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RESUMO

O hormdnio paratireéideo (PTH), um mediador da remodelacdo Ossea, € o principal
regulador da homeostasia do célcio, sendo capaz de promover reabsor¢do e aposi¢io
6sseas. Em trabalhos realizados recentemente, foi verificado que o tratamento com
PTH, administrado de maneira intermitente, diminuiu a perda 6ssea e também células
inflamatdrias no tecido gengival, em ratos com periodontite induzida. No intuito de
melhor explicar os resultados obtidos nesses trabalhos, doenga periodontal foi induzida
em primeiros molares de ratos e apds 15 e 30 dias de tratamento com PTH os animais
foram sacrificados com o objetivo investigar o periodonto para: 1) avaliar a expressio
génica, por meio de RT-PCR, e localizar, por meio de reagdo imunohistoquimica,
algumas citocinas inflamatérias (IL-1P, IL-6, TNF-alfa) e certas metaloproteinases da
matriz (MMP-2 e MMP-9), 2) verificar, por meio de histoquimica, a atividade de
fosfatase 4cida tatarato resistente (TRAP) na superficie 6ssea alveolar, e 4) medir a
atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9. Como resultados, observou-se que o PTH
diminuiu a expressdo de mRNA para MMP-2 (15 e 30 dias experimentais) e IL-6 (30
dias experimentais) nas gengivas dos animais estudados; que a localizacdo de IL-1beta,
MMP-2 e MMP-9 se deu basicamente no tecido conjuntivo da gengiva, e que a IL-6 foi
detectada principalmente na superficie do osso alveolar. O nimero de células TRAP-
positivas foi diminuido nos animais tratados 30 dias com PTH, e atividade gelatinolitica
de MMP-9 foi diminuida apds 15 dias de tratamento com o hormdnio. Dentro dos
limites deste estudo, pode-se concluir que a administra¢do intermitente de PTH pode
modular moléculas (MMP-2, MMP-9, IL-6 e nimero de células TRAP-positivas) que

tém relagdo com degradacio tecidual na doenga periodontal em ratos.

Palavras-chave: Horménio Paratire6ideo, Doencga Periodontal, Citocinas Inflamatérias,

Metaloproteinases de Matriz, Interleucinas.
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ABSTRACT

Intermittent Parathyroid hormone (PTH) administration has been used as an anabolic
agent, and when it is administrated in rats with induced periodontitis, it is able to
decrease alveolar bone loss, and reduce the inflammatory cells on the marginal gingival
tissue. A possible action of the PTH in cytokines and metalloproteinase (MMPs),
related with breakdown tissue in periodontitis, was hypothesized. After inducing
periodontitis with cotton ligature in rats and PTH intermittent treatment during 15 and
30 days, inflamed gingival tissue was removed, and a decrease of IL-6 and MMP-2
mRNA expression was observed by semi-quantitative RT-PCR analysis. Zymography
assay demonstrated that PTH treatment decreased MMP-9 activity after 15 experimental
days. After jaw decalcification, TRAP positive cells were found in higher number on
the alveolar bone surface in the group without PTH treatment, after 30 experimental
days. Using immunohistochemistry, MMP-2, MMP-9, IL-beta and TNF-alpha were
identified in all groups and they were found on the gingival tissue and IL-6 on alveolar
bone surface. Within the limits of this study, it can be concluded that intermittent PTH
administration may modulate IL-6, MMP-2, MMP-9 and TRAP-positive cells in
experimental periodontitis.

Key words: Periodontitis, Parathyroid hormone, Cytokines, Melalloproteins,
Osteoclasts, Interleukins
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1.0 Introducao

1.1 Hormoénio paratiredideo (PTH)

O PTH, organiza, por meio da remodelacdo dssea, o fluxo de fons minerais
(célcio e fosfato) dos ossos e rins (Habener ef al., 1984; Swarthout et al., 2001). Nestes
tecidos o PTH interage com um receptor de superficie celular especifico, o PTH/PTHrP
receptor (ou PTHR1) (Calvi et al., 2001; Whitfield et al., 2002), que pertence a familia
dos receptores de superficie associados a membrana. O PTH é um polipeptideo
sintetizado pelas quatro glandulas paratire6ides (Brown, e Loe 1993) € originado de um
pré-hormdnio (prepro-PTH), constituido de 115 aminodcidos (aa) com peso molecular
de ~9.5 kDa. Ap6s duas clivagens, encontra-se com 90 aa, e € transportado para o
complexo de Golgi, onde é mais uma vez clivado, adquirindo sua forma final (84 aa)
(Strewler et al., 1987; Spiegel & Marx 1983; Genuth, 1998; Martin & Gonzalez, 2001;
Swarthout et al., 2002).

O PTH é um mediador da remodelagdo 6ssea, sendo o principal regulador da
homeostasia do cdlcio. A sua capacidade de regular a remodelacdo dssea é observada
em diferentes e distintos caminhos, podendo ora promover reabsorcdo Ossea, ora
aposi¢do. Por exemplo: continua infusdo de PTH provoca um decréscimo na massa
Ossea, pelo aumento da atividade osteoclastica; j4 uma administracdo intermitente
promove um aumento da massa Ossea, por estimular diferenciagdo de osteoblastos
(Neer et al., 2001; Horwitz et al., 2003).

O fragmento PTH (1-34) compreende os primeiros 34 aminodcidos do
hormdénio que produzem seus principais efeitos biologicos (Neer et al., 2001). Dos
diversos andlogos do PTH, o fragmento hPTH (1-34) se apresenta como o mais efetivo
no aumento da densidade Ossea, da for¢a mecanica e diminui¢do da circunferéncia
endosteal (Morley et al., 1997, Mohan et al., 2000). Foi relatado, ainda, que o PTH (1-
34) quando administrado em humanos, ndo aumenta a incidéncia de tumores e nao
apresenta efeitos mutagénicos ou téxicos (Morley et al., 1997; Mohan et al., 2000; Neer
et al., 2001) ou qualquer outro efeito colateral, dados estes confirmados por estudos
envolvendo aproximadamente 1000 pacientes, tratados com PTH (1-34) por 3 anos

(Horwitz et al., 2000).



Virias acdes do PTH nas células da linhagem osteoblastica afetam o processo
de remodelacdo. O PTH modula a morfologia, proliferacdo, expressdo protéica e génica
destas células (Canalis et al., 1989). Esses efeitos do PTH no metabolismo, acontecem
por ele se ligar a um receptor (GPCR), que estd presente nas células osteoblasticas
(Swarthout et al., 2001), tendo controle direto na estimulacdo da atividade osteobldstica,
e indireto, via osteoblasto, na atividade osteoclastica. Além disso, fatores como o OPG
(osteoprotegerin) e RANKL (receptor activator of NK-KappaB ligand) secretados pelos
osteoblastos e linfécitos T, e ligados a aposicdo e reabsor¢do dssea respectivamente,

sofrem uma regulagdo direta do PTH (Simonet et al., 1997; Swarthout et al., 2001).

1.2 Citocinas inflamatorias e reabsorcao dssea

Além da regulacdo hormonal, a remodelagdo 6ssea sofre influéncia do sistema
imune. Citocinas inflamatdrias produzidas por células do sistema imune podem
promover um importante papel na regulacdo da reabsor¢do Ossea.

