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Balejo RDP. Efeito da inibicdo de triptase sobre o desenvolvimento de doenca
periodontal induzida em ratos [Dissertacdo de mestrado]. Taubaté: Universidade de
Taubaté, Departamento de Odontologia, 2009. 48p.

RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito da inibigcdo de triptase, com o uso da droga nafamostate
mesilate (NM), sobre o desenvolvimento de doenca periodontal induzida em ratos.
Metodologia: Oitenta ratos Wistar machos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos. Um grupo controle com injecao diaria de NaCl 0,9%, grupo NM (injecéao
diaria de 0.1mg/kg de NM, ip), grupo ligadura (colocada ao redor do primeiro molar
inferior direito), e grupo NM + Ligadura. A quantidade de perda éssea alveolar (POA)
na porcao mesial da face lingual da raiz mésio-lingual do primeiro molar inferior foi
determinada ap6s o sacrificio aos sete e 14 dias com o auxilio de um
estereomicroscopio, e a atividade de mieloperoxidase (MPO) foi analisada nos
tecidos gengivais. Resultados: A inibicdo da triptase levou a diminuigao significativa
(p <0,05) de POA em animais submetidos a ligadura e periodontite induzida. A
inibicdo da triptase pelo NM ndo apenas preveniu o inicio da POA aos sete dias de
experimento (0,44mm = 0,16 e 0,60mm * 0,22, p<0,05, NM + Ligadura versus
Controle), como também diminuiu significativamente a POA aos 14 dias (0,97mm +
0,17 versus 1,82mm = 0,26, p <0,001, NM + Ligadura versus Ligadura). Além disso,
a inibicdo da triptase diminuiu significativamente a atividade de MPO aos 14 dias
(p<0.05). Conclusao: Os dados do presente estudo sugerem que a inibicdo da
triptase modificou a progressdo da periodontite induzida experimentalmente em
ratos.

Palavras-chave: Triptase; Doenca periodontal; Perda éssea alveolar.



Balejo RDP. Effect of tryptase inhibition on the development of periodontal disease in
rats [Dissertacdo de mestrado]. Taubaté: Universidade de Taubaté, Departamento
de Odontologia, 2009. 48p.

ABSTRACT

Aim: To evaluate the effect of inhibition of tryptase, with the drug nafamostate
mesylate (NM) on the development of periodontal disease induced in rats.
Methodology: Eighty (80) male Wistar rats were randomly separated into four study
groups as follows: saline Control group, NM group (daily injection of 0.1mg/kg body
weight of NM, i.p.), Ligature group (ligature placed at the gingival margin level of
lower right first molars), and NM + Ligature group. The amount of alveolar bone loss
(ABL) around the mesial root surface of the first mandibulary molar was determined
at sacrifice at seven and 14 days with the aid of a stereomicroscope, and the
myeloperoxidase activity (MPO) was analyzed at the gingival tissues. Results: NM
led to significantly (p<0.05) decreased ABL in animals subjected to ligature induced
periodontitis. Tryptase inhibition not only prevented the onset of significant ABL at
seven days of the experiment (0.44+0.16 and 0.60+0.22, p>0.05, NM+Ligature and
Control, respectively) but also significantly decreased the ABL when compared with
the Ligature group at 14 days (0.97+0.17 versus 1.82+0.26, p<0.001). In addition,
NM significantly decreased MPO activity at 14 days (p<0.05). Conclusion: These
data provide evidence that tryptase inhibition may modify the progression of
experimentally induced periodontitis in rats.

Keywords: Tryptase; Periodontal disease; Alveolar bone loss.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal € a mais importante causa de perda dental em
adultos. Embora multifatorial, a patogénese da doenga periodontal envolve a
presenca de um biofilme bacteriano, que inicia uma reacgéo inflamatéria local em um
hospedeiro predisposto, resultando em destruicao tecidual e perda de osso alveolar
(Schenkein, 2006). Inumeras células e seus mediadores orquestram o organizado e
complexo sistema imune periodontal durante o processo inflamatério (Schwartz et
al., 1997).

Em todas as cascatas inflamatérias da doenca periodontal existem algumas
etapas mediadas por enzimas proteoliticas. Na realidade, altos niveis de atividade
proteolitica tém sido encontrados no fluido gengival de bolsas periodontais, onde
uma mistura de enzimas enddgenas do hospedeiro e proteases bacterianas
combinam-se para mediar a degradacéo do tecido conjuntivo (Reynolds & Meikle,
1997). Dentre as enzimas do hospedeiro, destacam-se as serina-proteases como
tripsina, elastase, plasmina, enzimas do complemento e a triptase (Embery &
Waddington, 1994; Loos & Tjoa, 2005).

