"" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDAE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
f.\

UNICAMP

CURSO DE GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

Trabalho de Concluséao de Curso

U\

Aluno(a): L/w 3” LOPES RODK 6

. am iy DOCHA MARQUES
Orientador(a): M ARCELO  ROCHA =

Ano de Conclus&o do Curso; =¥>4 1



FOP-UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Y |
- FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA v

UNICAMP

Estudo da atividade total de gelatinases no tecido gengival
e no plasma, durante a evolucao de doenca periodontal

experimental em ratos

Larissa Lopes Rodrigues

Piracicaba
2011



LARISSA LOPES RODRIGUES

Estudo da atividade total de gelatinases no tecido gengival e no
plasma, durante a evolucao de doenca periodontal experimental em
ratos

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado ao Curso de Odontologia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP

Orientador: Dr. Marcelo Rocha Marques

Piracicaba
2011



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas

Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba

Marilene Girello - CRB 8/6159

R618e

Rodrigues, Larissa Lopes, 1989-

Estudo da atividade total de gelatinases no tecido
gengival e no plasma, durante a evolugéo de doenga
periodontal experimental em ratos / Larissa Lopes
Rodrigues. -- Piracicaba, SP: [s.n.], 2011.

Orientador: Marcelo Rocha Marques.

Trabalho de Conclusao de Curso (graduacao) —
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Odontologia de Piracicaba.

1. Periodontite. 2. Metaloproteinases da matriz. I.
Marques, Marcelo Rocha, 1976- Il. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Odontologia de
Piracicaba. Ill. Titulo.




Dedico este trabalho ao meu orientador, Marcelo Rocha Marques. Sua paciéncia e
dedicacao, suas principais qualidades, foram essenciais para a finalizacao deste
trabalho. Seus ensinamentos e sua personalidade estardo sempre na minha

memoria.



Agradecimentos & FAPESP, pelo apoio financeiro. A minha mae e minha irm4, por

sempre estarem ao meu lado me apoiando.



RESUMO

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) coletivamente s&o capazes de
promover remodelagcdo do tecido conjuntivo e 0 excesso da atividade de tais
proteinases, tem sido relatada na degradacédo tecidual em doengas inflamatérias. A
atividade excessiva das MMPs, em particular as do grupo das gelatinases, no tecido
gengival e no fluido crevicular, evidenciaram a participacdo destas enzimas na
destruicao tecidual da periodontite. Este estudo investigou por meio de um modelo
de inducdo de doencga periodontal, a dinamica da atividade total de gelatinases
presentes no tecido gengival e no plasma circulante. Para este estudo, foi utilizado
um modelo de indugdo da doenca em ratos por meio da colocacdo de ligadura de
algodao ao redor dos primeiros molares inferiores. Foram realizados testes com as
gengivas, mandibulas e sangue coletados dos animais ap6s sacrificio. As gengivas
foram submetidas a testes para detectar a atividade de mieloperoxidase (MPO) e de
gelatinases. As mandibulas foram processadas e digitalizadas por meio de uma lupa
acoplada a uma camera digital, e através de um programa analisador de imagens
foram feitas medidas de perda 6ssea. O sangue coletado foi centrifugado, o plasma
foi separado e submetido a testes para deteccédo da atividade total de gelatinases.
Os resultados obtidos demonstraram que ha um aumento da expressdo de
gelatinases ndo s6 nas gengivas no sitio com periodontite, como também no plasma
circulante. O conhecimento de um modelo experimental reproduzivel é de suma
importancia tanto para novas analises sobre implicacbes sistémicas da doenga
periodontal, como para monitorar testes de novas abordagens terapéuticas que

visem o controle da expressao e atividade de gelatinases a nivel sistémico.

Palavras-chave: periodontite; metaloproteinases da matriz, proteinases.



ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMPs) participate of the connective tissue remodeling
and alto are related to tissue degradation in inflammatory diseases such as
periodontitis. Increased of the MMP activity, in particular of the gelatinases, have
been found in gingival crevicular fluid and gingival tissue during periodontal disease.
This study investigated the dynamics of the total activity of gelatinases present in the
gingival tissue and plasma in a model of induction of periodontal disease. Periodontal
disease was induced by the placement of a cotton ligatures around the mandibular
first molars. The gingival tissue, mandibles and blood were collected from animals
after sacrifice. The gingival tissues were tested to detect the activity of
myeloperoxidase (MPQO) and gelatinases. The mandibles were processed, digital
photographs were taken, and submitted to a single examiner who performed the
morphometrical evaluation of alveolar bone loss using linear method. Blood samples
were collected and centrifuged to separate the plasma, and it was subjected to
testing for the total activity of gelatinases. The results demonstrated that there is an
increasing of the expression of gelatinases not only in gingival tissue in site with
periodontitis, but also in circulating plasma. The knowledge of a reproducible
experimental model is very important to understand the systemic implications cause
by periodontal disease, and to monitor testing of new therapeutic approaches that
aim the control of expression and activity of gelatinases at the level systemic.

Key words: Matrix metalloproteinases; periodontitis, peptide hydrolases.
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1.0 Introducao

As metaloproteinases da matriz (MMP) constituem uma familia de enzimas
proteoliticas que participam da remodelacdo do tecido conjuntivo. Comumente o
aumento da atividade de MMPs, em particular as do grupo das colagenases e
gelatinases, no tecido gengival e no fluido crevicular, tem sido relacionada com a
degradacao tecidual em doencas como a periodontite.

Modelos animais de inducao de periodontite, especialmente em roedores, tém
sido amplamente usados tanto para o entendimento de sua etiopatogenia como para
testar novas terapias de tratamento desta doenca (Rovin et al., 1966; Sanavi et al.,
1985; Koide et al., 1995; Marques et al., 2005; Garlet et al., 2006; Garcia de Aquino
et. al., 2009). Dentre os modelos mais comumente utilizados para induzir doenca
periodontal tem-se: inducdo de peridontite por meio de ligadura de algodao em
molares de ratos, monoinfeccdo por meio de A. actinomycetemcomitans ou P.
gingivalis em comundongos, e injecdes de LPS também em camundongos.
Certamente a utilizagdo de diferentes animais para o estudo da doenga periodontal
possibilita que cada vez mais haja uma aproximacao da simulacao dos eventos que
ocorrem durante o desenvolvimento desta doenca no ser humano.

Para estudar a dindmica de atividade total de gelatinases utilizamos um
modelo de inducdo de doenca periodontal em ratos por meio da colocacdo de
ligadura de algodao ao redor de primeiros molares inferiores. Embora haja relatos na
literatura de deteccédo da atividade de gelatinases nas genvigas de animais com
doenca induzida por tal método, ainda ndo ha trabalhos descrevendo a dindmica de

atividade de tais proteases no tecido gengival e no plasma destes animais.



2.0 Revisao de literatura

2.1 Doenca periodontal

A periodontite representa uma doenca inflamatéria crénica, e é hoje no Brasil
e também em outros paises um problema de saude publica. Esta doenga se
desenvolve por meio de um processo complexo, multifatorial no qual as interacées
entre os componentes da placa bacteriana subgengival e os mecanismos de defesa
do hospedeiro determinam o inicio e a progressao da doenca. Clinicamente, a
periodontite se caracteriza por inflamacédo dos tecidos de protecdo e suporte dos
dentes, ocasionando perda de inser¢ao dentaria e perda dssea alveolar.

Na placa bacteriana periodontopatogénica sdo encontradas, dentre outras,
bactérias gram-negativas como Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Bacteroides
forsythus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans)
(CRPD, 1996). A presenca de bactérias e a liberacdo de seus produtos
desencadeiam uma reacéao inflamatéria no tecido periodontal que, dependendo da
expressao dos componentes inflamatérios do hospedeiro, pode levar a degradacao
do cemento, do ligamento periodontal e do osso alveolar.

Bactérias e seus produtos podem causar perda éssea inflamatéria em
diferentes infeccbes como: periodontite, otite média crénica e perda de implantes
ortopédicos (Moriyama et al., 1984; Sokransky e Haffajee, 1992; Harris, 1995;
Carayol et al., 2006). Na maioria dos casos de inflamagéo crénica associada com
infeccdo, um infiltrado de células mononucleares (mondcitos e linfécitos T e B) esta
tipicamente presente, e tais células tém um papel central no mecanismo de resposta
para o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Burger, 1984; Athanasou e Sabokar,
1999; Carayol et al., 2006).

