s6dio por dois minutos e dcido picrico por dois minutos. Todos os passos foram

executados a temperatura ambiente (VILAMAIOR et al., 2000).
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Para avaliacdo da distribuicdo espacial das fibras de coldgeno no tecido conjuntivo, foi
utilizada uma ocular graduada (aumento de dez vezes), contendo um reticulo de integracdao
quadrilatero com cem pontos, acoplada ao microscépio de luz (Olympus) com uma objetiva de
cem vezes. Foram contados os pontos do reticulo totalmente preenchidos por fibras colagénicas
em quinze campos distintos do tecido conjuntivo de cada animal. A partir desses valores foram
calculadas as porcentagens de drea ocupada com coldgeno no tecido conjuntivo dos diferentes
grupos experimentais.

Para avaliar a organizagdo das fibras de coldgeno nos diferentes tempos experimentais, 0s
cortes foram corados com solucdo de Sirius Red 0,05% em &cido picrico por trinta minutos e
posterior contracoloracdo com hematoxilina por cinco minutos. Esta metodologia permite
distinguir as fibras com maior compacidade, coradas na tonalidade rosa-avermelhada, daquelas

de menor compacidade, coradas na tonalidade azul-esverdeada.

Andlise estatistica dos resultados
Os resultados foram testados por ANOVA (a priori) e Tukey (a posteriori), considerando

significativamente distintos valores de p<0,05 e utilizando o programa SYSTAT 10.

Resultados e discussdo

Dindmica da microbiota

O método de inducdo da doenga periodontal por meio de ligadura favoreceu a formagao
de placa bacteriana, evidenciada pela quantificacdo do DNA de microorganismos associados. As
concentragdes de DNA obtidas em animais com ligadura foram maiores que em animais sem
ligadura. Dessa forma, podemos inferir que esse método representa um modelo experimental
eficiente de inducdo da doenca periodontal, promovendo a formacdo do pré-requisito essencial
para a evolugdo da patologia: a placa bacteriana.

A quantificacdo do DNA obtido estd representada na Figura 1, que demonstra a dindmica
das populacdes de bactérias presentes na placa. E possivel notar no grifico que o
desenvolvimento da doenga € acompanhado por um aumento significativo da microbiota.

Inicialmente, a concentragdo de microorganismos Gram-positivos € maior que Gram-negativos.
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Ja no terceiro dia apds a ligadura, entretanto, podemos observar um aumento significativo nas
concentracdes de DNA bacteriano de ambas as populacdes. Entre trés e cinco dias de indugdo da
resposta inflamatdria, a populacdo de Gram-positivas diminui drasticamente e a populacdo de
Gram-negativas se estabiliza. Entre cinco e sete dias de inflamagao nao hd mais mudangas em

ambas as populagdes.

Analise do DNA bacteriano

b/c b/c

B Gram -
m Gram +

Concentracao de DNA (ng/pl)

0 3 5 7
Tempo de inducao da inflamacao (dias)

Figura 1. Andlise das concentra¢des de DNA bacteriano ao longo do desenvolvimento da doenga

periodontal. Letras diferentes representam valores diferentes (p<0,05; Tukey).

De acordo com KOLENBRANDER (2000), em condi¢des normais, algumas bactérias
formam comunidades em diferentes superficies da cavidade oral, como esmalte, cemento e
epitélio. Essas comunidades representam locais de grandes interacoes fisicas entre centenas de
espécies de microrganismos presentes na cavidade oral. Embora praticamente todos os
individuos apresentem uma placa bacteriana dental, em individuos sauddveis sua composi¢do
bacteriana é simples, com poucas camadas celulares (de uma a vinte) e predominancia de cocos
Gram-positivos, além de alguns representantes Gram-negativos aerdbios ou aerdbios
facultativos. Esses primeiros colonizadores da placa bacteriana sdo capazes de suportar altas
concentragdes de oxigénio e resistir a mecanismos de remocdo como degluticdo, mastigagao,
salivacdo ou fluxo nasal, sendo sua multiplicacdo essencial para a adesdo de outras espécies
bacterianas, chamadas de colonizadores secundarios. Em situa¢des que favorecam o actimulo de
placa, como auséncia de escovagcdo ou presenca de um componente facilitador da adesdao

bacteriana, como a ligadura utilizada em nosso modelo, ocorre um aumento do nimero de
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camadas de células bacterianas, levando a formagdo de gradientes atmosféricos e nutricionais,
com uma diminui¢do no nivel de oxigénio e maior sobrevivéncia de microrganismos anaerébios
(SBORDONE & BORTOLALIA, 2003).

Os colonizadores tardios da placa bacteriana geralmente sdo descritos como
microrganismos do tipo Gram-negativos anaerobios (SOCRANSKY er al., 1998). O aumento
significativo destes ultimos é um dos marcadores iniciais da gengivite, com a forma¢do de uma
placa composta por varias camadas de células (cem a trezentas) arranjadas de acordo com seu
metabolismo e tolerancia (LISTGARDEN & HELLDEN, 1978). Essas comunidades
microbianas constituem unidades funcionais que possuem grande capacidade de promover uma
acdo destrutiva no hospedeiro, causando causam danos a cavidade oral e desencadeando a
doenca periodontal (KOLENBRANDER, 2000).

Nossos resultados confirmam os dados descritos na literatura em humanos
(LISTGARDEN & HELLDEN, 1978; BRADSHAW et al., 1998; SOCRANSKY et al., 1998;
KOLENBRANDER, 2000; SBODORNE & BORTOLAIA, 2003), indicando que o modelo
animal deste trabalho pode servir como uma boa referéncia para estudos relacionados a dinamica
bacteriana associada a doenga periodontal. No entanto, também devemos atentar para uma outra
peculiaridade referente aos resultados obtidos neste estudo: nos dois ultimos periodos de
infeccdo estudados (cinco e sete dias), a quantidade total de DNA extraido ndo se altera
significativamente, sugerindo que a evolugdo da placa bacteriana esteja relacionada a mudancas
qualitativas e ndo quantitativas na populacdo de microrganismos. Segundo KOLENBRANDER
(2000), a colonizacdo de superficies orais por bactérias ¢ um problema de espaco e tempo. O
espacgo disponivel muda a cada acréscimo na comunidade, com a multiplica¢do de colonizadores
ou a inclusdo de novos habitantes. Baseado nas necessidades de cada organismo da comunidade,
o espaco disponivel representa um fator limitante para o crescimento continuo da placa
bacteriana. A partir de um dado momento, podemos pensar na ocorréncia de um equilibrio entre
0S microorganismos presentes € 0s novos que se agregam a comunidade ja formada, com um

tamanho populacional constante e sem modificacdes bruscas no nimero de individuos.
Caracterizacdo morfologica do tecido gengival

A gengiva € formada pela mucosa que circunda os dentes, unindo-se ao cemento e

processo alveolar. A Figura 2 apresenta uma gengiva sauddvel de ratos.
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Figura 2. Andlise estrutural do tecido gengival de ratos sauddveis, sem inducdo da doenca

periodontal. Coloragdao com hematoxilina e eosina. Em A, a barra representa 100um. Em B, C e
D, as barras representam 10um. (A) Visdo geral dos cortes histoldgicos de fragmentos gengivais
adjacentes aos primeiros molares inferiores. A drea delimitada contém a gengiva contendo as trés
diferentes porcoes de epitélios. A linha tracejada representa a regido de insercdo do dente. (B)
Epitélio juncional com células de formato prismdtico e nicleos maiores (seta). (C) Epitélio
sulcular com camada de células caracterizada pelo processo de paraqueratinizacio (seta). (D)

Epitélio oral com camada queratinizada (seta).