A interleucina-1p (IL-1B), o fator de necrose tumoral-a e -3 (TNF-a, -B) e a
interleucina-6 (IL-6), sdo consideradas citocinas capazes de promover reabsor¢do dssea
(Lorenzo, 1991; Puzas et al., 1994). Outra citocina, a interleucina-8 (IL-8), secretada
por macréfagos, ndo promove reabsor¢do diretamente, mas € quimiotdtica para
neutréfilos e induz a secre¢do de citocinas como IL-1 e TNF-a (Lorenzo, 1991). A
interleucina-3 (IL-3), RANK-ligand e interferon gama, quando secretados pelos
linfécitos T, também podem trabalhar como indutores de reabsor¢do (Baker, 2000).
Outros fatores ligados a reabsorcao dssea, que podem ser observados apds o estimulo de
macrdfagos por exemplo, incluem a prostaglandina E, (PGE,) e o 6xido nitrico (NO)
(Zubery et al., 1998). Os efeitos destas citocinas inflamatérias dependem diretamente
da sua concentragdo, sendo que a concentracio destas no tecido afeta diretamente sua
funcdo. Como exemplo pode-se citar o papel da IL-1 em induzir reabsor¢do Ossea
quando em altas concentragdes, enquanto que em baixas concentracdes, IL-1 induz a
formacao 6ssea (Lorenzo, 1991).

A regulacdo da osteoclastogénese e conseqiiente reabsorcdo dssea sdo
determinadas principalmente pelos seguintes fatores: RANK-ligand, TNF-c, 1L-1, IL-6,
IL-11, M-CSF, e prostaglandina E (Rodan e Martin, 2000). Algumas interleucinas como

a interleucina 1 (IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e outras citocinas



induzem formacdo de osteoclastos via osteoblasto (Bertolini et al., 1986; Thomson et
al., 1986; Thomson et al., 1987), ja que quando estimulados por estas citocinas, os
osteoblastos ativam sua producdo de IL-6, que promove diferenciagdo osteocldstica
culminando com reabsorcdo 6ssea (Gowen et al., 1983). A IL-6 pode ser expressa por
varias células como linfécitos, osteoblastos, mondcitos, macréfagos, queratindcitos,
células endoteliais e fibroblastos (van Snik, 1990) e em geral, sua secre¢do ¢ realizada
por intermédio de algum estimulo como exemplo apds a ativacdo celular por
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou citocinas (Kishimoto, 1989).

Bactérias e seus produtos podem causar perda dssea inflamatéria em diferentes
infec¢des como: periodontite, otite média cronica e perda de implantes ortopédicos
(Moriyama et al., 1984; Sokransky e Haffajee, 1992; Harris, 1995). Na maioria dos
casos de inflamag@o cronica associada com infec¢do, um infiltrado de células
mononucleares estd tipicamente presente. Um tipo celular encontrado no infiltrado
mononuclear € o mondcito. Esta célula tem um papel central no mecanismo de resposta
para o lipopolissacarideo bacteriano e bactérias gram-negativas. Embora os mondcitos
tenham sido relacionados com ostedlise, o mecanismo especifico pelo qual eles
promovem reabsorcdo Ossea ainda ndo € conclusivo (Athanasou e Sabokar, 1999;
Burger, 1984). A expressdo de OPGL por linfécitos T aumenta a possibilidade de que
os leucdcitos tenham um papel proeminente na geragdo de sinais primarios que induzem
osteoclastogénese (Kong et al., 1999).

Bactérias e seus produtos como o LPS, ao entrarem em contato com receptores
de mondcitos ou de linfécitos B, estimulam a producdo de mediadores inflamatérios
(Raiz et al., 1981). A producio destes mediadores aumenta a capacidade da producgdo de
OPGL pelos leucdcitos que induzem ostedlise, o que demonstra uma outra via de

ativacdo de reabsorcdo dssea que ndo seja por meio de osteoblastos (Jiang et al., 2002).

1.3 Doenca periodontal

A periodontite representa uma doenca inflamatéria crénica. E um processo
complexo, multifatorial no qual as interagcdes entre os componentes da placa bacteriana
subgengival e os mecanismos de defesa do hospedeiro determinam o inicio e a

progressdo da doenca. Clinicamente, a periodontite se caracteriza por inflamacgdo dos



tecidos de prote¢do e suporte dos dentes, ocasionando perda de inser¢do dentéria e perda
Ossea alveolar.

Na placa bacteriana periodontopatogénica sdo encontradas bactérias gram-
negativas como Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus e Actinobacillus
actinomycetemcomitans (CRPD, 1996). A presenca de bactérias e a liberacdo de seus
produtos desencadeiam uma reacdo inflamatdria no tecido gengival que, dependendo da
expressdo dos componentes inflamatérios do hospedeiro, pode culminar com a
degradagdao de componentes periodontais como o cemento, o ligamento periodontal e o
osso alveolar.

Endotoxina ou lipopolissacarideos bacterianos (LPS) foi a primeira substancia
bacteriana capaz de induzir reabsorcdo 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 diferencia¢do de células osteoprogenitoras em osteoblastos (Kodono et al., 1999),
além de estimular osteoblastos maduros a secretarem colagenase (Sismey-Durrant e
Hopps, 1989), que € o primeiro passo para reabsorcao dssea.

Células inflamatodrias, incluindo neutréfilos, linfécitos e mondcitos, sdo
encontradas na gengiva de pacientes com doenga periodontal (Fujihashi er al., 1993;
Baker, 2000). Vérios fatores de reabsor¢cdo ,como IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 e IGF,
estdo presentes na gengiva inflamada durante a doenca periodontal em concentragdes
capazes de induzir reabsorcdo dssea (Fujihashi et al., 1993; Wiebe et al., 1996;
Fujihashi et al., 1996; Gemmell et al., 1997; Baker, 2000). Dentre estas citocinas a IL-
1B provavelmente apresenta o papel mais importante na patogénese da doenga
periodontal (Howells, 1995), uma vez que os niveis de mRNA desta citocina estio
aumentados em gengivas inflamadas (Tokoro et al., 1996) e no fluido gengival
crevicular de sitios periodontalmente doentes (Honig et al., 1989; Masada et al., 1990),
além de estar dentre os indutores de reabsor¢do dssea (Heath er al., 1985; Gowen e
Mundy, 1986) e também promover degradacdo de tecido conjuntivo por meio de
indu¢do de metaloproteinases da matriz (MMP) (Meikle et al., 1989).

Andlises imunohistoquimicas de tecidos gengivais demonstraram um aumento

na concentracdo de IL-6 em gengiva inflamada (Takahashi et al., 1994). Altos niveis de



IL-6 e do seu mRNA sdo encontrados em gengiva inflamada de regides com
periodontite (Matsuki er al., 1992; Takahashi et al., 1994), em contraste com baixos
niveis encontrados em tecido gengival sadio. A IL-6 pode ser produzida por
osteoblastos em resposta a agentes de reabsorcdo Ossea presente em tecido gengival
inflamado como IL-1, TNF-a e LPS (Littlewood et al., 1991) e age como um potente

indutor de osteoclastogénese in vitro (Kurihara et al., 1990).

1.4 Metaloproteinases da matriz (MMPs) e doenca periodontal

Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) representam uma importante
familia de endopeptidases zinco-dependentes, que coletivamente s@o capazes de
degradar todas as proteinas da matriz extracelular (ME). Séo classificadas em subgrupos
de acordo com a capacidade de degradar substratos especificos pelos quais tém
afinidade. Os subgrupos sdo: 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 sdo expressas pelas células do
tecido conjuntivo em respostas a estimulos especificos, assim mantém a homeostasia
tecidual. Sao também produzidas por células polimorfonucleadas que eventualmente
possam estar presentes no tecido conjuntivo (Woessner, 1998). Sua atividade no tecido
é 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).