O lipopolissacarideo bacteriano (LPS) foi a primeira substéncia bacteriana
capaz de induzir reabsorcao 6ssea in vitro (Hausmann et al., 1970). A capsula da
bactéria A. actinomycetemcomitans, formada por polissacarideo, é capaz de induzir
apoptose em osteoblastos (Yamamotto et al, 1999), e extratos desta mesma
bactéria inibem osteoblastos in vitro (Murata et al., 1997). LPS purificado de P.
Gingivalis inibe a diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos
(Kodono et al., 1999), além de estimular osteoblastos maduros a secretarem



colagenase (Sismey-Durrant e Hopps, 1989), que é o primeiro passo para
reabsorcao 6ssea.

Citocinas, quimiocinas e prostaglandinas tém sido identificadas como
reguladoras do processo imuno inflamatério na periodontite. Apds ocorrer a ativagao
de linfécitos, macrofagos e neutrdfilos, tais células podem secretar moléculas como
IL-18, TNF-a, IL-6, IL-8, IGF e prostaglandina E,, que, dependendo dos niveis de
concentracbes das mesmas no tecido periodontalmente doente, podem induzir
degradacdo de tecido conjuntivo por meio de reabsor¢cdo Ossea alveolar e
meteloproteinases da matriz (MMPs) (Fujihashi et al., 1993; Wiebe et al., 1996;
Fujihashi et al., 1996; Gemmell et al., 1997; Baker, 2000; Marques et al., 2009).

Osteoclastos ativos, envolvidos na reabsorcao éssea, sao células altamente
polarizadas. O dominio livre das células apresenta uma zona de “veda 0”7, um
cinturdo de adesdo formado por integrinas avb3, que tém seu dominio intracelular
ligado a actina F e o seu dominio extracelular ligado a osteopontina na superficie
6ssea (Chellaiah e Hruska KA, 2003). A lacuna de Howship é o local onde a matriz
Ossea é removida pelo osteoclasto. A remocao da matriz 6ssea ocorre em duas
fases: primeiramente, o componente mineral € mobilizado em um ambiente &cido
(pH ~ 4,5), em seguida o componente organico € degradado pela catepsina K
(Vaaraniemi et al., 2004.)

A compreensdao dos mecanismos moleculares que regulam a formacéao de
osteoclastos tem avancado nos ultimos anos. Tal avango se deu principalmente
apds o0 a descoberta e entendimento do controle da atividade destas células por
meio das moléculas: receptor activator of nuclear factor kappa B (RANK), RANK-
Ligand (RANKL) e osteoprotegerin (OPG). O RANKL que, fisiologicamente, é
expresso por osteoblastos, células T e B, é conhecido por induzir a diferenciagdo de
células precursoras de osteoclastos, que tem a capacidade de expressar 0 RANK
(Takayanagi, 2007, e Boyce e Xing, 2008). Inversamente, a OPG, que é expressa
por osteoblastos e células B, pode ligar-se interagir com RANK, limitando assim a
formacao e degradacao ésseas (Boyce, 2009).

O processo de resposta inflamatéria ocorrido na doenca periodontal, promove
uma alteracdo nos niveis de expressao de citocinas, quimicocinas dentre outros
fatores no sitio periodontalmente doente. Tais fatores inflamatérios, por sua vez,
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podem modular osteoblastos e fibroblastos a aumentarem a producao de RANKL,

culminando com a formagao de osteoclastos, que promoverao perda 6ssea alveolar.