E possivel observar em detalhes a organizacio das trés principais regides do epitélio
gengival:

1) Epitélio juncional: estratificado e ndo-queratinizado, continuo ao epitélio sulcular. Possui
duas camadas basais e tem uma menor quantidade de jun¢des intercelulares, sendo mais
permedvel a passagem de produtos bacterianos para o tecido conjuntivo e de células do
tecido conjuntivo para o sulco;

2) Epitélio sulcular: estratificado, pavimentoso e paraqueratinizado, continuo ao epitélio oral

revestindo a borda lateral do sulco gengival. Compartilha das demais caracteristicas do
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epitélio oral, exceto pela presenca de células com queratinizacdo incompleta

(paraqueratinizacio);

3) Epitélio oral: estratificado, pavimentoso e queratinizado, apresenta quatro camadas
celulares distintas (basal, espinhosa, granular e cornificada). E projetado principalmente
para protecdo contra injurias mecanicas durante a mastigacdo, sendo sua resisténcia
derivada de uma grande quantidade de juncdes intercelulares, principalmente
desmossomos.

Na maioria dos fragmentos obtidos em nossos experimentos, foi possivel identificar os
epitélios sulcular e oral. A por¢do referente ao epitélio juncional muitas vezes foi perdida na
extracdo gengival, principalmente nas situacdes experimentais em que Os animais tiveram a
aplicacdo de ligaduras, ou seja, aos trés, cinco e sete dias de inflamacdo induzida.
Contrariamente, nos animais controle foi possivel encontrar freqlientemente um epitélio
juncional integro. Este achado nos leva a acreditar que o desenvolvimento de um perfil
inflamatério seja responsdvel por alteracdes teciduais que resultam em uma maior fragilidade
estrutural do epitélio juncional, uma vez que esta regido estd localizada em contato com a
ligadura e, portanto, sofre a acdo direta das bactérias aglomeradas junto ao fio de algodao e de

seus produtos metabdlicos liberados.

Modificacoes de matriz extracelular

A matriz extracelular € a substincia fundamental do tecido conjuntivo, rica em
proteoglicanas, proteinas e glicoproteinas, responsdvel pela sustentacdo dos tecidos e
manutencdo de suas caracteristicas fisicas. De acordo com CHAMMAS (1998), os diferentes
elementos da matriz interagem de maneira complexa, sendo que os processos de remodelacdo
sdo intrincadas cadeias bioquimicas, baseados no balanco entre sintese e degradagdo, além de
serem regulados em diferentes niveis. O estroma intersticial encontra-se em continuo “turnover”
e distdrbios deste processo normal podem levar a uma série de alteragcdes teciduais. Quando a
sintese predomina sobre a degradacdo, quadros de acimulo de matriz extracelular sdo
observados, identificados em uma série de lesdes inflamatérias (PAGE et al., 1978; FRIES et al.,
1994; ATUCCI et al., 2006; HERNANDEZ-PANDO et al., 2006; NIKOLAIDIS et al., 2006;
YUCA et al., 2006).
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Por meio da técnica de impregnacdo com prata, avaliamos a disposi¢do das fibras
reticulares na membrana basal do epitélio. No entanto, ndo observamos diferencas significativas
até os sete dias de indugdo da resposta inflamatéria, sendo que as fibras se mantiveram integras
da mesma forma que aquelas observadas no tecido controle (sem ligaduras). O resultado desta

andlise pode ser acompanhado na Figura 3.

Figura 3. Dinamica das fibras reticulares na membrana basal do epitélio oral gengival. As fibras
reticulares correspondem aos filamentos negros em contato com o epitélio. Impregnacdo com
prata. Barras representam 200um. (A), (B), (C) e (D) Microscopia 6ptica de zero, trés, cinco e

sete dias de inflamacdo, respectivamente.

Além disso, com a mesma técnica também observamos a dindmica do coldgeno fibrilar
no tecido conjuntivo, composto principalmente por coldgeno tipo I. Para avaliar a distribuicdo
espacial das fibras e determinar a &rea tecidual ocupada pelas mesmas, foi realizada uma
contagem de campos ocupados por fibras com o auxilio de uma ocular reticulada. Os cortes
avaliados estdo apresentados na Figura 4 e o resultado da andlise dos respectivos dias de

inducdo da doenca periodontal pode ser visto na Figura 5.
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Figura 4. Dinamica das fibras colagénicas no tecido conjuntivo gengival. Impregnacdo com
prata. Barras representam 120um. (A), (B), (C) e (D) Microscopia 6ptica de zero, trés, cinco e

sete dias de inflamacao, respectivamente.

Analise da area tecidual ocupada por fibras colagénicas
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Figura 5. Andlise da 4drea tecidual ocupada por fibras colagénicas no tecido conjuntivo gengival.

Letras diferentes representam valores diferentes (p<0,05; Tukey).

27



A andlise dos dados mostra uma diminui¢do crescente na drea do tecido conjuntivo
gengival ocupado por fibras colagénicas, particularmente do tipo I, j& que estas representam a
maior parte do coldgeno fibrilar. Essa diferenca chega a atingir um valor de 35% entre tecido
controle e o tecido com sete dias de inflamag¢ao induzida, indicando a ocorréncia de um intenso
processo de remodelagdo da matriz extracelular tecidual acompanhando os primeiros dias do
desenvolvimento da doenca periodontal. De acordo com um trabalho realizado em humanos por
EJEIL e colaboradores (2003), comparando pacientes com gengiva sauddvel e com inflamacdo
gengival branda, moderada ou severa, foi encontrada uma diminuicdo significativa entre os
grupos experimentais testados, com uma reducao de aproximadamente 20% na drea ocupada por
fibras colagénicas entre os dois grupos extremos (controle e inflamagdo severa). Além disso, a
porcentagem da drea ocupada por coldgeno no tecido controle foi semelhante aquela considerada
em nosso modelo, com um valor de 50% a 60%, também concordando com o trabalho de
GOGLY e colaboradores (1997). De acordo com PAYNE e colaboradores (1975), a perda de
coldgeno na resposta inflamatéria gengival, entre trés e quatro dias, usando um modelo de
doenca periodontal induzida em humanos, pode atingir até 70%.

Dessa forma, podemos supor que o modelo de ligadura aqui estudado nos forneca
indicios de um processo inflamatério bastante acentuado, com uma reducdo significativa de
fibras colagénicas na gengiva aos sete dias de inducdo. Isso nos parece totalmente plausivel,
principalmente se levarmos em conta os dados indicados por outros trabalhos desenvolvidos com
o modelo da ligadura em ratos, demonstrando uma significativa reabsor¢dao do osso alveolar ja
aos sete dias de indu¢do inflamatéria (HOLZHAUSEN et al., 2004). Além disso, de acordo com
JOHNSON (1975), que desenvolveu a metodologia originalmente, os animais podem ter uma
perda dentdria aos quarenta e cinco dias de inducio da patologia. Todos estes indicios mostram
que o modelo estudado neste trabalho realmente possa ser utilizado como uma ferramenta prética
e relativamente rapida para estudos relacionados a doenca periodontal.

As imagens derivadas da andlise de microscopia Optica mostram que aos sete dias de
indugdo da resposta inflamatéria hd a formagao de fibras colagénicas mais densas e organizadas
de uma forma bastante diferenciada do tecido sadio. Para verificarmos se ocorre de fato
diferenciacdo na espessura e compacidade das fibras de coldgeno ao longo da indugdo da
resposta inflamatoria, utilizamos a técnica de coloragdo com Sirius Red. Os resultados obtidos a

partir desta andlise podem ser observados na Figura 6.
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Figura 6. Modificacdes associadas as fibras de coldgeno na derme gengival. Coloragdo com
Sirius Red e hematoxilina. Barras representam 25um. (A), (C), (E) e (G) Microscopia de luz de
zero, trés, cinco e sete dias de inflamacdo. (B), (D), (F) e (H) Microscopia de polariza¢do de

zero, trés, cinco e sete dias de inflamacao.
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A dindmica das fibras colagénicas no tecido conjuntivo observada na técnica de Sirius
Red foi semelhante aos resultados analisados na impregna¢dao com prata. Nos animais controle,
as fibras de coldgeno apresentam uma disposi¢do ordenada com um entrelacamento entre aquelas
de maior espessura (coloragdo rdésea-avermelhada) e de menor espessura (coloragdo azul-
esverdeada). Com o inicio da inflamacdo, no terceiro dia, verificamos maior espagcamento entre
as fibras, sendo que aos cinco dias de inflamacao tal caracteristica se torna ainda mais acentuada
com uma significativa perda na quantidade de fibras delgadas e espessas. Ja aos sete dias de
indu¢do da resposta inflamatéria, entretanto, notamos uma reposicdo de fibras de maior
espessura, com orientacdo diferente daquela encontrada na auséncia do processo inflamatoério.