A triptase é uma serina protease armazenada principalmente pelos granulos
dos mastdcitos encontrados na maioria dos tecidos, especialmente no epitélio e
conjuntivo gengival (Steinsvoll et al., 2004). Os mastocitos sdo encontrados no
tecido conjuntivo e epitelial da gengiva (Lin & Befus, 1999; Steinsvoll et al., 1999).
Numeros mais elevados de mastdocitos tém sido encontrados no tecido gengival
inflamado de pacientes com periodontite quando comparados aos niveis
encontrados na gengiva de pacientes periodontalmente saudaveis (Gunhan et al.,

1991; Kennet et al., 1993; Steinsvoll et al., 1999). Sabe-se que quando ativados por
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citocinas ou produtos bacterianos, os mastdcitos sofrem degranulagdo e liberam
triptase e outros mediadores de condi¢cbes alérgicas e inflamatérias (Steinvoll et al.,
2004). Na realidade, um aumento de atividade proteolitica tipo triptase no fluido
crevicular de pacientes com periodontite cronica correlaciona-se positivamente com
severidade da perda de inser¢ao clinica e reabsorcao éssea (Cox & Eley, 1989; Eley
& Cox, 1990; Eley & Cox, 1992a). Ainda, uma reducao dos parametros clinicos apo6s
terapia periodontal leva a uma reducao significativa dos niveis de atividade da
triptase presente no fluido crevicular (Eley & Cox, 1992b).

O envolvimento da triptase na resposta imune inata tem sido demonstrado
em algumas formas de doencgas inflamatérias crénicas, tais como artrite reumatoide
(Nakano et al., 2007) e doengas inflamatdrias intestinais (Yoshida et al., 2006).
Sabe-se que a triptase induz o extravazamento microvascular (He & Walls, 1997) e a
quimiotaxia de células inflamatérias (He et al., 1997), além de aumentar a expressao
da ciclooxigenase-2 (Frungieri et al., 2002), estimular a sintese de mediadores pro-
inflamatorios, tais como as prostaglandinas e a interleucina-8 (Steinsvoll et al., 2004)
e ativar a matriz metaloproteinase-2 (Lohi et al., 1992), todos mediadores
reconhecidos da destruicdo tecidual. Além disso, a terapia anti-triptase, através da
administracdo de nafamostate mesilate, 0 mais potente inibidor da triptase, tem se
mostrado efetiva na terapia da doenca intestinal inflamatéria na colite experimental
em ratos (Isozaki et al., 2006; Yoshida et al., 2006).

A importancia da triptase como molécula efetora essencial da resposta
imune em diversas doengas inflamatorias, além de sua presenca no fluido crevicular
e em homogenatos de tecidos gengivais inflamados, sugerem um possivel papel
desta enzima na patogénese da doenga periodontal crbénica. No entanto, a

significancia biolégica desta protease do hospedeiro na destruicdo periodontal
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permanece desconhecida até o momento. No presente estudo, nés hipotetizamos

que a triptase desempenha um papel fundamental na progressdo da doenca

periodontal. Desta forma, o objetivo principal do presente estudo foi avaliar o efeito

da inibicdo de triptase, com o uso da droga nafamostate mesilate, sobre o

desenvolvimento de doenga periodontal induzida por ligadura em ratos.

Degranulacao de
mastacitos

TECIDOS MMP-2
PERIODONTAIS IL-8
neutrofil PGE-2

COX-2

DESTRUICAO

0S

Alvi

Figura 1 - Modelo patogénico proposto: nds hipotetizamos que a triptase, liberada apés a
ativagao dos mastocitos por agdo de citocinas ou produtos do biofilme bacteriano, pode
desempenhar um papel fundamental na patogénese da doenga peridontal, induzindo ao
aumento de expressdo da COX-2, sintese de PGE-2 e IL-8 e ativagao de MMP-2, todos
mediadores reconhecidos da destrui¢ao tecidual
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PAPEL DA TRIPTASE NA DOENGCA INFLAMATORIA CRONICA