2.2 Metaloproteinases da matriz (MMPs) e doenca periodontal

Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) representam uma
importante familia de endopeptidases zinco-dependentes, que coletivamente séo
capazes de degradar todas as proteinas da matriz extracelular (ME). Sao
classificadas em subgrupos de acordo com a capacidade de degradar substratos
especificos pelos quais tém afinidade. Como exemplo de alguns subgrupos pode-se
citar: colagenases intersticiais (MMP-1 e MMP-8), estromelisinas (MMP-3 e MMP-
10), gelatinases (MMP-2 e MMP-9) e MMPs de membrana (MT-MMPs) (Woessner,
1998). As MMPs séo expressas pelas células do tecido conjuntivo em respostas a
estimulos especificos, desta forma participam da manutencdo da homeostasia
tecidual. Sdo também produzidas por células polimorfonucleadas que eventualmente
possam estar presentes no tecido conjuntivo (Woessner, 1998). Sua atividade no
tecido € regulada por inibidores especificos, denominados inibidores teciduais de
metaloproteinases da matriz (TIMPs) (Rifas et al,, 1989). Atividade excessiva de
MMPs, em particular as pertencentes ao grupo das colagenases e das gelatinases, é
observada em processos patolégicos como: a periodontite, osteoartrite, canceres
metastaticos e aneurismas (Birkedal-Hansen, 1993).

Além de ser sintetizada apds estimulos especificos, como por exemplo
mediadores inflamatérios, a gelatinase MMP-2 representa uma enzima constitutiva,
ou seja, de expressdo continua. Tal enzima pode ser secretada por fibroblastos
(Salo et al, 1985), células endoteliais (Kalebic et al, 1983), mondcitos e
osteoblastos (Birkedal-Hansen, 1993; Rifas et al., 1989). Ja a gelatinase MMP-9 (ou
gelatinase B - 92 kDa) é expressa por leucécitos polimorfonucleares (Hibbs et al.,
1984), macréfagos (Mainardi et al., 1984) e células epiteliais (Woodley et al., 1987).

Metaloproteinases da Matriz como: MMP-1, -2, -3, -4, -7, -8, -9, -13, -25 and -
26 ja foram detectadas em biopsia de tecido gengival e fluido crevicular de pacientes
com periodontite. Um aumento significativo na expressao e na atividade de MMP-2 e
MMP-9 no tecido gengival e no fluido crevicular, sugere a participacdo destas
enzimas na destruigao tecidual durante a periodontite (Gangbar et al., 1990; Mékela
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et al., 1994). Além disso, ja foi observado que a atividade destas enzimas também &
aumentada em doencga periodontal experimetal em animais (Marques et al., 2009)

O LPS bacteriano é capaz de aumentar a secregao de MMPs por macréfagos
in vitro (Wahl et al., 1974), e inje¢cdes gengivais de LPS geram um infiltrado de
leucécitos polimorfonucleares, os quais também secretam MMPs (Llavaneras et al.,
1999). Além disso, ja foi demonstrado que P. gingivalis e IL-1beta foram capazes de
induzir fibroblastos do ligamento periodontal humanos a produzir MMP-2 in vitro
(Pattamapun et al., 2003).

Estudos investigando citocinas como IL-1B e TNF-a, verificaram que as
mesmas possuem efeito indutivo na expressao génica das MMPs (McGeehan et al.,
1994; Irwin e Myrillas, 1998). Estas citocinas, e também a IL-6, podem influenciar
diretamente na expressao dos TIMPs, e a regulacao destes fatores, podem ter um
papel importante na degradacao tecidual em doencas inflamatérias (McGeehan et
al., 1994, Sato et al., 1990, Irwin et al., 2002).

Pela importante relagdo entre a atividade das MMPs e a sua capacidade de
destruigdo tecidual, tem sido investigado in vivo, a regulagdo destas enzimas por
inibicdo da producdo das mesmas, ou por inibicdo de sua atividade na matriz
extracelular. Tal efeito inibitério, funcionaria como um suporte terapéutico em
doencas causadas por processos inflamatérios como a acontece na doenca
periodontal (Karatzas et al., 2000; Ramamurthy et al., 2002 ; Gapski et al. 2009).

12



3.0 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo:

1) Investigar a dindmica da atividade total de gelatinases no tecido gengival
de ratos com periodontite induzida por ligadura.

2) Tentar correlacionar, no tecido gengival de ratos com periodontite
induzida, a dindmica da atividade total de gelatinases com o nivel de
infiltrado inflamatario;

3) Investigar se ha correlacao entre a atividade total de gelatinases no tecido
gengival com a taxa de perda 6ssea alveolar em ratos com periodontite

induzida.