Assim, ao analisarmos em conjunto os dados da técnica de coloragdo com Sirius Red da
avaliacdo da drea ocupada pelas fibras colagénicas, percebemos que apesar do aumento na
quantidade de fibras mais espessas, hd uma diminuicao na distribuicdo homogénea de coldgeno
pelo tecido conjuntivo gengival como um todo. Diversos trabalhos sugerem a ocorréncia de uma
significativa perda de coldgeno com o avanco do processo inflamatério associado a doenca
periodontal (ELEY & COX, 1998; SEGUIER et al., 2000; EJEIL et al., 2003). No entanto,
outros estudos também apontam para a ocorréncia de um espessamento de fibras na primeira
semana da patologia. De acordo com a revisio de BARTOLD e NARAYANAN (2000),
simultaneamente a destruicdo de coldgeno pode ocorrer um reparo frustrado da matriz
extracelular. Assim, nos parece que os resultados de nosso trabalho sugerem uma hipétese
baseada no rearranjo de fibras colagénicas na matriz extracelular do periodonto com o
surgimento da doenga periodontal. Esse processo se caracteriza pela formacao de fibras mais
densas e espassadas entre si, com uma redugdo significativa na area ocupada por coldgeno
fibrilar no tecido conjuntivo gengival.

De acordo com HAKKINEN e colaboradores (2000), com o desenvolvimento da resposta
inflamatéria, um processo de cicatrizacdo pode ser iniciado e a organizacdo da matriz
extracelular local € consideravelmente modificada. Esta reorganizacdo tecidual é dependente de
uma série de fatores, dentre eles a ativacdo e a proliferacdo de fibroblastos. Nesse processo, os
fibroblastos sdo expostos a uma grande variedade de estimulos simultaneos, incluindo moléculas
da propria matriz extracelular e fatores de crescimento soluveis. Além disso, as proprias
proteinas da matriz extracelular podem ser moduladas por modifica¢des proteoliticas ou podem

ter sua estrutura alterada em funcdo de mudancas nas forcas tensoras locais. A secrecdao de
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diversos componentes durante a resposta inflamatéria pode afetar drasticamente a produgdo de
moléculas da matriz extracelular. Um aumento na produc¢do de coldgeno, por exemplo, pode estar

intimamente associada a uma alta taxa de secre¢do de TGF-p.

Conclusades

O modelo de indu¢do da doenga periodontal através de ligaduras demonstrou-se eficiente
em promover a formacdo da placa bacteriana e desencadear, conseqiientemente, o inicio da
patologia. A dinamica das populagdes bacterianas no inicio da doenga reforcam o modelo animal
empregado no desenvolvimento do presente trabalho. Além disso, as modificacdes no tecido
gengival caracterizam-se por uma dinamica bastante evidente de degradacdo de coldgeno, com
um espessamento de fibras colagénicas aos sete dias de indu¢do da doenca. Tais alteragcdes
podem ser decorrentes de mudancas na producdo de elementos relacionados diretamente com a
manutencdo e/ou renovacdo de elementos da matriz extracelular, como por exemplo as
metaloproteinases de matriz (MMPs) ou citocinas.

As alteracdes aqui descritas, portanto, reforcam a idéia de que € possivel utilizar um
modelo animal relativamente simples para estudar a evolucdo da doenga periodontal. O modelo
de ligadura dispensa a necessidade de se manter microrganismos vivos em cultura para posterior
inoculacdo e também possibilita o inicio da doenca de uma forma bastante préxima do que
ocorre naturalmente: a formacdo de placa parte de uma sucessdo de populagdes bacterianas
iniciada com colonizadores primdrios (bactérias Gram-positivas) e concretizada pelo
estabelecimento de outros colonizadores finais (bactérias Gram-negativas).

As alteracdes destacadas para o tecido gengival nos sugerem a ocorréncia de um processo
bastante dinamico de remodelagdo, cuja defini¢do podera representar o estabelecimento de uma
patologia mais severa em tempos de inflamacdo posteriores. Além disso, a elucidacdo de etapas
caracteristicas do inicio da doenca periodontal pode nos ajudar a explicar o desenvolvimento de
quadros posteriores mais criticos, favorecendo assim o melhor entendimento do processo

inflamatorio associado a esta patologia tdo importante e representativa.
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Resumo

A atividade das metaloproteinases de matriz (MMPs), uma familia de enzimas
dependentes da presenga de cations bivalentes, tem sido associada as modifica¢des teciduais
desencadeadas no inicio de respostas inflamatérias. Um novo inibidor da atividade destas
enzimas conhecido como RECK tem sido descrito em trabalhos relacionados ao
desenvolvimento tumoral. No caso das doencas periodontais, uma grande desorganizacdo de
elementos de matriz extracelular é o fator responsdvel pela perda de adesdo dos elementos do
periodonto ao dente. Particularmente na gengiva, o processo inflamatdrio iniciado promove a
degradacdo de elementos essenciais para a manutencdo do tecido, principalmente fibras
colagénicas, logo nos primeiros dias da doenga. Estudos sugerem uma diminui¢do de até 35% da
area ocupada por fibras colagénicas na gengiva na primeira semana de inducdo da doenca
periodontal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdao génica de MMP-2, -7,
-9, -14 e RECK, assim como a atividade de MMP-2 e -9 no desenvolvimento inicial da doenga
periodontal induzida através de ligadura em dentes de ratos. Os resultados indicam uma
manutencdo nos niveis de expressao génica de MMP-14 e RECK. H4 um aumento crescente na
expressdo génica de MMP-2 até os sete dias de inflamag¢do induzida, assim como um aumento
em sua atividade avaliada por zimografia. A imunohistoquimica nos indica que esta MMP deve
ser produzida por células residentes do sitio inflamatorio, como células epiteliais e fibroblastos.
No caso da MMP-9, encontramos um pico de expressdo gé€nica aos cinco dias de inflamacdo e
um pico de atividade aos trés dias. Tais picos sdo totalmente coerentes com a andlise de migracao
de macrofagos e neutréfilos, respectivamente. Os dados de imunohistoquimica demonstram que
esta MMP parece ser produzida por células residentes e também por células que migraram para o
foco da inflamacao, confirmando os ensaios anteriores. Para a MMP-7, foi encontrado um intron
no amplificado da PCR, sugerindo um possivel mecanismo de controle baseado no
processamento alternativo do RNA mensageiro. Dessa forma, sugerimos que a acentuada taxa de
“turnover” de fibras colagénicas na matriz extracelular de quadros de gengivite possa estar
intimamente relacionada a producdo de MMP-2 e -9. Além disso, podemos concluir que a
resposta inflamatéria do hospedeiro representa um dos fatores mais significativos para o avango

da doenca periodontal.
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Introducgao

A doenga periodontal representa um grupo de patologias com elevada incidéncia na
denticdo humana, que sdo responsaveis pela perda de adesdo dos tecidos periodontais ao dente
(TAANI, 1997; LINDHE, 1999). Dentre as principais modificacOes relacionadas a tal grupo de
enfermidades € possivel observar uma acentuada degradacdo de elementos teciduais
desencadeada pela resposta imunolégica do hospedeiro frente a presenca da placa bacteriana,
considerada o principal agente etiolégico da doenca (PAPAPANOU, 1989). Associada a esta
degradacdo encontra-se a ativacdo de um grupo de enzimas denominadas metaloproteinases de
matriz (MMPs). Juntamente com outros elementos, como 6xido nitrico, quimiocinas e diversas
proteases, as MMPs acarretam uma elevada taxa de remodelacio tecidual caracterizada pela
acentuada desorganizacao estrutural do tecido inflamado (REYNOLDS et al., 1994; VAN DER
ZEE et al., 1997; OZMERIC, 2004).