Bischoff et al. (1996) avaliaram a frequéncia de mastocitos em bidpsias
intestinais de pacientes com doenca inflamatéria. A quantidade de mastdcitos foi
avaliada imunohistoquimicamente em bidpsias de pacientes com doenca de Crohn
(33 casos) ou colite ulcerativa (31 casos) e em 29 pacientes controle. Os autores
demonstraram que nao houve diferenga significativa quanto ao numero de
mastocitos em pacientes com doenga intestinal inflamatoria e pacientes controle. Na
realidade o numero de mastocito encontrou-se reduzido em &reas teciduais com
inflamacdo ativa (143 +/- 16/mm? versus 206 +/- 18/mm? em tecidos n&o
inflamados). Segundo os autores, a explicagdo sugerida para o reduzido numero de
mastdcitos é a ocorréncia de degranulacao de mastocitos.

Sepper et al. (1998) avaliaram o papel dos mastécitos na inflamagao
cronica inflamatdria severa da bronquioestasia através da mensuracao dos niveis de
triptase derivada de mastdcitos presentes no fluido bronquioalveolar e em amostras
de tecido pulmonar, e analise da atividade tipo triptase em 36 pacientes com
bronquioestasia e em 14 pacientes controle. As concentragdes de triptase no fluido
bronquioalveolar foram maiores (P<0,01) em pacientes com bronquioestasia
(4,7ug/L) em comparagdo com os controles (2,0ug/L). A atividade tipo triptase foi
significativamente maior (P<0,0001) em pacientes com bronquioestasia (174nmol/L)
em relacdo ao controle saudavel (28nmol/L). A presenca de mastécitos
degranulados foi significativamente maior em tecido pulmonar da bronquioestasia.

Os autores sugerem que a forte correlagao entre os niveis de triptase e a severidade
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da doenca possa estar envolvida com a reacdo inflamatoria na bronquioestasia
pulmonar.

Matsunaga & Terada (2000) investigaram a presenca de mastocitos
positivos para triptase no figado de pacientes com doencgas hepatobileares. Os
autores avaliaram imunohistoquimicamente a presenca de mastécitos em 13 figados
normais e em 193 bidpsias de figado de pacientes com cirrose biliar primaria (n=43),
hepatite autoimune (n=11), hepatite B crénica (n=37), hepatite C cronica (n=41),
doenca de figado causada por alcoolismo (n=40) e hepatolitiase (n=21). A
densidade de mastdcitos por mm? de estroma foi baixa em figado normal, mas alta
em doencgas crénicas do figado e correlacionou-se positivamente com o grau de
fibrose.

Xiong et al. (2000) estudaram o envolvimento de mastdcitos na inflamagéo
de apéndices. Mastécitos positivos para a triptase foram avaliados
imunohistoquimicamente em apéndices removidos cirurgicamente em vinte criangas
com apendicite aguda histologicamente comprovada, dez apéndices normais de
pacientes com diagnostico clinico de apendicite e dez apéndices normais de
pacientes submetidos a cirurgia abdominal eletiva. Um numero significativamente
maior de mastdcitos positivos para a triptase (P < 0.05) estava presente em
amostras de pacientes com apendicite em comparacdo com amostras de tecidos
controle. Os autores sugerem um papel importante para os mastocitos no processo
patofisiolégico que leva & apendicite aguda.

Roberts & Brenchley (2000) investigaram o numero de mastocitos em rins
fibroticos e em rins normais, uma vez que os mastécitos, quando ativados podem
levar a secregdo de inumeros fatores fibrogénicos e tém sido associados ao

desenvolvimento de condic¢oes fibréticas no figado, pulméo e na pele. Os mastécitos
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foram quantificados imunohistoquimicamente (anticorpo  anti-triptase) em
transplantados renais mostrando rejeicdo aguda e crénica e toxicidade a
ciclosporina, em rins removidos por pielonefrite crénica e bidpsias renais de
pacientes com nefropatia IgA, nefropatia membranosa e nefropatia decorrente do
diabetes. Os mastdcitos estavam ausentes ou em pequeno numero no rim normal
(1.6/mm2), mas numerosos nas biodpsias que demonstraram fibrose: nefropatia
membranosa (21.7/mm?), nefropatia do diabetes (29.2/mm?), na rejei¢do cronica de
transplantes renais (27.1/mm?) e na toxidade cronica & ciclosporina (1.6/mm?). Na
maioria dos casos, 0s mastocitos apresentaram-se degranulados. Os autores
concluiram que o aumento no numero de mastécitos € uma caracteristica
consistente com a fibrose renal, sugerindo um importante papel patogénico para os
mastdcitos no processo fibrotico.