13



4.0 Material e Métodos
4.1 Inducao de periodontite

Periodontite foi induzida colocando-se um fio de algoddo ao redor dos dois
primeiros molares inferiores de 32 ratos Wistar machos com 4 semanas de idade.
Para controle negativo, oito animais ndo receberam a ligadura.

Grupo Controle (C): sem doenca

Grupo PP10: 10 dias de doenga

Grupo PP20: 20 dias de doenga

Grupo PP40: 40 dias de doenca

Grupo PP20+20: 20 dias de doenca, remocao da ligadura, + 20 dias sem
ligadura

Ap6s cada tempo experimental os animais foram anestesiados, e
aproximadamente 2 mL de sangue foram obtidos por punc¢éo cardiaca em coletados
em tubos heparinizados. Em seguida os animais eram mortos por meio de
deslocamento cervical e 0 sangue era centrifugado para a remogao e congelamento
(a -70°C) do plasma obtido.

4.2 Medicao da perda ossea alveolar

ApGs o sacrificio dos animais e remocao das gengivas, as mandibulas (n=8
por grupo para cada tempo experimental) foram limpas com o auxilio de uma gaze
para remocao do tecido mole. Posteriormente foram mergulhadas em uma solugéo
de peréxido de hidrogénio a 3% onde permaneceram por 16 horas. Em seguida as
mandibulas foram lavadas em agua deionizada e entdo mergulhadas em uma
solugdo de azul de metileno por 1 minuto. Apds lavagem em agua corrente por 2
minutos, as pegas foram secas em estufa a 37°C por 1 hora. As faces linguais e
vestibulares das hemimandibulas direitas foram digitalizadas por meio de uma lupa
acoplada a uma camera digital (Leica) e, utilizando-se de um programa analisador
de imagens (ImageTool), foram feitas medidas lineares entre a crista 6ssea alveolar
e a juncao amelo-cementaria em 3 pontos (pontos mais alto das cuspides do molar)
de cada face (vestibular e lingual). Em seguida foi feita uma média das medidas
obtidas por cada animal. Tais medidas foram realizadas por um avaliador

14



previamente calibrado, e cédigos foram feitos para que o mesmo nao soubesse de
qual grupo se referia cada amostra lida.

4.3 Ensaio fluorimétrico para medir a atividade total de gelatinases nas

genvivas e no plasma

Para medir atividade total das gelatinases presentes no tecido gengival (n=5
por grupo para cada tempo experimental), as amostras (gengivas ao redor dos
primeiros molares inferiores esquerdos) foram lavadas em tampéao fosfato salino,
cortadas em fragmentos menores e apds a pesagem dos fragmentos, 0s mesmos
foram colocados em um tubo tipo eppendorf estéril contendo 0,6 mL de meio de
cultura (DMEM-Gibco, New York, USA), suplementado com 40ug/mL de garamicina,
para de 0,2 gramas de tecido. Em seguida, os tubos contendo o tecido e meio de
cultura foram levados a uma estufa a 37°C e ap6s 2 horas o meio foi substituido por
outro meio novo. Apds 18 horas de incubacao a 37°C, o sobrenadante foi coletado e
guardado em nitrogénio liquido. A quantificacdo de proteinas totais de cada amostra
foi realizada pelo método de Bradford (Bio-Rad).

Cerca de 30 ug de proteina total de cada de gengiva, e aproximadamente 2uL
de plasma foram separadamente homogeneizadas com um tampao Tris-CaCl2 (50
mM Tris, 10 mM de CaCl2, 1 M ZnCI2) e a atividade gelatinolitica total foi medida
utilizando-se do “kit” DQ Gelatin (E12055; Molecular Probes, Eugene, OR, E.U.A.) e
um Fluor metro (A-excita o0: 495 nm, A-emissdo: 515 nm; Gemini EM, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, E.U.A.). Uma curva padrao de atividade gelatinolitica e os
controles positivos e negativos foram preparados como recomendado pelo fabricante
do “kit”.