As colagenases representam as unicas enzimas do organismo humano capazes
de quebrar a triplice hélice do coldgeno tipo I devido a acdo de sua atividade helicase.
Recentemente esta atividade tem sido alvo de estudo na enzima MMP-2 (ou gelatinase
A - 72 kDa) que é secretada por fibroblastos (Salo et al., 1985), células endoteliais
(Kalebic et al., 1983), mondcitos e osteoblastos (Birkedal-Hansen, 1993; Rifas ez al.,
1989). Diferente das outras MMPs que s@o sintetizadas apds estimulo, a MMP-2
representa uma enzima constitutiva, ou seja, de expressdao continua. J4 a MMP-9 (ou
gelatinase B - 92 kDa) é expressa por leucdcitos polimorfonucleares (Hibbs et al.,

1984), macrofagos (Mainardi et al., 1984) e células epiteliais (Woodley et al., 1987).



Pacientes com periodontite apresentam aumento significativo na expressio e na
atividade de MMP-2 e MMP-9 no tecido gengival e no fluido crevicular, o que sugere a
participagdo destas enzimas na destrui¢do tecidual durante a periodontite (Gangbar et
al., 1990; Mikeli et al., 1994). O LPS € capaz de aumentar a secrecio de MMPs por
macréfagos in vitro (Wahl et al., 1974), e inje¢Oes gengivais de LPS geram um
infiltrado de leucdcitos polimorfonucleares, os quais também secretam MMPs
(Llavaneras et al., 1999). Foi demonstrado que P. gingivalis e IL-1 foram capazes de
induzir fibroblastos do ligamento periodontal humanos a produzir MMP-2 in vitro
(Pattamapun et al., 2003).

Citocinas como IL-1B e TNF-o possuem efeito indutivo na expressdo génica
das MMPs (McGeehan e al., 1994; Irwin e Myrillas, 1998). Estas citocinas, e também
a IL-6, influenciam a expressdo dos TIMPs, podendo ter um papel importante na
degrada;’ao tecidual em doencas inflamatérias ((McGeehan et al., 1994, Sato et al.,
1990).

Pela importante relacdo entre atividade das MMPs e a sua capacidade de
destrui¢do tecidual, t€m sido investigado in vivo a regulacdo destas enzimas, por
inibi¢do da producdo das mesmas ou inibi¢do da atividade na matriz extracelular,
servindo como um suporte terapéutico que visa inibir a perda ¢ssea alveolar ocasionada
por processos inflamatérios como a periodontite (Golub et al., 1994 ; Karatzas et al.,

2000; Ramamurthy et al., 2002).



2.0 Justificativa e Proposicao

O PTH quando administrado intermitentemente possui a capacidade de
promover anabolismo 6sseo, por estimular a diferenciagdo e atividade osteobldstica
(Neer et al., 2001; Horwitz et al., 2003). Trabalhos realizados no nosso laboratério
(Barros et al., 2003; Marques et al, 2005), demonstraram que o PTH administrado de
maneira intermitente, frente a estimulos inflamatdrios ocasionados por uma periodontite
induzida, foi capaz de diminuir a reabsor¢do ¢ssea alveolar que é comumente observada
neste tipo de experimento. Outro achado importante em um destes trabalhos, foi a
verificagdo de um menor nimero de células inflamatérias nas gengivas inflamadas dos

animais que receberam PTH.

Partindo de um embasamento na literatura sobre a atividade inflamatéria
observada na doenca periodontal, com a presenca de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6,
TNF-alfa), e ainda mesmo com as limitagcdes do modelo em animais para indugéo de
perda 6ssea por periodontite, no qual também ¢ relatada a participacio de citocinas
inflamatdrias como indutoras de perda 6ssea (Assuma et al., 1998; Gaspersic et al.,
2003; Koide et al., 1995, de Lima et al., 2000), foi possivel tracar um raciocinio
investigativo para buscar um entendimento de como o PTH (1-34) foi capaz de inibir
perda 6ssea inflamatdria, especulando e pesquisando possiveis agdes na expressio

destas citocinas.

Com o intuito de investigar melhor a acdo do PTH nos mecanismos de
degradac@o tecidual ocorrida na periodontite, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do hormoénio PTH (1-34), utilizado de maneira intermitente, sobre a expressdo de
algumas citocinas inflamatérias (IL-1, TNF-a., IL-6) e sobre a expressio e atividade de
certas metaloproteinases da matriz (MMP-2 e MMP-9), no tecido gengival de ratos que
receberdo inducdo de periodontite. Além disso, foi feita a localizacdo no tecido dessas
moléculas estudadas, além de identificar uma possivel relacdo das mesmas com a

atividade osteocléstica no periodonto.



3.0 Material e Métodos

3.1 Inducio de periodontite e tratamento com PTH

Periodontite foi induzida colocando-se um fio de algoddo ao redor dos
primeiros molares inferiores de 80 ratos Wistar machos com 4 semanas de idade . No
mesmo dia da colocac@o das ligaduras, 40 animais (grupo T) comegaram a receber
injecoes subcutineas de hPTH (1-34) (Sigma) na dose de 40 pug/Kg na freqiiéncia 3
vezes por semana, e 40 animais controles (grupo C) receberam acido acético a 0,1%,
veiculo do PTH, como placebo na mesma freqii€ncia dos animais tratados. Apds 15
dias de tratamento, 10 ratos de cada grupo foram sacrificados por meio de deslocamento
cervical, e ao término de 30 dias os animais restantes dos dois grupos foram
sacrificados, e os grupos foram denominados como:
Grupo C15: 15 dias de doenga + inje¢des de placebo
Grupo T15: 15 dias de doenga + injecdes de PTH
Grupo C30: 30 dias de doenga + injecdes de placebo
Grupo T30: 30 dias de doenga + injecdes de PTH

3.2 RT-PCR Semi-quantitativo

3.2.1 Extracao de RNA total

Apds o sacrificio as gengivas ao redor dos primeiros molares inferiores
direitos de 5 ratos de cada grupo foram removidas, agrupadas e congeladas em freezer —
80°C. As gengivas foram entdo transferidas para um gral de vidro estéril e foram
maceradas com 0,3 ml de Trizol (4°C) seguida por homogeneiza¢do por 5 minutos com
mais 0,3 ml de Trizol a 24°C. O material foi transferido para outro tudo de polipropileno
e incubado com 1ml de cloroférmio (Merck) por 3 minutos a 24°C, seguida por
centrifugagdo a 9000 rpm a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para outro
tubo de polipropileno e incubada por 10 minutos a 24°C, apds adicdo de 0,8 ml de
isopropanol (Merck). Novamente o material foi centrifugado a 9000 rpm a 4°C por 10
minutos e o sobrenadante desprezado. O precipitado de RNA foi lavado com etanol
gelado a 75% (Merck) e centrifugado a 6000 rpm a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante

foi descartado e o precipitado desidratado por cerca de 40 minutos a 24°C. Em seguida o



material foi resuspenso por, em média, 30ul de dgua livre de nucleases, e incubado a
56°C por 10 minutos e guardado em freezer -70°C.

3.2.2 Determinacao da concentracio, pureza e qualidade do material

Para determinagdo da concentracio e pureza do material, foi realizada a leitura
da densidade optica das solugdes de RNA total em um espectrofotdometro (Eppendorf)
para comprimentos de onda de 260 e de 280nm. O RNA foi considerado puro quando a
razdo entre as duas leituras ficou acima de 1.8.

Para a verificacdo da qualidade dos RNAs obtidos, aproximadamente 1ug de
cada amostra foi separado em um gel de agarose a 1,2%, por meio de eletroforese a
100V constante, em tampao contendo 20mM de MOPS, SmM de acetato de sédio e
ImM de EDTA. O gel foi corado com brometo de etidio e visualizado por meio do
programa Image Master VDS (Pharmacia Biotech, Israel). A qualidade do material foi
determinada pela presenca das bandas do RNA ribossomico (28S e 18S), assim como

pela presenca da banda correspondente ao RNA transportador (Figura 1A).