As MMPs pertencem, em vertebrados, a uma familia de aproximadamente 25 enzimas
com atividade proteolitica dependente de cations bivalentes, principalmente zinco e célcio. Sao
enzimas que podem ser encontradas na forma secretada ou ancoradas a membrana plasmatica das
células, normalmente produzidas em uma configuragdo inativa (na forma zimdgeno) e
dependentes de uma clivagem de seu pro-dominio para aquisicdo de atividade catalitica
completa. As MMPs sdo amplamente encontradas regulando diversos processos inflamatérios ou
de reparo tecidual, sendo, portanto, apontadas como representantes de um dos primeiros passos
associados a evolucao do sistema imunoldgico nos organismos (STERNLICHT & WERB, 2001;
PARKS et al., 2004).

O desenvolvimento de processos inflamatérios compreende uma série de respostas
celulares dependentes da integracdo de informacgdes seqiienciais como detec¢do de injuria ou
presenca de microrganismos, acimulo e intervencao de células que eliminam os microrganismos
e as células infectadas no hospedeiro, e o reparo de tecidos que sdo danificados pelos traumas
iniciais ou pela resposta do hospedeiro. De acordo com uma classificacdo das respostas
inflamatorias desenvolvida por NATHAN (2002), diversas categorias de doengas apresentam um
aumento da expressdo de membros da familia das MMPs, justificando sua categorizacdo como
importantes marcadores inflamatdrios. Juntamente com este aumento, também costuma-se

observar uma reducdo na expressdo de moléculas inibidoras de MMPs. O gene RECK é um
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destes componentes inibidores, descrito como importante regulador da atividade de MMP-2, -9 e
-14 em processos de desenvolvimento tumoral (TAKAHASHI et al., 1998; SASAHARA et al.,
1999; OH et al., 2001; RHEE & COUSSENS, 2002; WELM et al., 2002).

Particularmente no caso das doencas periodontais, alguns microrganismos como
Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus actinomycetemcomitans sdo capazes de produzir
colagenases proprias que danificam as fibras do tecido conjuntivo do hospedeiro. No entanto,
acredita-se que tais enzimas tenham um papel secundario na degradacdo de coldgeno associada
ao desenvolvimento da doenca, sendo que tal efeito deve-se a atividade de enzimas produzidas
por células do préprio individuo afetado (SODEK & OVERALL, 1992). As evidéncias para o
papel das MMPs na destruicao do periodonto sdo fortes e t€m sido suportadas por inimeros
achados, incluindo a producdo de niveis elevados de colagenases por tecidos gengivais afetados
em cultura, a detec¢do de colagenases ativas em maior quantidade que as inativas no fluido de
bolsas periodontais adjacentes a tecidos gengivais inflamados, e a presenca de RNAs
mensageiros de MMPs em células obtidas de lesdes periodontais (FULLMER & GIBSON, 1966;
GOLUB et al., 1985 e 1990; LEE et al., 1995; RYAN & GOLUB, 2000).

Como descrito por BIRKEDAL-HANSEN (1993) cada um dos diferentes tipos de células
encontradas nos tecidos periodontais € capaz de produzir uma bateria de diferentes MMPs
quando estimulado efetivamente por elementos como citocinas, derivados do dcido aracdonico e
fatores de crescimento. Células localizadas no sitio inflamatério, como fibroblastos gengivais ou
do ligamento periodontal, ja foram descritas como secretoras de algumas colagenases. Além
disso, células inflamatdrias que migram para o tecido afetado, como neutréfilos e macréfagos,
podem produzir uma grande variedade de MMPs (SORSA et al., 1988; GOLUB et al., 1995). As
células epiteliais, por sua vez, podem produzir uma grande quantidade destas enzimas,
promovendo a extensdo do epitélio juncional e a conseqiiente perda de adesdo do tecido
conectivo (UITTO et al., 1994).

Dessa forma, considerando a importancia da atividade de MMPs na evoluciao do quadro
inflamatério associado a doenga periodontal e levando em conta a elevada degradacao de fibras,
principalmente colagénicas, nos tecidos afetados, este trabalho buscou evidenciar a dindmica da
expressdao de MMP-2, -7, -9, -14 e do elemento inibidor RECK, bem como a localizagdo e
atividade enzimdtica de MMP-2 e -9 no desenvolvimento inicial da doenca periodontal induzida

com ligadura em dentes de ratos. A escolha destas MMPs foi baseada na regulacdo das mesmas
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por RECK, com excecdo de MMP-7, uma matrilisina com atividade associada a progressao de
diversas respostas inflamatdrias. Além disso, também avaliamos o perfil de migracdo de células
inflamatodrias, particularmente neutréfilos e macréfagos, para o sitio de infeccdo induzida.
Baseados em estudos prévios desenvolvidos por nosso grupo, que demonstraram que durante a
primeira semana da resposta inflamatdria ja é possivel observar uma reducdo significativa na
area ocupada pelas fibras de coldgeno no tecido gengival, esperamos elucidar um pouco mais o
inicio do desenvolvimento desta patologia tao importante, que afeta uma parcela considerdvel da

populacdao mundial.

Material e métodos

Obtengdo e manutengdo de animais

Foram utilizados sessenta ratos (Rattus norvegicus, Albinus, Wistar), machos, adultos,
(com dez a doze semanas de vida e peso aproximado de 120g), originirios do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP. Grupos de seis animais
foram acomodados em gaiolas de propileno e mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia e Imunologia da UNICAMP, com padrao SPF (“Specific Pathogen Free”). Os
animais foram mantidos em ambiente com ciclo claro-escuro de doze horas e tiveram 4gua e
alimentacdo granulada (Labina/Purina) ad libitum. Os procedimentos seguiram as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) aprovados pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Grupos experimentais, inducdo da doenga periodontal e morte dos animais

Para cada protocolo, os animais foram divididos em quatro grupos de cinco individuos
cada, de acordo com os tempos experimentais descritos a seguir. Foram considerados trés
protocolos no total: extracdo de RNA, extracdo protéica e técnicas de andlise morfoldgica
(metade dos materiais para inclusdo em historesina e metade para congelamento). Assim, foram

utilizados sessenta animais no total.
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A inducdo da doenca periodontal foi efetuada sob anestesia com cloridrato de ketamina e
xilasina, por meio da ligagdo de um fio de algoddo nimero 10 amarrado ao redor dos primeiros
molares inferiores bilateralmente, segundo o procedimento descrito por JOHNSON (1975). Os
animais controle ndo tiveram ligaduras.

Os animais foram mortos apos trés, cinco e sete dias de indu¢do da doenga periodontal ou
sem a inflamagdo induzida (controle) e os fragmentos de mucosa gengival adjacentes aos

primeiros molares inferiores foram coletados para processamento segundo o protocolo adequado.

Desenho de oligonucleotideos iniciadores sintéticos

Os oligonucleotideos iniciadores sintéticos (“primers”) especificos para cada um dos
genes estudados: MMP-2, -7, -9, -4, RECK e B-actina (usado como controle endégeno da reagdo
por ndo ter sua expressdo alterada com a doenga periodontal), foram desenhados com auxilio do
programa Gene Runner e do programa acoplado ao sistema ABI Prism 7000 Sequence Detection
(Amersham Bioscience). As seqiiéncias dos RNAs mensageiros utilizados foram obtidas no
“site” do NCBI. Os amplificados esperados de cada reagdo possuiam o mesmo tamanho: 151
pares de bases. Os “primers” desenhados, bem como os nimeros de acesso das respectivas

seqiiéncias de RNA mensageiros utilizadas como base, estdao indicados na Tabela 1.