4.4 Ensaio para quantificacao de mieloperoxidase no tecido gengival

O tecido gengival ao redor dos primeiros molares inferiores direitos, foram
utilizados para medicdo da expressdo de MPO, um marcador de infiltrado
neutrofilico. As amostras do tecido gengival foram pesadas e adicionado 1 mL de
brometo de hexadeciltrimetilaménia (HTAB, Sigma Chem. Co., EUA) para cada 50
mg de tecido, seguido de homogeneizagdo (Heidolph Diax 900, Alemanha). Os
homogenatos foram aquecidos durante duas horas a 60° C em banho maria e entdo
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centrifugados a 10.000g durante 5 minutos. Apds o término da centrifugagcédo, os
sobrenadantes foram usados como fonte para medida da atividade de MPO. 40
Cinquenta microlitros de homogenato foram adicionados a 200 L de tamp o fosfato
de potassio, pH 6.0 contendo 0,164 mg/mL de dihidrocloreto de odianisidina (Sigma
Chemical Co., EUA) e 0,0005% de agua oxigenada (Merck, Alemanha). A mudanca
de absorbancia (OD) foi medida em leitor de ELISA a 460nm durante 20 minutos a
intervalos de 20 segundos. Graficos mostrando a variagcdo de absorbancia em
fungdo do tempo foram obtidos, a partir dos quais foram calculados os valores de
Vmax/seg. Do grafico de OD (densidade éptica ou absorbancia) em funcéo do tempo
em segundos, foi escolhido o intervalo de tempo no qual as medidas de OD
mostravam linearidade com o tempo (correspondendo ao valor de r2 mais proximo
de 1), obtendo assim o valor de Vmax/seg. (BRADLEY et al., 1982).

Os resultados obtidos para os valores de perda 6ssea e de atividade total de
gelatinas (para plasma e gengivas) foram submetidos a ANOVA e teste de Tukey, e

foram considerados significantes valores de p<0.05.



5.0 Resultados
5.1 Perda ossea alveolar

A partir das imagens digitalizadas das hemimandibulas, foram feitas 3
medidas na face lingual e 3 na face vestibular. A partir dessas medidas foram
calculadas duas médias, uma para a face vestibular, e outra para a lingual, e a
partir destas duas médias foi calculada a média de perda 6ssea total por animal.

Como observado na figura 1, todos os grupos que receberam ligadura
possuiam maior perda 6ssea alveolar quando comparado ao grupo controle. O
grupo PP20+20, que sofreu remocao da ligadura, continuou tendo perda de 0sso
alveolar mesmo sem a ligadura.

1,6 1 d

1,4 -

1,2 - be cd
1 b

0,8 -

0,6 -

0,4 -

—

Perda dssea alveolar (mm)

0,2 1
0

C T10 T20 T40 T20+20
Figura 1 Crdfico representativo das médias totais de perda dssea

alveolar dos ratos com ou sem doenca periodontal induzida, considerando
as seis medidas (3 na vestibular e 3 na lingual) para cada animal avaliado.
Notou-se que os grupos T40 e T20+20 teve maior perda éssea. (a, b, ce d/
Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes, p<0.05).

5.2 Ensaio Fluorimétrico da atividade de gelatinase total nas gengivas e no
plasma

Foi realizado um ensaio com 0 meio condicionado por gengivas e pelo plasma
coletado de 5 amostras (de 1 a 5) para cada grupo. Para as gengivas, a amostra
foi colocada de acordo com a concentracao de proteina (ug/ml), uniformizando as
quantidades. Ja para o plasma foi uniformizado o volume de plasma a ser aplicado
na reacao. Os resultados obtidos para atividade total de gelatinases foram
realizados ap6s 50 minutos de leitura em um aparelho denominado de fluorimetro

e estdo demonstrados nas figuras 2 (gengivas) e figura 3 (plasma).
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Figura 2 GCrdfico representativo das médias = dp dos valores (em
unidades arbitrdrias) obtidos de atividade gelatinolitica total no plasma dos
animais. Notou-se um amento da atividade total de gelatinases no plasma em
decorréncia da periodontite, e a remog¢do da ligadura foi acompanhada por
uma diminvicdo dessa atividade. (a, b / Letras diferentes indicam grupos
estatisticamente diferentes), p<0.05).