3.2.3 Transcricao reversa

As amostras de RNA extraidas, com comprovada boa qualidade e pureza,
foram tratadas com Dnase (Amp. Grade/Invitrogen) IU/ug de RNA por 10minutos a
24°C, para eliminar possiveis tracos de DNA gendmico contaminante. Para a sintese de
cDNA, cerca de 1ug de RNA total de cada grupo foi reversamente transcritos em uma
reacdo com volume final de 21ul contendo 0,5 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato
(dNTP), 40 U de inibidor de RNAase, 50 U de enzima Superscript Il RT (Invitrogen),
0,5 pg de primers oligo-dT e tampao de reacdo 1X, contendo 1,5 mM MgCl,. Esta
solucdo foi incubada por 50 minutos a 50°C e 5 minutos a 85°C, finalizando a 4°C por 1
minuto. Em seguida, a solugéo foi incubada por 20 minutos a 37°C com 2U da enzima
Rnase H (E.coli). Reagdes sem a presenca da enzima RT foram usadas como controles

negativos.

3.24 PCR
Para a amplificacdo especifica dos cDNAs através de PCR, 0,2 mM de cada
par de primers gene-especifico foram adicionados a 50ul de solucdo contendo 2ul de

cDNA, 2U da enzima Taq DNA polimerase, 0,05 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCl, e



tampao da reacdo 1x. Os tubos foram levados ao termociclador Robocycler, seguindo-se
reacoes ciclicas de 125 a 95°C, 1257 a X°Ce 125 a 72°C, onde X é a temperatura
de anelamento especifica para cara par de primers.

Para assegurar que quantidade de ciclos escolhidos para a amplificacdo por
PCR correspondesse a fase exponencial (i.e., para que mudangas nos niveis originais de
transcri¢do resultassem em mudangas relativamente similares na densidade do produto
em eletroforese), cada par de primers, para beta-actina, MMP-2, IL-6 e IL-1beta foram
amplificados em ndmeros de ciclos individualizados (Palmon et al., 2001),
caracterizando a RT-PCR semi-quantitativa. Inicialmente cada par de primers foi
amplificado em ndmeros diferentes de ciclos, as amostras foram separadas em géis de
agarose 1.2% e as bandas foram submetidas & densitometria optica (D.O.). O nimero de
ciclos para cada par de primers foi estabelecido de acordo com o aumento da D.O. das
bandas. Para cada gene estudado, foram feitas 3 reacdes de PCR, sendo que cada uma
dessas reacdes, foi feita a partir de solucdes cDNAs obtidas separadamente. Os

resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica pelo ANOVA e Teste Tukey.
3.2.5 Desenhos dos primers e temperatura de anelamento T.A.:

Beta-actina: forward: 5 -TGACATCCGTAAAGACCTCT-3’,
reverse: 5’-AGATGTGATCAGCAAGCAG-3; T.A.: 48°C.

MMP-2: forward: 5’-GAGTTGGCAGTGCAATACCT-3’,
reverse: 5’-GCCGTCCTT CTCAAAGTTGT-3’; T.A.: 54°C

IL-6: forward: 5>-TAGAGTCACAGAAGGAGTGG-3’,
reverse: 5’ -GCCAGTTCTTCGTAGAGAAC-3’; T.A.: 48°C

L-1beta:  forward: 5’-TCCATGAGCTTTGTACAAGG-3’,

reverse: 5’-GGTGCTGATGTACCAGTTGG-3’; T.A.: 60°C
TNF-a: forward: 5’-AAATGGGCTCCCTCTCATCA-3’,

reverse: 5°- AGCCTTGTCCCTTGAAGAGA-3’; T.A.: 56°C

MMP-9: forward: 5’-CATGGCCTATCCCACA-3’,
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reverse: 5’ -TCCTCC GTGATTCGAGAAC-3’; T.A.: 52°C

3.3 Atividade gelatinolitica por meio de Zimografia

Ap6s o sacrificio dos animais em cada tempo experimental, a gengiva ao redor
do primeiro molar com periodontite induzida de 4 animais por grupo, foi removida,
cortada em fragmentos menores e colocada em um tubo de eppendorf estéril contendo
1,2 mL de meio de cultura (DMEM-Gibco, New York, USA), suplementado com
40ug/mL de garamicina, e foi mantida em uma estufa 37 °C por 24h. Apds esse periodo,
o sobrenadante, foi coletado e guardado em nitrogénio liquido. A quantificacdo de
proteinas totais de cada amostra foi realizada em triplicata pelo método de Bradford.
Foram aplicados 3 ug de proteina total, homogeneizadas em um tampado de amostra nao-
redutor (2% de SDS, 125 mM de Tris-HCI ph 8.0, 10% de glicerol e 0,001% de azul de
bromofenol), em um gel de poliacrilamida a 10%, copolimerizados com 1,6 mg/mL de
gelatina (Sigma) como substrato. A eletroforese de todas as amostras juntos foi
realizada com o uso de um tampdo contendo 2,5 mM de Tris, 19 mM de glicina e 0,3
mM de SDS. Apés eletroforese, o gel foi lavado, sob agitacdo suave a 24°C, em 2
banhos de 20 minutos cada em solucdo aquosa de Triton-X100 a 2% (Gibco) para a
remoc¢do do SDS e retorno da conformacédo natural das MMPs. Em seguida, o gel foi
incubado em tampao de ativacdo contendo S0mM de Tris-HCI pH 7,4 e SmM de CaCl,
a 37°C por 16 horas. A atividade gelatinolitica foi detectada apds coloracdo com
Coomassie blue R-250 0,05% (BioRad), ap6s remocdo do excesso de corante com
solugdo aquosa de metanol 50%. O gel foi digitalizado pelo aparelho Image Master
VDS (Pharmacia Biotech), a densitometria Optica das bandas foi analisada e os

resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo ANOVA e Teste Tukey.

3.4 Caracterizacao da MMP-2 e MMP-9 por meio de imunoprecipitacao

A partir do sobrenadante (que contém MMPs) coletado para a andlise de
zimografia, foram separadas aliquotas, 50ug de proteinas totais (determinada por
Bradford), que foram entio encubada com Sug de anticorpo anti-rato MMP-2 ou MMP-
9 (Labvision -USA) por 4h a temperatura ambiente. O imuno-complexo (anticorpo
MMP-2 + proteinase MMP-2, ou anticorpo MMP-9 + proteinase MMP-9) foi
precipitado com A-Sepharose Beads (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) por 14h a

temperatura ambiente. Apés a lavagem do material ndo adsorvido a sefarose com 50
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mM Tris pH 7.4, 200mM NacCl, o material imunoprecipitado foi homogeneizado em um
tampao ndo redutor para zimografia por 10 minutos 70°C. O material foi entdo levado a
um ensaio gelatinolitico, como o descrito no item 2.6. Apds o término da zimografia, o
gel foi visualizado por meio do programa Image Master VDS, e as bandas obtidas foram
analisadas, e confrontadas com as bandas obtidas no ensaio de zimografia (sem
imunoprecipita¢do), para confirmar que as confirmar que se tratam realmente das
metaloproteinase 2 e 9, e ndo outra metaloproteinase com peso molecular semelhante ao

das estudadas.

3.5 Reacao Imunohistoquimica

Apés o sacrificad, 5 animais de cada um dos grupos (C15, T15, C30 e T30),
tiveram suas mandibulas removidas, fixadas em Karnovsky modificado
(paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,5% e 4cido picrico 0,2%). Ap6s 12 horas de
fixacdo, as pegas foram lavadas em tampao Tris-HCI e descalcificadas em Edta (Merck)
4,13% tamponado com Tris-HCl por aproximadamente 80 dias. Apds a descalcificagdo,
as pecas foram novamente lavadas em tampao, e em seguidas sofreram desidratacdo em
concentragdes crescentes de etanol, até 100%. A diafanizacio foi realizada em banhos
de xilol e apds a infiltracdo em paraplast as pecas foram emblocadas.