Tabela 1. “Primers” desenhados.

Gene “Primer” direto (5°-3°)  “Primer” reverso (5’-3’) Acesso (NCBI)

B-actina tcctgtggcatccatgaaacta ccagggcagtaatctecttctg NM_031144.2
MMP-2 tgcgcttttctcgaatccat aagtgagaatctcccccaacac NM_031054.1
MMP-7  aagtggcattcccagaactgtca ctgcagtcccccaactaace NM_012864.1
MMP-9 tctetgggegeaaaatgtg atacgttcccggctgatcag NM_031055.1
MMP-14 ctgtcccgataageccaga gggtatccgtccatcacttg NM_031056.1

RECK  agaggtcaggctttaaaccacttg gaacggaagcatggctaacac XM_233371.3

Extragdo de RNA total, transcrigdo reversa e PCR em tempo real
O RNA total do tecido foi extraido com o “kit” RNeasy Mini (Qiagen). Apds

quantificacdo no espectrofotometro GeneQuant RNA/DNA Calculator e verificacdo da
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integridade das moléculas em gel de agarose 1,5%, a transcricdo reversa foi efetuada utilizando
50ng de RNA total de cada amostra, seguindo o protocolo do “kit” M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Apds quantificacdo do cDNA obtido no espectofotometro GeneQuant
RNA/DNA Calculator, as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas com o sistema ABI
Prism 7000 Sequence Detection e o “kit” SYBR Green PCR Master Mix (Amersham
Bioscience). O ensaio foi realizado com um volume final de 25ul por reacdo, cada uma
contendo: 150ng de cDNA, 10pmols de primer, 12,5ul de SYBR Green e o restante de dgua. As
condi¢des bdsicas da reagdo foram 40 ciclos de quinze segundos a 95°C para denaturagido, um
minuto a 60°C para anelamento e um minuto a 75°C de extensdo, seguido de mais dez minutos a
75°C no final dos quarenta ciclos para exteng¢ao final.

Antes dos ensaios de avaliacdo da expressdo génica, foram construidas curvas de
calibracdo para cada par de “primers” a partir de dilui¢cdes seriadas de uma amostra de cDNA.
Assim, foi assegurado que todos os pares de “primers” utilizados nestes experimentos
apresentaram uma eficiéncia maior que 90%. O protocolo adotado para esta padronizagdo prévia
e os cdlculos utilizados podem ser conferidos no boletim da Applied Biosystems (1997).

A avaliagcdo da expressao gé€nica nos tempos experimentais incluidos neste estudo foram

baseadas no método de 2724

, também descrito no boletim da Applied Biosystems (1997). Neste
procedimento, os dados representam mudangas da expressdo génica com relagdo ao tecido
controle (sem indu¢do da doenca periodontal), todos normalizados com o controle endégeno (j3-
actina). Os resultados do PCR em tempo real foram apresentados como valores de Ct, definido
como o nuimero de ciclos em que se comeca a detectar a presenca de produtos da reagdo. Assim,
quanto maior o valor de Ct, menor a expressao de um gene em determinada amostra. A partir de
entdo, foi calculado o valor de ACt através da soma: (Ct do gene alvo na amostra) — (Ct do
controle endégeno na mesma amostra). O AACt, por sua vez, foi calculado a partir dos valores de
ACt para um mesmo gene em amostras distintas: (ACt de um tempo experimental) — (ACt do
tecido controle). A variagdo na expressio gé€nica, ou “fold increase”, foi expresso pelo valor de 2°
AACUA partir disso utilizamos os seguintes parametros limites (HU et al., 2006):

- aumentos significativos na expressao génica foram identificados por “fold increase”>2,0;
- auséncias de alteracdo na expressdao génica foram identificadas por 0,5001>“fold

increase’’>1,9999;
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- diminui¢des significativas na expressdo génica foram identificadas por “fold

increase”<0,5.
Seqiienciamento dos fragmentos amplificados

Para confirmar a especificidade do ensaio de PCR em tempo real foi realizado o
seqiienciamento dos fragmentos amplificados. Para isso, realizamos PCR tradicional, utilizando
as mesmas condi¢des descritas para PCR em tempo real, com o “kit” contendo Taq polimerase
(Invitrogen), com andlise dos amplificados em gel de agarose 2%. Os produtos destas reagcdes
foram encaminhados ao Laboratério de Neurociéncias, da Faculdade de Medicina da USP. A
partir de entdo, foi realizada uma precipitacdo do DNA presente nas amostras com isopropanol
75% e etanol 70%. Os amplificados resultantes deste processo foram aplicados no seqiienciador
ABI 3100 (Applied Biosystems), utilizando-se o reagente Big Dye (invitrogen) € os mesmos
“primers” descritos neste trabalho para as PCRs em tempo real, porém em reacdes isoladas para
os “primers” diretos e o reversos. O pareamento das seqii€ncias obtidas foi realizado com auxilio

do programa BLASTNn, disponivel no “site”” do NCBI.

Zimografia

A extragcdo das proteinas dos fragmentos gengivais foi realizada em tampao contendo
50mM Tris-HC1 pH 7.4, 0,2M NaCl, 0,1% Triton, 10mM CaCl, and 1% de coquetel inibidor de
proteases (Sigma), com o auxilio de um triturador Polytron, da Kinematika. A quantificagdo
protéica total foi realizada de acordo com BRADFORD (1976), utilizando uma curva padrao de
BSA.

A zimografia para andlise da atividade de MMP-2 e -9 foi realizada em gel de
poliacrilamida 7,5% contendo gelatina 0,1%. Foram aplicados 70ug de proteina por amostra no
gel. Apods eletroforese, o gel foi lavado a temperatura ambiente com 2.5% Triton X-100,
incubado “overnight” em tampdo 50mM Tris-HCIl, pH 7.4 contendo 0.1 M NaCl e 0.03% de
azida sddica, a 37°C. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue (Sigma). As bandas
correspondentes a atividade gelatinolitica foram observadas apds lavagem com solug¢do contendo
metanol 30% e de 4cido acético 10%. Os géis foram avaliados pela densitometria das bandas

com o programa Science Image.
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Contagem de neutrdfilos
Os fragmentos gengivais foram fixados em paraformaldeido 10% por doze horas, incluidos
em historesina e processados para a obtencdo de cortes de 4um de espessura. Os cortes foram,
entdo, corados com hematoxilina por cinco minutos e eosina por trinta segundos, e lavados em
dgua corrente apds cada etapa.
Para contagem das células foi utilizada uma ocular com aumento de dez vezes, acoplada
ao microscopio de luz (Olympus) com uma objetiva de cem vezes. Foram contadas os neutréfilos
em quinze campos distintos do tecido conjuntivo de cinco laminas distintas. A partir desses

valores foram realizados os testes estatisticos.

Contagem de macrofagos

Os fragmentos removidos foram imersos em meio Tissue Tek, mergulhados em
nitrogénio liquido, armazenados em congelador a -80°C e processado em criostato Microm
(modelo HMS505E) para obtencao de cortes com 7um de espessura.

Foi utilizado o anticorpo primdrio de camundongo anti-CD163 (ou anti-ED2, um
marcador da linhagem macrofédgica) e o anticorpo secundério de cabra anti-imunoglobulina de
camundongo conjugado com peroxidase, ambos da Serotec. Os cortes foram fixados com
paraformaldeido 4% por dez minutos no gelo. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi
realizado com 3% de H,O, por quinze minutos a temperatura ambiente e o bloqueio dos sitios
inespecificos com PBS contendo 3% de soro albumina bovina (BSA, da Sigma) por uma hora a
temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com o anticorpo primdrio diluido 1:200 em
PBS contendo 3% BSA, “overnight™ a 4°C, e apGs lavagem, com o anticorpo secundério diluido
1:500 em PBS contendo 3% de BSA, por duas horas a temperatura ambiente. Finalmente, foram
incubados em solucdo de revelagdo por cinco minutos a temperatura ambiente, contendo 0,05%
de diaminobenzidina (DAB da Sigma) e 0,003% de H,O,. A reacdo foi bloqueada com édgua
destilada e a contracoloracdo foi feita com verde de metila por dez minutos a temperatura
ambiente.