=)
u.
& 750-
g8
e
0)]
c
(0]
o))
o 500+
L.
£
£,
o
[0}
O 2504
(0]
3 a
O —
0
Z
<

0

C T10 T20 T40 T20+20

Figura 3 GCrdfico representativo das médias + dp dos valores (em unidades
arbitrdrias) obtidos de atividade gelatinolitica total nas gengivas dos animais.
Verificou-se um aumento na atividade de gelatinases apds 10 dias de
periodontite induzida, e essa atividade foi diminuindo nos outro tempos
experimentais. (a, b, / Letras diferentes indicam grupos estatisticamente
diferentes).

18



5.3 Ensaio para quantificacao de MPO nas gengivas

Como demonstrado na figura 4, a atividade de MPO foi minima no tecido
gengival ndo doentes (dos animais sem ligadura, Gurpo C). Ap6s 10 dias de
inducdo da doenca, foi detectado o maior nivel de expressdao de MPO, e em
seguida houve um declinio na expressdo que se manteve semelhante para todos
ou outros periodos experimentais estudados.
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Figura 4. Gréfico representativo das meédias +dp dos valores (em unidades
arbitrarias) obtidos de atividade de MPO. Verificou-se um aumento na atividade de
MPO em todos os periodos experimentais, em relacdo ao controle. Letras diferentes
(a, b, ¢) indicam grupos estatisticamente diferentes entre si.
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6.0 Discussao

Este trabalho teve como objetivo investigar a dinamica da atividade total de
gelatinases no tecido gengival e em plasma de ratos com periodontite induzida por
ligadura. Apesar da existéncia de diversos trabalhos na literatura cientifica, que
usam modelos experimentais em animais para se estudar a patogénese da doenga
periodontal (Rovin et al., 1966; Sanavi et al., 1985; Koide et al., 1995; Marques et al.,
2005; Garlet et al., 2006; Garcia de Aquino et al., 2009) nestes estudos, a
investigacao das gelatinases no tecido periodontal tem sido amplamente estudas a
nivel de expressao génica e expressdo protéica, e pouco tem se estudado em
relacdo a atividade destas enzimas em sitios periodontalmente doentes. Certamente
¢ de interesse cientifico entender, em diferentes circunstancias e testes
experimentais, como é modulada a atividade das gelatinases no tecido periodontal, e
em plasma circulante, j& que sabidamente elas sdo responsaveis em parte pela
degradacao tecidual na periodontite,

A doenga periodontal se desenvolve como um resultado da interagédo
entre as bactérias presentes na placa dental e as respostas imunes e inflamatérias.
Estes dois fatores, diretamente responsavéis pela destruicdo de tecidos, estao
ligados por citocinas pré-inflamatoérias e enzimas proteoliticas, incluindo as
metaloproteinases. As gelatinases sdo enzimas proteoliticas que apresentam grande
potencial para agir como mediadoras da destruicao tecidual no dano imunolégico.
Diversos autores sugerem que a liberacdo de metaloproteinases e sua ativagédo
representam passos regulatérios fundamentais em diferentes fases da doenca
periodontal

Evidéncias da atuacdo da MMP-9 no extravasamento e na migracao dos
neutréfilos (WESTERLUND et al., 1996), na degradagéo do colageno (INGMAN et
al., 1994), na reabsorcdo éssea normal e patolégica (OKADA et al., 1995;
KUSANO et al., 1998) e no aumento do poder quimiotatico da IL-8 (OPDENAKKER
et al., 2001) revelam efeitos pré-inflamatérios desta metaloproteinase e sugerem
papel relevante da MMP-9 na patogénese de doencas inflamatérias, como a
periodontite. (Figueredo et al.,2003)
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Dentro dos periodos experimentais estudados no presente trabalho, pode-
se tracar o comportamento da atividade total de gelatinases no plasma e na
gengiva dos animais durante o experimento. Os resultados obtidos demonstraram
pela primeira vez, em modelo animal de indugédo de periodontite, que ha um
aumento da expressdo de gelatinases nao s6 nas gengivas no sitio com
periodontite, mas também no plasma circulante. O aumento desta classe de
metaloproteinases no plasma ja foi observado em pacientes com doenca
periodontal (Marcaccini et al., 2009) e pode levar a implicagdes sistémicas
relevantes, ja que tais proteases participam de processos tanto fisiolégicos como
patol6gicos em diversos 6rgaos do organismos.