Cortes histologicos de 3um de espessura, feitos no sentido mésio-vestibular da
regido de primeiro molar inferior, dos blocos de cada animal foram coletados em
laminas de vidro previamente banhadas por Organosilano (Sigma).

Para reac¢do imunohistoquimica, foi seguido o seguinte protocolo:

A. Os cortes foram desparafinados em 2 banhos de xilol de 10 minutos cada.

B. Hidratacdo: etanol 100%, 80%, 50% e agua MiliQ, dois banhos de 2
minutos em cada.

C. Inativacdo da peroxidase endégena com H,O, 10vol (Dindmica), 3 banhos
de 5 minutos.

D. Digestdo enzimdtica com tripsina (Sigma), necessaria para MMP-9 (30
min.), MMP-2 (30 min) e IL-6 (60 min.) 2 37°C.

E. Bloqueio das proteinas indcuas do tecido por meio de BSA (Sigma) 3%
durante 30 minutos em cdmara imida em temperatura ambiente.

F. Incubacdo com anticorpo primdrio em camara tmida:

12



MMP-2 (Labvision -USA), concentrag@o 1: 100, durante 20 horas a 4°C.

IL-1beta (Serotec-UK), concentragdo 1: 80, durante 20 horas a 4°C.

IL-6 (Serotec-UK), concentragdo 1: 20, durante 40 horas, a 4°C.

MMP-9 (Labvision -UK), concentragdo 1: 50, durante 20 horas a 4°C.

TNF-alfa (Serotec-UK), concentra¢io 1: 900, durante 20 horas a 4°C.

Controle Negativo: como controle negativo da reagdo, cortes foram incubados
com soro da espécie do animal em que foi produzido o anticorpo primdrio, omitindo-se
0 anticorpo primaério.

G. Incubag@o com anticorpo secundario kit LSAB-2 (Dako), por 30 minutos
para cada um dos dois componentes do kit.

H. Revelagio com Diaminobenzidina (Sigma) em solu¢do PBS contendo
também H,0O; (Dindmica) e DMSO por 5 minutos.

I. Contra-coloracdo com Hematoxilina.

J. Desidratacéo dos cortes e montagem lamina com permount.

Apds a montagem das laminas, os cortes foram observados em microscopio
Optico para determinar a localizacdo e o padrio de marcacdo das citocinas e das de
MMPs estudadas. Para isso, utilizamos de cada animal, 4 Idminas com 2 cortes em cada
uma das laminas.

A regido analisada por meio de imunomarcagdo, foi a correspondente a
estudada em outros animais em que avaliamos a expressdo de mRNA, que envolve o
tecido periodontal adjacentes a ligadura de algoddo, e também de parte periodonto de

insercdo dessa regido, inclusive superficie dssea alveolar.

3.6 Histoquimica para Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP)

Ap6s o sacrificio dos animais destinados a andlise do TRAP, as mandibulas
foram fixadas em solugéo contendo glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato com 7%
de sacarose (pH 7.4) por 4 horas a 4°C. Apos a fixacdo, as pecas foram lavadas 24h a
4°C e em seguidas descalcificadas com EDTA a 4,13% em tampao Tris-HCI pH 7,4 na
geladeira (4°C) por aproximadamente 70 dias. As pecas foram entdo emblocadas em
historesina e foram cortes de 3um no sentido mésio-vestibular na regido de primeiro
molar inferior. Os cortes foram encubados por 2h a 37°C em camara imida com uma

solugio para deteccio de Fosfatase Acida Tartarato Resistente-(Sigma), contendo:
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Naftol AS-BI fosfato, acetato de so6dio, Fast Red Garnet GBC, Solugéo de tartarato,
Nitrato de Sédio. Apds a encubagdo os cortes foram lavados em dgua corrente por 30
minutos, e contra-corados com hematoxilina por 50 segundos. Foram entdo contadas as
células marcadas na regifo de superficie 6ssea voltadas para a crista éssea alveolar de 5
cortes por animal. Essa etapa foi feita com o auxilio do programa KS400, e foi realizada
por dois observadores. Apds a contagem, foi feita uma média por animal, e
posteriormente uma média por grupo. Os valores obtidos foram submetidos a andlise

estatistica pelo ANOVA e Teste Tukey.
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4.0 Resultados
4.1 Qualidade do RNA total extraido

Apenas amostras com comprovada qualidade, verificada em gel de agarose,

figura 3A, foram submetidas a rea¢des de RT-PCR.

"-n-p_- - 285

b ok "Fh"'— 188

RNAt

Figura 1A. Tlustracdo da verificagdo da qualidade do RNA extraido. Gel de agarose
1,2% corado com brometo etidio. Em cada canaleta foi aplicado 10pl de amostra (lug
de RNA total mais loading buffer) extraida de gengiva de ratos dos animais
experimentais. As bandas 28S e 18S representam RNA ribossdmico. Nota-se também a

presenga de RNA transportador (RNAt)
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4.2 RT-PCR
4.2.1 Deteccao do numero de ciclos para as reacoes de PCR

4.2.1.1 Beta-actina
A partir das reagdes de PCR, foi definido que com apenas 15 ciclos o gene da

beta-actina foi expresso em neveis elevados nas amostras avaliadas.
Ciclos
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Figura 1B. Determinacdo do nimero de ciclos de PCR para a Beta-actina a partir da
densitometria optica (em pixels) de cada banda visualizada em gel de agarose a 1.2%.

Notar o numero de ciclos escolhido para fazer a comparagéo entre os grupos (¥).
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4.2.1.2 Interleucina 1 beta (IL-1beta)
A partir das reagdes de PCR, foi detectado que com 40 ciclos o gene da IL-

Ibeta estava na fase exponencial de amplificacdo, e portanto poderia ser usado este

ndmero de ciclos para andlise comparativa das amostras avaliadas.

Ciclos —p
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Figura 1C. Determinagdo do nimero de ciclos de PCR para a IL-1beta a partir
da densitometria Optica (em pixels) de cada banda visualizada em gel de agarose a

1.2%. Notar o niimero de ciclos escolhido para fazer a comparagéo entre os grupos (¥).
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4.2.1.3 Metaloproteinase 2 (MMP-2)
A partir das reacdes de PCR, foi detectado que com 30 ciclos o gene da MMP-

2 estava na fase exponencial de amplificacdo, e portanto poderia ser usado este nimero

de ciclos para andlise comparativa das amostras avaliadas.

MVIP-2

Figura 1D. Determina¢do do nimero de ciclos de PCR para a MMP-2 a partir da
densitometria optica (em pixels) de cada banda visualizada em gel de agarose a 1.2%.

Notar o nimero de ciclos escolhido para fazer a comparacao entre os grupos (*).
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4.2.1.4 Interleucina 6 (IL-6)
A partir das reacdes de PCR, foi detectado que com 40 ciclos o gene da IL-6

estava na fase exponencial de amplificacdo, e portanto poderia ser usado este nimero de

ciclos para andlise comparativa das amostras avaliadas.

G 30 35 m 45 50 55 60
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Figura 1E. Determinagcdo do ndmero de ciclos de PCR para a IL-6 a partir da
densitometria 6ptica (em pixels) de cada banda visualizada em gel de agarose a 1.2%.