Para contagem das células foi utilizada uma ocular com aumento de dez vezes, acoplada
ao microscopio de luz (Olympus) com uma objetiva de cem vezes. Foram contadas os neutréfilos
em quinze campos distintos do tecido conjuntivo de cinco laminas distintas. A partir desses

valores foram realizados os testes estatisticos.
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Imunohistoquimica para MMP-2 e -9

Os fragmentos removidos foram imersos em meio Tissue Tek, mergulhados em
nitrogénio liquido, armazenados em congelador a -80°C e processado em criostato Microm
(modelo HM505E) para obtencao de cortes com 7um de espessura.

Foram utilizados os anticorpos primdrios de coelho anti-MMP-2 e anti-MMP-9, ambos da
Chemicon, e o anticorpo secundério de cabra anti-imunoglobulina de coelho conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), da Sigma. Os cortes foram fixados com paraformaldeido
4% por dez minutos no gelo. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com a solu¢do de
bloqueio da Pierce por uma hora a temperatura ambiente. Os cortes foram incubados
separadamente com os anticorpos primdrios diluidos 1:100 solu¢do de bloqueio (Pierce),
“overnight” a 4°C, e apds lavagem, com o anticorpo secunddrio diluido 1:40 solu¢do de bloqueio
(Pierce), por duas horas a temperatura ambiente. Os nucleos das células foram contracorados
com 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, da Sigma), e as laminas foram montadas em
glicerol/PBS (3:1) contendo 1,4-diazabicyclo [2.2.2] octane (DABCO, da Sigma), como protetor
da fluorescéncia. A imunomarcagdo foi observada em microscopio Nikon (modelo 501) equipado
com lampadas de mercurio e de halogénio, e as imagens, adquiridas em video-cdmara Nikon
(modelo DNX 1200F). Os controles da reacdo foram realizados omitindo-se os anticorpos

primarios.
Andlise estatistica dos resultados

Os resultados foram testados por ANOVA (a priori) e Tukey (a posteriori), considerando
significativamente distintos valores de p<0,050 e utilizando o programa SYSTAT 10.

Resultados e discussdo

Andlise da expressdao génica de MMP-2, -7, -9, -14 e RECK

Os resultados das andlises de RT-PCR em tempo real estao indicados na Figura 1.
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Figura 1. RT-PCR em tempo real. Alteracdes no padrdo de expressao génica (“fold increase”) de
MMP-2, -7, -9, -14 e RECK no tecido periodontal, relativas ao tecido sem inflamacgao (zero dias

de ligadura). O gene B-actina foi utilizado como controle end6geno do experimento.

Entre os tempos experimentais avaliados, podemos notar que ndo houve alteracdo na
expressao de MMP-7, -14 e RECK. No entanto, hd um aumento na expressio de MMP-2 a partir
de cinco dias de inflamacdo induzida. Essa expressdo aumenta ainda mais aos sete dias de
resposta inflamatéria, com um nivel aproximadamente seis vezes maior que nos tecidos controle.
Com relagao a MMP-9, ha um aumento abrupto de expressdo génica aos trés dias de inducgdo
inflamatéria, com um pico aos cinco dias (aproximadamente dez vezes mais que no tecido
controle) e uma queda aos sete dias. Os dados referentes a expressio de Bf-actina demonstraram-
se coerentes com o esperado, uma vez que tal gene foi selecionado como um controle endégeno
justamente por esperar-se que o mesmo ndo sofre alteracdo de expressdo ao longo das situagdes
experimentais abordadas, nesse caso, com o desenvolvimento da resposta inflamatoria.

A auséncia de mudangas para os genes MMP-7, MMP-14 e RECK, sugere que estes nao
apresentam atividade associada a doenga periodontal, ao menos no periodo estudado. No caso do

RECK, a manutencdo do nivel de expressdo pode indicar que o mesmo ndo apresenta papel
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regulatério das demais MMPs expressas na patologia, a0 menos durante os dias de inducgdo
relatados neste trabalho. No entanto, antes de descartar o RECK como elemento inibidor das
MMPs no tecido gengival inflamado devemos pensar em estudos para avaliar seu papel na
recuperacio tecidual se o estimulo inflamatério (no caso a placa bacteriana) fosse removido. E
possivel que a expressdo de RECK seja aumentada com a cess@o do estimulo, promovendo uma
diminuicdo da atividade das MMPs cuja expressdo foi ampliada e, conseqiientemente,
promovendo uma recuperacio da gengiva apds o término da resposta inflamatoria.

No experimento deste trabalho, a construcdo de curvas de dissocia¢do apds o término das
reacOes foi importante, dado que o sistema de detec¢do em tempo real das amplificacdes utiliza
um corante com afinidade por duplas-fitas de DNA: o SYBR Green. De acordo com os
resultados, concluimos que todos os pares de “primers” utilizados em nossos experimentos
possibilitaram a obten¢do de produtos de reagdes compostos por apenas um tipo de amplificado.

Ainda com a finalidade de certificar a especificidade das reacdes, realizamos o
seqiienciamento de ambas as fitas de cada um dos amplificados obtidos. Para todos os genes
avaliados neste trabalho, exceto MMP-7, foi confirmada a especificidade dos amplificados,
considerando um pareamento minimo de 93% entre as fitas seqiienciadas e a seqii€ncias do “site”

do NCBI que foram utilizadas para a construcdo dos “primers” (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados de seqiienciamento dos amplificados gé€nicos pareados com seqiiéncias

depositadas no NCBI.

Seqiiéncia Nuamero de bases seqiienciadas % de identidade  Acesso (NCBI)
B-actina direto 82 100 NM_031144.2
B-actina reverso 93 100 NM_031144.2
MMP-2 direto 94 93 NM_031054.1
MMP-2 reverso 82 93 NM_031054.1
MMP-9 direto 115 99 NM_031055.1
MMP-9 reverso 96 97 NM_031055.1
MMP-14 direto 107 100 NM_031054.1
MMP-14 reverso 94 100 NM_031054.1
RECK direto 81 100 NM_031055.1
RECK reverso 76 98 NM_031055.1
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No caso da MMP-7, encontramos um amplificado seqiienciado que apresentava
pareamento com o RNA mensageiro correspondente apenas em suas extremidades. Ao
compararmos sua seqiiéncia com aquela depositada no NCBI como correspondente ao DNA
gendmico da MMP-7, encontramos um pareamento de 100% e percebemos que a por¢do ndo
paredvel das fitas seqiienciadas com o RNA mensageiro representava um intron. Em uma
primeira andlise, poderiamos pensar que o ocorrido correspondia a uma contaminagdo da
amostra com DNA gendmico. No entanto, essa possibilidade foi descartada, j4 que a amostra de
cDNA utilizada para as reacdes com todos os demais genes foi a mesma e, se houvesse
contaminagdo, poderiamos evidéncid-la em praticamente todas as reacdes. Dessa forma,
podemos pensar em um provavel evento de “splicing” alternativo, de acordo com o qual uma
porcdo correspondente a um intron deixa de ser clivada do RNA mensageiro primario de MMP-

7, podendo afetar a atividade protéica ou até mesmo inviabilizando a traducao.

Andlise da atividade de MMP-2 e -9

A zimografia utilizando gelatina como substrato indicou mudancas na atividade de MMP-
2 e -9, no decorrer da resposta inflamatéria. Houve aumento na atividade de MMP-2 até sete dias
de inflamacdo e, para a MMP-9, houve aumento abrupto aos trés dias de inflama¢do, com queda

até sete dias (Figuras 2 e 3).