Estudos demonstraram que os niveis de gelatinases em fluidos orais
aumentam com a gravidade da doenga periodontal. Pacientes com
periodontite apresentam niveis mais elevados de gelatinases comparados a
individuos saudaveis (Makela et al.,1994). No nosso estudo foi possivel observar a
diferenca da atividade gelatinolitica entre os grupos comparando o grupo Controle,
com os demais.

O conhecimento das metaloproteinases presentes nas diversas patologias
médicas e odontolégicas tem permitido sua utilizacdo como marcadores
possibilitando, assim, a confirmacao do diagnéstico e com que este seja efetuado
precocemente. Existe um interesse crescente no desenvolvimento de pesquisas de
inibidores bioldgicos de metaloproteinases que possam ser utilizados com sucesso
e seguranca na clinica odontolégica. (Navarro, 2006)

A realizacao da medicao dos niveis de metaloproteinases é considerada de
grande importancia na busca dos papéis especificos dessas enzimas na
etiopatogenia das diferentes formas de doenca periodontal (McCULLOCH, 1994); e
promissora para um futuro no qual as metaloproteinases possam ser alvos
importantes para a terapia da doenca periodontal. (Figueiredo, 2003)

Todavia, testes utilizando as metaloproteinases e seus inibidores teciduais
se encontram em fases iniciais de desenvolvimento, existindo a necessidade de
pesquisas adicionais para esclarecer e aprimorar 0 conhecimento sobre as
metaloproteinases. Assim, sera possivel ampliar sua utilizagdo, melhorando o
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custo/beneficio para o diagnédstico e o monitoramento das terapias nos pacientes
(Navarro, 2006).

A distancia entre a crista 0ssea e a jungdo cemento esmalte € uma
referéncia importante para o estudo do comportamento do tecido ésseo frente aos
eventos da doenca periodontal. A avaliacdo desta referéncia foi utilizada neste
estudo por ser considerada um método adequado para a analise da acao destrutiva
da periodontite induzida por ligadura de algodao.

As metaloproteinases participam ativamente na reabsorgdo Ossea que
ocorre na doenca periodontal. Os osteoblastos expressam FIB-CL (fibroblast-type
collagenase) (MMP) quando estimulados. Assim, hipoteticamente, a reabsorcéao
O0ssea osteoclastica é iniciada por uma resposta osteoblastica a sinais de
reabsorcédo, como a liberacdo de metaloproteinases, resultando em dissolugcao da
camada ostedide ndo mineralizada, sendo os osteoclastos recrutados para essa
regido.( Navarro, 2006).

Dentre os resultados obtidos, € importante destacar os valores encontrados
para medida de perda 6ssea no grupo que teve inducdo de periodontite por 20
dias, remogao da ligadura, e permanéncia do animal vivo por mais 20 dias sem a
ligadura. Nestes animais, pbde-se observar que a perda 6ssea continuou evoluindo
com o tempo mesmo sem a ligadura. Embora ndo haja uma resposta definitiva para
esse achado, foi notado que ao remover as ligaduras, permaneceu um espago
entre o dente e a gengiva, o que possivelmente favoreceu o acumulo de biofilme, e

provavelmente promoveu a evolugédo da doenga.
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7.0 Conclusao

O conhecimento de um modelo experimental, reproduzivel, como é o modelo
de ligadura, e sabendo-se que ha sim, alteracdes a nivel sistémico de expressao
de gelatinases no plasma em razdo de periodontite, permite que tal modelo
experimental sirva tanto para novas andlises sobre implicagcbes sistémicas da
doenca periodontal, como para monitorar testes de novas abordagens terapéuticas
que visem o controle da expressao e atividade de gelatinases a nivel sistémico.
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