Abaixo da imagem do gel, notar no grafico o nimero de ciclos escolhido para fazer a

comparagdo entre os grupos (*).
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4.2.2 Confirmacao da especificidade dos primers para MMP-9 e TNF-a

Apés variagdes de temperatura de anelamento, e também de concentracdes dos
reagentes, e ainda confeccdo de novos primers, ndo foi obtido sucesso para na
amplificacdo dos fragmentos dos genes MMP-9 e TNF-alpha das amostras de cDNA
dos experimento. Para descartar a possibilidade de ineficiéncia dos primers, foram
feitos testes de amplificacdo de fragmentos da MMP-9 e TNF-alpha a partir de DNA
genOmico de rato. A confirmacdo de que o fragmento amplificado era o correto, seria
possivel comparando o peso molecular do fragmento amplificado, que deveria
corresponder ao numero de pares de bases entre os primers, verificados por meio do

BLAST.
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Figura 1F. Imagem de gel de agarose 1,2%, contendo produtos de pcr de TNF-alfa
(681pb) Fig. 3DA, e de MMP-9 (321pb) Fig 3DB, com variacdo da temperatura de
anelamento (MMP-9: 50°C , 52°C , 54°C , 56°C), (TNF-a: 48°C, 50°C , 52°C , 54°C ,

56°C). Fragmentos amplificados a partir de DNA gendmico de rato.
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4.2.3 Comparacao da expressiao de mRNA por RT-PCR semi-quantitativo

4.2.3.1 Metaloproteinase da Matriz 2 (MMP-2)

Ap6s andlise das densidades Opticas dos produtos de RT-PCR para a MMP-2
em gel de agarose, foi observado que as amostras dos animais que receberam PTH,
tiveram a expressdo génica de MMP-2 diminuida, tanto 15 dias quanto apds 30 dias de

tratamento (p<0,05), quando comparadas aos animais que nao receberam a droga.

Cl1s C15 C15 Ti15 Ti5 Ti5 C30 C30 C30 T30 T30 T30
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Figura 1G. Imagem do gel de agarose a 1,2%, demonstrando em triplicata o produto de
RT-PCR para MMP-2 das amostras dos animais controle (C) e tratados com PTH (T),
nos diferentes tempos experimentais (15 e 30 dias). Abaixo da imagem do gel, grafico
das médias e + dp das densidades Opticas das bandas de cada grupo, normalizadas pela

beta-actina. Notar menor expressao nos grupos T15 e T30 (*).
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4.2.3.3 Interleucina 1 beta (IL-1beta)

Ap6s andlise das densidades dpticas dos produtos de RT-PCR para a IL-1beta
em gel de agarose, foi observado que nao houve diferenca estatistica entre as amostras
dos animais controles e dos tratados, independentemente do periodo, 15 ou 30,

analisado. (p>0,05).
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Figura 1H. Imagem do gel de agarose a 1,2%, demonstrando, em triplicata, o produto
de RT-PCR para IL-1-beta das amostras dos animais controle (C) e tratados com PTH
(T), nos diferentes tempos experimentais (15 e 30 dias). Abaixo da imagem do gel,
grifico das médias e + dp das densidades Opticas das bandas de cada grupo,

normalizadas pela beta-actina.
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4.2.3.4 Interleucina 6 (IL-6)

Ap6s andlise das densidades 6pticas dos produtos de RT-PCR para a IL-6 em
gel de agarose, foi observado que as amostras dos animais controles com 30 dias de
doenca, tiveram uma maior expressdo desse gene, quando comparado com todas outras

amostra (tratados 15 e 30 dias, e controle 15 dias) p<0,01.
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Figura 1I. Imagem do gel de agarose a 1,2%, demonstrando em triplicata o produto de
RT-PCR para IL-6 das amostras dos animais controle (C) e tratados com PTH (T), nos
diferentes tempos experimentais (15 e 30 dias). Abaixo da imagem do gel, grafico das
médias e + dp das densidades 6pticas das bandas de cada grupo, normalizadas pela beta-

actina. Notar maior expressdo de IL-6 no grupo C30 (*).
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4.3 Zimografia

Apo6s andlise das bandas do gel de zimografia, foi observado que a atividade
gelatinolitica da MMP-2 decresceu com o tempo tanto nos animais tratados, como nos
controles, decréscimo este notado nas formas pro, ativa e na atividade total desta MMP,
figura 1J e 1K. Além disso houve uma diminuicdo da atividade da MMP-9 (~86kDa)

nos animais tratados com PTH apenas por 15 dias (figura 1).

““4 5‘.“ .- -
““ .._~ Y G e e - N 2
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Figura 1]J. Imagem do gel de zimografia das amostras de 4 animais (1amostra/canaleta)
de cada um dos grupos controle (C) e tratados com PTH (T), nos diferentes tempos
experimentais (15 e 30 dias). Notar que a atividade da MMP-9 (85kDa), foi maior no
grupo C15, e que apds 30 dias de doenga, e que as formas latente (72kDa) e ativa
(66kDa) da MMP-2 tiveram a sua atividade diminuidas com o decorrer do tempo , 15

para 30 dias.
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Figura 1K. Grificos representativos das médias e + dp das densidades Opticas das
bandas obtidas do gel de zimografia, de cada um dos grupos controle (C) e tratados com
PTH (T), nos diferentes tempos experimentais (15 e 30 dias). Notar que as formas pro e
ativa da MMP-2, e também a soma das duas formas denota uma diminuicdo na
atividade desta metaloproteinase no decorrer do tempo experimental, 15 para 30 dias,
independente do tratamento com PTH (* p<0,05). No grifico da MMP-9, notar que o

grupo C15 apresentou maior atividade gelatinolitica em comparagdo com os demais

grupos (* p<0,01).
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4.4 Imunoprecipitacao

A andlise do gel de zimografia feito com as amostras imunoprecipitadas,
demonstrou que a gelatinase de peso ~66kDa se refere a forma ativa da MMP-2, e a de
peso ~72kDa refere-se a forma pro dessa mesma metaloproteinase. A amostra
imunoprecipitada com anticorpo anti-MMP-9, revelou que a atividade da gelatinase
~86kDa se refere a forma ativa da MMP-9, além de bandas das formas pr6 e ativa para

MMP-2 no ensaio (figura 1L).

<4— -~86kDa
<4— -~72kDa
<4— ~66kDa

Figura 1L. Imagem de gel de zimografia feito ap6s imunoprecipitagdo com anticorpo
anti-MMP-2 (A) e anti-MMP-9 (C). Na canaleta B foi usada uma amostra como
controle positivo, sem imunoprecipita¢do. Notar que apesar do anticorpo para MMP-9
(C) ter se ligado ao seu substrato especifico, aparece também a protease MMP-2 na
canaleta C. Além disso o anticorpo para MMP-2 ligou mais efetivamente & forma ativa

dessa enzima (66kDa).

4.5 Fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP)

Ap6s andlise dos cortes que foram submetidos a histoquimica para marcagdo de
TRAP, foi observado que todos os grupos apresentaram células marcadas positivamente
para TRAP tanto na regido superficial do osso alveolar, como em alguns vasos
sanguineos do 6sseo alveolar da regido dos primeiros molares analisados, figura 3L.
Ap6s andlise comparativa por meio de teste estatistico, foi observado que o grupo T30,
em média, tinha mais células TRAP-positivas na regido de superficie dssea alveolar, em

comparagdo com os outros grupos (p<0,05), Fig 3M.
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Figura 1M. Acima, fotomicrografias representativas de cada grupo experimental (C185,
T15, C30, T30), evidenciando células TRAP-positvias (setas) na regido de superficie
alveolar 6ssea dos primeiros molares com periodontite induzida. LP: ligamento

periodontal, AO: osso alveolar. Aumento original (200x).
Fosfatase Acida
15

*
10
C30 T30

0
C15 T15

Grupos Experimentais

NUmero de
Osteoclastos

Figura IN. Acima, grifico representativo das médias e +dp, do nimero de células
TRAP-positivas, localizadas na regido de superficie alveolar 6ssea nos diferentes grupos

experimentais. Notar maior nimero de células marcadas no grupo C30 (*) (p<0,05).
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4.6 Imunohistoquimica

A andlise das cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti-MMP-2,
demonstrou que essa proteinase foi muito expressa por todos os grupos experimentais.
A sua localizacdo se deu principalmente em células do tecido conjuntivo do periodonto
de protecdo (Prancha 1), mas sendo encontrada também, em menor quantidade, nas
células do peridsteo da crista alveolar.