Formas de
MMP-9
(110-80 KDa)

Formas de
MMP-2
(72-65 KDa)

Figura 2. Zimograma em gel contendo gelatina para andlise de atividade de MMP-2 e -9
extraidas do tecido gengival. As letras acima da coluna representam: (A e B) animais controle e

com (C e D) trés dias, (E e F) cinco dias ou (G e H) sete dias de inflamacao.
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Figura 3. Andlise da atividade de MMP-2 (A) e MMP-9 (B) no tecido gengival com os

diferentes tempos de inducdo da doenga periodontal. Letras diferentes representam valores

diferentes (p<0,05; Tukey).

De acordo com BIRKEDAL-HANSEN (1993), a MMP-2 é a metaloproteinase mais
abundante da matriz extracelular, sendo secretada por fibroblastos, queratindcitos, células
endoteliais, macrofagos, osteoblastos e condrocitos, além de presente no plasma sangiiineo.
Quanto a MMP-9, sua producdo € mais associada a leucdcitos polimorfonucleares. Além disso, a
MMP-2 € secretada logo apds sua sintese e a MMP-9 € armazenada em granulos e secretada
somente apoOs estimulo. Assim, € provavel que o aumento na atividade desta enzima observada
nos periodos de doenga induzida esteja relacionado a inflamacgdo resultante da ligadura (SOUZA
etal., 1999).

Os resultados encontrados complementam a expressio do RNA mensageiro para as
MMPs. No caso da MMP-9, vemos um pico de atividade enzimatica aos trés dias de inflamacao
e um pico de expressdo gé€nica aos cinco dias. Mas como podemos explicar um fendmeno de
expressdo protéica anterior a um fendmeno de expressao génica? Para responder a esta pergunta,
atentamos para dois detalhes importantes: 1) a proteina MMP-9 pode ter sido trazida ja pronta
para o sitio inflamatério juntamente com células migrantes e 2) as células que estdo secretando

MMP-9 ndo sdo necessariamente as mesmas que estao transcrevendo seu RNA mensageiro.
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Contagem de neutrdfilos e macrofagos

Para avaliar o influxo de células que acomete o tecido gengival durante o
desenvolvimento da resposta inflamatdria, realizamos a contagem de neutréfilos e macréfagos

(Figuras 4 e 5).
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Figura 4. (A) Neutréfilos no infiltrado inflamatério do tecido acometido pela doenca
periodontal. Coloracdo com hematoxilina e eosina. Barra representa 15um. (B) Cinética da
infiltragdo de neutrdfilos. A area de contagem representa aproximadamente 0,2mm’, em um
microscopio de luz com aumento final de 1000X. Letras diferentes representam valores

diferentes (p<0,05; Tukey).

H4 um pico de neutréfilos aos trés dias apds a indugdo da doenga, seguido por uma
significativa reducdo no nimero dessas células nos demais tempos experimentais. Como ja era
de se esperar, os neutrdfilos parecem formar a primeira linha de defesa contra a agressao ao
hospedeiro. Encontradas na circulagdo periférica, estas células sdo as primeiras a atingir o local
de inflamacgdo e compreendem cerca de 50% a 70% do total da populacdo de leucécitos. Uma
vez que atingem o sitio inflamatdrio, os neutréfilos liberam uma série de elementos armazenados
em seus granulos pré-produzidos, incluindo diversas proteases como algumas MMPs

(KOBAYASHI et al., 2005).
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Figura 5. (A) Macréfagos no infiltrado inflamatério do tecido acometido pela doenca
periodontal. Imunocitoquimica e contracoloragdo com verde de metila. Barra representa 15um.
(B) Cinética da infiltracdo de macréfagos. Cada drea de contagem representa aproximadamente
0,2 mmz, em um microscopio de luz com aumento final de 1000X. Letras diferentes representam

valores diferentes (p<0,05; Tukey).

No caso dos macréfagos, o pico de migracdo surge em cinco dias apos indugdo, com a
permanéncia dessas células ainda no sétimo dia. Os macréfagos sdo células capazes de responder
a diversos sinais no sitio inflamatdrio, ativando a expressao génica de varios componentes como
citocinas ou proteases (SCHUPPAN & RUHL, 1994). Podemos pensar que uma remodelagem no
tecido gengival, como ja avaliamos em outros trabalhos, pode ser decorrente da liberagcdo de tais
elementos por macréfagos recrutados para o sitio inflamatorio.

Quando comparamos os dados de expressao génica e atividade protéica com os dados de
migracdo de células inflamatorias, podemos perceber uma sobreposicdo de determinados
eventos, tais como:

- MMP-2 apresenta um aumento continuo na expressao génica e na protéica até os sete dias
de inducdo da inflamacdo, indicando que sua producdo deve estar vinculada a células
residentes no tecido gengival;

- 0 pico de expressdo génica para MMP-9 ocorre no mesmo periodo que o perfil de
migracdo de macrofagos, indicando que estas células possam ser uma fonte em potencial

para esta enzima;
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- o pico de atividade protéica para MMP-9 ocorre no mesmo periodo que o perfil de
migracdo de neutrdfilos, indicando que estas células possam ser um fonte em potencial

para esta enzima a partir de seus granulos pré-formados.

Imunolocalizagdo de MMP-2 e -9

Para avaliar a produgdao de MMP-2 e -9 por populacdes celulares especificas, realizamos
um ensaio de imunomarcagdo (Figuras 6 e 7). A MMP-2 apresentou marcagdo da camada basal
do epitélio e de células do tecido conjuntivo, mais acentuada aos cinco e sete dias. As células
marcadas na matriz extracelular do tecido afetado apresentaram uma morfologia distinta da
observada no tecido sadio, com um formado arredondado e menos fusiforme, indicando que a
expressao de MMP-2 possa estar relacionada com um aumento na atividade de fibroblastos, que
adquirem um citoplasma mais volumoso. A MMP-9 revelou a marcacdo de células epiteliais
basais, células do tecido conjuntivo e células no interior dos vasos sanguineos. Estas ultimas
apresentaram uma marcagdo mais acentuada e foram encontradas em maior quantidade nos
tecidos referentes a trés e cinco dias de inducao da resposta inflamatdria, fortalecendo a hipétese
de que a MMP-9 ¢ trazida ao sitio inflamatério no interior de células como neutréfilos migrantes.

Tais resultados se mostraram coerentes com os experimentos de andlise de migragcdo de
neutréfilos e macréfagos, sugerindo uma relagdo estreita entre a chegada de leucdécitos ao local
da inflamacdo e a producdo e/ou secrecao de MMP-2 e -9, com o conseqiiente avango da doenca

periodontal no tecido gengival.

52



Figura 6. Imunohistoquimica para MMP-2 no tecido gengival. Barras representam 25um. Os

tempos de inflamacdo sdo: (A, B e C) zero dias, (D, E, e F) trés dias, (G, H e I) cinco dias e (J,
K e L) sete dias. Em cada tempo temos visdo geral do tecido (A, D, G e J), regido de tecido

conjuntivo préxima ao epitélio oral (B, E, H e K) e detalhe de vaso sanguineo (C, F, I e L).
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Figura 7. Imunohistoquimica para MMP-9 no tecido gengival. Barras representam 25um. Os
tempos de inflamacdo sdo: (A, B e C) zero dias, (D, E, e F) trés dias, (G, H e I) cinco dias e (J,
K e L) sete dias. Em cada tempo temos visao geral do tecido (A, D, G e J), regido de tecido

conjuntivo préxima ao epitélio oral (B, E, H e K) e detalhe de vaso sanguineo (C, F, I e L).
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Conclusaoes

Os resultados deste trabalho indicam o envolvimento de MMP-2 e -9 nas modificacdes
iniciais associadas a doenca periodontal. De acordo com outros grupos de pesquisa e
experimentos desenvolvidos em nosso laboratdrio, a gengiva passa por algumas modificacoes
morfoldgicas caracterizadas pela degradacdo de componentes da matriz extracelular local.
Dentre estas modificacdes, a mais marcante € a diminuicdo na drea ocupada por fibras
colagénicas, cuja reducdo pode atingir valores de até 70% entre trés e quatro dias a partir da
resposta inflamatoéria instalada (PAYNE et al., 1975).