Ap6s andlise dos cortes histolégicos imunomarcados com anticorpo anti-MMP-
9, foi possivel notar que em todos os grupos experimentais, algumas células, em sua
maioria com morfologia semelhantes a PMNs, localizadas no tecido conjuntivo do
periodonto de protegdo, tiveram os seus citoplasmas marcados pelo anticorpo anti-
MMP-9, prancha 2. .

A andlise dos cortes histoldgicos imunomarcados com anticorpo anti-IL1-beta,
demonstrou que essa citocina foi muito expressa por todos os grupos experimentais. A
sua localizagéo se deu principalmente nas células do tecido conjuntivo do periodonto de
protecdo, prancha 3.

A anélise dos cortes histologicos, imunomarcados com anticorpo anti- IL-6,
demonstrou que essa citocina foi expressa por todos os grupos experimentais. A sua
localizacdo se deu principalmente nas células do peridsteo da crista alveolar, prancha 4.
Sendo encontrada também, em menor quantidade, nas células do tecido conjuntivo do
periodonto de prote¢do (prancha 4)

A anadlise dos cortes histoldgicos, imunomarcados com anticorpo anti-TNF-
alfa, foi possivel notar que algumas células localizadas no epitélio e conjuntivo do
periodonto de protecdo, tiveram os seus citoplasmas marcados. Essa marcacdo foi

evidenciada em todos os grupos analisados (prancha 5)
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Prancha 1: Metaloproteinase 2 (MMP-2)

Prancha 1. Fotomicrografias, com aumento original de 200x, da regido ao redor do primeiro molar com
doenca periodontal induzida, dos diferentes grupos experimentais, imunomarcada com anticorpo anti-
MMP-2. Notar que em todos os grupos a MMP-2 foi detectada (setas) em grande quantidade. 15C e 30C
- grupos controles com 15 e 30 dias respectivamente. 15T e 30T-grupos tratados com PTH por 15 e 30
dias respectivamente. N- controle negativo, reacdio feita com omissdo do anticorpo primdrio, D- dentina,
E- epitélio.
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Prancha 2: Metaloproteinase 9 (MMP-9)

Prancha 2 Fotomicrografias, com aumento original de 200x, da regido ao redor do primeiro molar com
doenca periodontal induzida, dos diferentes grupos experimentais, imunomarcada com anticorpo anti-
MMP-9. Notar que em todos os grupos a MMP-9 foi detectada, mas poucas células (setas) apresentaram
marcagdo. 15C e 30C - grupos controles com 15 e 30 dias respectivamente. 15T e 30T-grupos tratados
com PTH por 15 e 30 dias respectivamente. N- controle negativo, reag¢ao feita com omissdo do anticorpo
primério. D- dentina, E- epitélio.
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Prancha 3: Interleucina 1 beta (IL-1beta)

Prancha 3. Fotomicrografias, com aumento original de 200x, da regido ao redor do primeiro molar com doenga
periodontal induzida, dos diferentes grupos experimentais, imunomarcada com anticorpo anti-IL-1beta. Notar que em
todos os grupos a IL-1beta foi detectada, sendo localizada principalmente na regido abaixo ao epitélio. 15C e 30C -
grupos controles com 15 e 30 dias respectivamente. 15T e 30T grupos tratados com PTH por 15 e 30 dias
respectivamente. N-controle negativo, reacio feita com omissdo do anticorpo primario. D- dentina, E- epitélio, OA-
osso alveolar.
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Prancha 4: Interleucina 6 (IL-6)

)
1
l
\

Prancha 4. Fotomicrografias, com aumento original de 200x, da regido ao redor do primeiro molar com
doencga periodontal induzida, dos diferentes grupos experimentais, imunomarcada com anticorpo anti-IL-
6. Notar que em todos os grupos a IL-6 foi detectada, sendo que sua principal localizag@o foi nas células
da superficie da crista dssea alveolar (setas). 15C e 30C - grupos controles com 15 e 30 dias
respectivamente. 15T e 30T grupos tratados com PTH por 15 e 30 dias respectivamente. N-controle
negativo, reacdo feita com omissao do anticorpo primdrio. LP- ligamento periodontal, OA- osso alveolar.
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Prancha 5:Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-alfa)

N e
\
\

Prancha 5. Fotomicrografias, com aumento original de 200x, da regido ao redor do primeiro molar com
doenca periodontal induzida, dos diferentes grupos experimentais, imunomarcada com anticorpo anti-
TNF-a. Notar que em todos os grupos o TNF-o foi detectada, mas poucas células (setas) apresentaram
marcacio sendo que essas células se localizavam tanto no epitélio, quanto no tecido conjuntivo subjacente
a esse epitélio. 15C e 30C - grupos controles com 15 e 30 dias respectivamente. 15T e 30T grupos
tratados com PTH por 15 e 30 dias respectivamente. N- controle negativo, reag@o feita com omissao do
anticorpo primdrio. E- epitélio.
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5.0 Discussao

O presente estudo demonstrou que o PTH foi capaz de modular a expressao de
mRNA para IL-6 e MMP-2, além da atividade da MMP-9 no tecido gengival dos
primeiros molares inferiores de ratos com periodontite induzida por ligadura.
Adicionado a esses achados, a reducdo no niimero de células TRAP-positivas nos
animais tratados com PTH, suporta os indicativos que este hormonio pode atenuar a
destrui¢do de tecidos periodontais observado em periodontite experimental (Barros et
al., 2003; Marques et al., 2005).

A ILlbeta é uma citocina que tem sido reportada como uma molécula
importante na patogénese da doenca periodontal, ¢ um dos ativadores iniciais de
citocinas quimiotaticas e de moléculas adesivas que facilitam a migragdo de leucdcitos
para os tecidos (Moreira et al., 2005). Em doenga periodontal tem sido relacionada a
degradacao tecidual, tendo relacdo direta com o aumento de reabsorcdo Ossea (Baker
2000 e Lang et al., 2000). Apesar da grande quantidade de IL1-beta detectada em todos
os grupos experimentais, e sabendo-se que o PTH pode modular a expressdo dessa
citocina (Toribio et al., 2003), ndo foi detectada nenhuma influéncia desse horménio na
expressdo génica da mesma, o que leva a sugerir que a via de atuacdo do PTH para
atenuar a perda Gssea na periodontite em ratos, possa ser independente de IL-1beta.

O delicado equilibrio entre MMPs e inibidores teciduais de metaloproteinases
da matriz (TIMPs) regulam a degradacdo de coldgeno, elastina e outros componentes de
matriz extracelular e membranas basais (Kéhéiri e Saarialho-Kere, 1999). MMPs podem
processar citocinas, quimiocinas, receptores de superficie celular e fatores de
crescimento, mostrando potencial para regular processos inflamatérios (Uitto et al.,
2003). A expressdo basal de MMPs por células é usualmente baixa, mas pode ser
rapidamente aumentada por vérios sinais exdgenos incluindo mediadores pos-
inflamatérios (Kidhiri e Saarialho-Kere, 1999). Os membros da familia de MMP que
tém sido implicados na destrui¢do de tecido periodontal envolvem MMP-1, MMP-2,
MMP-8 e MMP-9 (Pattamapun, et al., 2003). Dentre essas, a MMP-2 tem demonstrado
ter um papel importante na remodelacdo e degradacdo de diversos tecidos conjuntivos,
além do periodonto (Creemers et al., 1998). Essa proteinase € normalmente secretada
na forma latente, e o processamento extracelular para a forma ativa da enzima é um

importante passo para a regulacio da atividade da MMP-2 (Nagase, 1997). Os
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resultados obtidos nesse estudo indicaram altos niveis de expressiao génica e proteica no
tecido gengival durante o desenvolvimento da doenga periodontal em todos os grupos,
sendo que ambas as expressdes diminuiram de 15 para 30 dias da doenca, independente
do tratamento com PTH. Alem disso, foi notado também que a administracio
intermitente de PTH diminuiu a expressio de mRNA para MMP-2, embora essa
diminuic¢do ndo tenha implicado na alterag¢do da atividade dessa proteinase.

A MMP-9 ¢é a colagenase predominante encontrada em fluidos orais e em
tecidos gengivais inflamados (Westerlund et al., 1996; Kylmaniem et al., 1996; Makela
et al., 2004). A maior fonte de MMP-9 em gengiva inflamada aparece da degranulacio
de PMNs (Westerlund et al., 1996; Makela et al., 2004) e uma menor porcdo é
proveniente de queratinécitos (Kylmaniem et al, 1996; Makela et al., 2004).
Westerlund et al.,, (1996) demonstraram que a intensidade de imunoreatividade para
MMP-9 em gengivas inflamadas aumentou proporcionalmente com o aumento de
PMNs no infiltrado inflamatério. Por meio de imunohistoquimica, PMNs positivas para
MMP-9 foram encontradas no tecido gengival dos animais de todos os grupos
analisados, embora a expressdo génica para MMP-9 nos periodos estudados nio tenha
sido detectada. Curiosamente apds 15 de indugdo da doenca, o grupo C15 expressou
altos niveis dessa proteinase quando da andlise da atividade dessa protease, como
demonstrado na figura 1K. A razio pela qual o tratamento com PTH diminuiu a
atividade de MMP-9 € desconhecida, mas talvez possa ter relagdo com os achados
publicados por Barros et al., (2003), onde o tratamento com PTH diminuiu o ndimero de
PMNs na gengiva de ratos com periodontite induzida, jid que existem estudos
demonstrando que o PTH pode afetar a expressdo de MMP-9 (McClelland et al., 1998;
Selvamurugan et al., 2000).

O TNF-alfa é uma citocina que pode ser secretada por macréfagos, mondcitos,
células T, neutrdfilos e células NK (Isoméki e Punnonen, 1997). As a¢des do TNF-alfa
sao numerosas, afetam um amplo espectro de tipos celulares, e ¢ uma das citocinas
envolvidas na patogénese da doencga periodontal. E encontrada em grande quantidade
tanto em fluido crevicular como tecido periodontal de sitios com periodontite (Gemmell
et al. 1997). Estudos em primatas demonstraram que o TNF-alfa tem um importante
papel na reacdo inflamatdria, na reabsorcdo éssea e na perda de tecido conjuntivo

durante o desenvolvimento experimental de periodontite (Graves e Cochran, 2003). No
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presente estudo, por meio de imunohistoquimica, foi verificado que todos os animais
expressaram TNF-alfa, nos periodos de desenvolvimento da doenca estudados (15 e 30
dias). A expressdo se limitou a poucas células, principalmente junto ao epitélio oral.,
demonstrando que essa citocina pode ter um papel importante no desenvolvimento da
doenca no modelo experimental utilizado. E desconhecido o motivo da ndo deteccdo de
expressdo de mRNA nos animais avaliados, pois foram feitos testes com amostras nio
pertencentes aos grupos experimentos, e foi observado um sucesso para reacdes de RT-
PCR para essas amostras

Uma variedade de tipos celulares pode expressar o gene I1L-6 dentro do tecido
periodontal, entre eles: células T, células B, células endoteliais, osteoblastos,
macrdfagos e fibroblastos. Investigacdes na expressdo de mRNA para IL-6 demonstram
resultados contraditérios. Yamazaki et al., (1988), reportaram altos niveis de expressao
génica de IL-6 tanto em epitélio quanto em lamina prépria de tecido gengival saudavel,
embora, paradoxalmente, a expressdo tenha sido diminuida em tecido de sitios com
periodontite. J4 Matsuki et al., (1992), por meio de hibridizacdo in sito reportou altos
niveis de expressio de mMRNA para IL-6 em gengiva inflamada de sitios
periodontalmente doentes, notando expressdes minimas em gengiva saudavel.

Embora ndo exista trabalho que avalie a resposta de expressdo de IL-6 frente a
administracdo intermitente de PTH em condicdes inflamatdrias, tem sido demonstrado
que a administracdo de hPTH (1-34) induz a um rédpido e seletivo aumento da proteina
IL-6 em células da medula dssea, predominantemente em osteoblastos, ostedcitos e
megacariocitos (Liang et al., 1999).

A répida expressdo de IL-6 demonstra a sua importincia como um dos
mediadores iniciais da agdo do PTH no osso, como tem sido sugerido por estudos
prévios baseados na andlise de expressdo de mRNA (Onyia et al., 1995, Pollock et al.,
1996). No presente estudo foi verificado um decréscimo na expressdo génica de IL-6
causado por PTH em tecido gengival inflamado, demonstrando que esse hormonio pode
influenciar de maneira direta células presentes no micro ambiente de sitios
periodontalmente doentes.

Apesar de existirem midltiplas vias de ativacdo osteoclastica, grande

importancia € reportada a duas vias: a OPG/RANKL/RANK e a IL-6/IL-6sR, as quais
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operam independentes, e cuja contribuicdo de cada uma individualmente para a
osteoclastogénese ainda ndo é completamente conhecida (Buxton et al., 2004).

O PTH controla a formacdo e reabsor¢do dssea primariamente por meio da
modulagdo do sistema OPG/RANKL/RANK. Em resposta ao PTH, células imaturas da
linhagem osteobldstica aumentam a expressdao de citocinas ligadas a membranas,
incluindo IL-6, IL-6sR e fator estimulante de coldonia de macréfagos (Buxton et al.,
2004). Nesse estudo, o tratamento intermitente com PTH demonstrou uma consistente
correlacdo entre o decréscimo da expressdo de IL-6 e diminui¢do da reabsor¢do Ossea ,
vista por meio de TRAP. TRAP € um marcador bioquimico considerado relativamente
especifico para osteoclastos (Mikin, 1986). Nos animais desse estudo, células TRAP-
positivas foram encontradas na regifo perivascular do osso alveolar e principalmente na
superficie Ossea alveolar, que, no caso do osso alveolar, coincide com regides
imunomarcadas com IL-6, sendo que essa molécula foi expressa principalmente por
osteoblastos. A andlise quantitativa das células marcadas com TRAP demonstrou um
maior nimero dessas células no grupo C30, sendo assim, € possivel que a diminui¢do da
expressdo de IL-6, ocasionada pela administragdo de PTH, possa estar diretamente
relacionada ao menor niimero de osteoclastos, e também a diminui¢do de perda éssea
causada por periodontite, ja observada em outros estudos (Barros et al., 2003; Marques

et al., 2005).

6.0 Conclusao

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que, no periodo estudado, o
PTH, quando administrado intermitentemente, interferiu em fatores (IL-6, MMP-2,
MMP-9, nimero de células TRAP-positivas) que estdo diretamente relacionados a

degradac@o tecidual ocasionada pela periodontite.
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