Nossos resultados indicam que a MMP-7 e -14, e o gene RECK ndo estao envolvidos no
processo inicial de progressdo da doenca periodontal induzida no modelo animal abordado neste
trabalho. Novos testes devem ser realizados para averiguar a expressdao protéica destes
componentes no mesmo modelo com o intuito de confirmar tal hipétese. No caso do gene
RECK, deveriamos realizar experimentos para avaliar o comportamento do mesmo apds a
eliminacdo do agente causador da inflamacdo, buscando verificar se o gene ndo possui algum
papel relevante no processo de recuperacgao tecidual.

Os amplificados de MMP-7 apresentaram um intron em sua composi¢do. Assim,
considerando que tal rea¢do ndo tenha sido derivada de uma contaminacdo com DNA gendmico
(dadas as evidéncias para os demais genes), novos estudos deverdo ser desenvolvidos para
verificar a possibilidade de ocorréncia de um fendmeno de “splicing” alternativo, talvez
associado diretamente a um mecanismo de controle da expressdo desta proteinase no
desenvolvimento inicial da doenga periodontal. Esta idéia € apoiada pela revisdo de
STERNLICHT & WERB (2001), descrevendo as diversas etapas de regulacdo das MMPs,
incluindo o processamento diferencial de RNAs mensageiros.

A expressao de MMP-2 e -9 revelou um perfil bastante coerente com o avango e a
dindmica do processo inflamatério. A MMP-2 foi encontrada com um aumento crescente em
relagdo a expressdo génica e protéica até os sete dias de inducao da doenga periodontal. Aliando-
se tal fato aos resultados de imunohistoquimica para esta enzima, concluimos que sua principal
origem provém de células epiteliais e fibroblastos, embora o aumento de marcacdo no tecido
conjuntivo gengival a partir dos cinco dias de inducdo, nos leve a acreditar que macrofagos

também possam estar associados a producdo de MMP-2. Para a MMP-9, encontramos uma
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relagcdo bastante sugestiva entre a migracdo de neutréfilos e macréfagos para o sitio inflamatério
e os niveis de expressdo génica e atividade protéica, indicando que estas células possam ser
responsaveis por sua producao e secrecao. A expressiao génica de MMP-9 foi similar a curva de
migracdo de macréfagos (com pico aos cinco dias de indug¢do da doenca), indicando que tais
células possam se tornar ativadas e passar a expressar o gene desta proteinase a partir dos sinais
inflamatorios produzidos no local.

Particularmente no caso dos neutréfilos, diversos trabalhos relatam o armazenamento de
proteases no interior de granulos presentes no citoplasma celular. A degradacdo de matriz
extracelular pelas proteinases derivadas de neutréfilos representam um papel fundamental para o
desenvolvimento de processos normais deste tipo celular, como penetragdo em barreiras
teciduais, remogdo de restos teciduais e remodelacdo tecidual (OWEN & CAMPBELL, 1995).
Como os neutréfilos maduros normalmente ndo sintetizam proteinases, essas proteinas
encontram-se armazenadas em seus granulos citoplasméticos que foram formados em diferentes
estagios da diferenciacdo celular (GRANELLI-PEPERNO et al., 1977; TAKAHASHI et al.,
1988; HANSON et al., 1990; STURROCK et al., 1992). Assim, a sintese de elementos como
algumas MMPs parece ocorrer completamente em precursores da medula dssea dos neutréfilos.
A MMP-9 € uma destas enzimas, que permanece armazenada como proenzima em pequenas
vesiculas até a ativacdo celular, quando decorre sua rdpida liberacio no meio extracelular
(DEWALD et al., 1982; HASTY et al., 1986; BOXER & SMOLEN, 1988; MURPHY &
DOCHERTY, 1992). Nossos resultados sugerem que o aumento abrupto na atividade detectada
para MMP-9 tecidual possa ser decorrente da chegada de neutrdfilos e sua posterior
degranulacao, logo aos trés dias de resposta inflamatoria.

Dessa forma, considerando o fato de que pouco ainda é conhecido sobre a localizacao das
MMPs in vivo e levando em conta a diversidade de resultados obtidos a partir de técnicas
variadas de andlise (DAHAN et al., 2001), além da pouca disposicdo de modelos animais
relacionados a doenga periodontal (TODESCAN, 2001), esperamos que nossos resultados sirvam
como suporte para a compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados ao
desenvolvimento inicial da doenga periodontal. Além disso, sugerimos que uma avaliagdo
completa do efeito das MMPs na progressdo da doenca deve ser estudada abrangendo outros

componentes como inibidores e moléculas auxiliares no processo de ativagdo enzimatica.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente trabalho nos permitiram chegar as seguintes conclusdes,

baseadas nos ensaios de inducdo da doenca periodontal em ratos, nos primeiros estigios da

rea¢do inflamatéria no tecido gengival:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A microbiota bacteriana associada a doenga apresentou uma dinamica caracteristica de
formacgdao da placa bacteriana, com a substituicdo de microrganismos Gram-positivos

normalmente encontrados na cavidade oral por Gram-negativos.

Nao foram observadas modificacdes na camada de fibras reticulares junta a membrana

basal do epitélio até os sete dias de inflamacdo induzida.

A drea ocupada pelas fibras de coldgeno fibrilar no tecido conjuntivo gengival apresentou

ma reducao de até 35% aos sete dias de inflamacao induzida.

Apesar da reducdo na drea ocupada pelas fibras colagénicas e da visivel diminuicdo das
mesmas com o avanco da resposta inflamatoria, foi observado um aumento na quantidade

de fibras mais espessas (de maior calibre).

Tanto a MMP-2 quanto a MMP-9 apresentaram modificacOes significativas ao longo da
evolugdo da doenga nos tempos experimentais estudados, afirmando a hipdtese de que as
mesmas estejam relacionadas com o intenso processo de remodelacio da matriz

extracelular que acomete o tecido gengival.

A andlise do perfil de células inflamatérias migrantes para o sitio gengival,
particularmente neutréfilos e macréfagos, juntamente com a imunomarcagdo tecidual de
MMP-2 e -9 e a avaliacdo da expressdo génica e atividade das mesmas nos levam a
indicar alguns de seus potenciais produtores. A MMP-2 parece estar sendo secretada por

células locais do tecido gengival avaliado, como células epiteliais e fibroblastos, além de
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7)

8)

9)

macréfagos recém-recrutados. A MMP-9 parece estar mais associada as células
inflamatoérias, sendo trazida em grandes quantidades aos trés dias de inflamacdo dentro
dos granulos pré-sintetizados de neutréfilos e produzida posteriormente pelos macréfagos

ativados no sitio.

A expressao génica de MMP-7 e -14, e de RECK ndo sofreram alteracdes ao longo dos

tempos inflamatorios estudados.

A presenca de um fragmento idéntico a um intron no amplificado derivado da PCR para
MMP-7 nos sugerem que tal enzima possa ter sua producao regulada por um mecanismo

de controle baseado no processamento alternativo do RNA mensageiro respectivo.

O modelo animal estudado neste trabalho apresentou caracteristicas relevantes e bastante
coerentes com as descri¢des de mudancas associadas a doenga periodontal encontradas na
literatura, inclusive no que se refere a casos em humanos. Estas evidéncias indicam que o
modelo de ligadura em ratos pode ser utilizado como uma ferramenta eficiente de

andlises da progressdo da doenga periodontal.
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