Esposito et al. (2001) avaliaram o numero e a distribuicdo de mastocitos em
46 biopsias de pacientes com pancreatite cronica e em 12 biépsias de pacientes
saudaveis. Além disso, este estudo avaliou a presenca de fator de células tronco, o
mais importante fator de crescimento de mastdcitos, e de seu receptor, c-kit. Os
mastocitos foram encontrados tanto em areas fibréticas quanto no parénquima
acinar residual em amostras de pancreatite crénica. O nimero total de mastocitos foi
significativamente maior na pancreatite crénica em relagdo ao pancreas normal (P <
0.001) e correlacionou-se positivamente com a extensdo da fibrose e com a
intensidade da inflamagéo. Ainda, o fator de crescimento de mastocitos e o receptor
c-Kit encontraram-se localizados principalmente em tecidos fibréticos, sugerindo que
0s mastocitos sdo um relevante componente do infiltrado inflamatério responsavel

pela destruicao tecidual e remodelacao na pancreatite crénica.
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Nishida et al. (2002) compararam a distribuicdo de mastocitos e macréfagos
na mucosa do célon de pacientes com colite colagenolitica (n=13), doenga de Crohn
(n=20), colite ulcerativa (n=20) e pacientes controle (n=20). A analise
imunohistoquimica através de anticorpos para triptase e CD68 demonstrou que o
namero de mastocitos e de macréfagos foi maior na colite colagenolitica (286 +/-
89/mm?), doenca de Crohn (330 +/- 84/mm?) e colite ulcerativa (355 +/- 90/mm?) em
relacdo ao controle (201 +/- 44/mm?). Os autores sugerem que os mastocitos na
mucosa podem ser associados ao desenvolvimento de colite colagenoética e de
doenca inflamatéria intestinal.

Stoyanova & Gulubova (2002) avaliaram o papel da triptase do mastécito e
de estruturas neuronais na regulagdo das respostas inflamatérias e imunes na
doenca inflamatdria intestinal. Bidpsias de parede intestinal de seis pacientes com
colite ulcerativa crbénica e de seis pacientes com carcinoma retal (controle) foram
avaliadas imunohistoquimicamente quanto a presenca de fibras nervosas e de
células contendo substancia P e triptase. Mastocitos imunopositivos para triptase e
substancia P foram encontrados em maior nimero na colite ulcerativa em relacao as
amostras controle. Os autores concluiram que as interacbes entre elementos
neuronais e mastécitos desempenham um significante papel na progressado e
manutencgao de processos inflamatérios que acompanham a colite ulcerativa cronica.

Solari et al. (2004) investigaram o papel do mastocito no processo fibrético
intersticial em rins com nefropatia de refluxo, uma vez que o mastocito é
sabidamente um importante secretor de fatores fibrogénicos associados com o
deposito de tecido fibroso que acompanha o processo inflamatério crénico. Amostras
de rins obtidas durante a nefrotomia de 12 pacientes (dois a 13 anos de idade) com

nefropatia severa e cinco amostras controle foram  examinadas
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imunohistoquimicamente com anticorpos anti-triptase. Os autores demonstraram um
aumento significativamente maior de infiltrado de mastocitos em amostras de
nefropatia (14.2+/-9.6) comparado as amostras controle (1.3 +/- 0.8), (P < 0.05).
Além disso, 0 numero de mastécitos infiltrados positivos para triptase correlacionou-
se com o grau de fibrose intersticial de mastocitos na nefropatia de refluxo,
sugerindo o envolvimento da triptase dos mastocitos no desenvolvimento de fibrose
na nefropatia de refluxo.

Kinoshita et al. (2005) estudaram o papel dos mastécitos como ativadores
de células endoteliais na patogénese da inflamagdo crénica. Células epiteliais
oriundas de veias do cordao umbilical humano foram estimuladas com granulos de
mastdcitos preparados de mastocitos leucémicos humanos. O sobrenadante e o
RNA total das células foram coletados. Os niveis de interleucina 1 beta, fator de
necrose tumoral alfa e fator estimulador de granulécitos permaneceram inalterados
por 24 horas. Contrariamente, os niveis de proteina-1 quimiotrativa de monécitos
(MCP-1) e de interleucina-8 aumentaram significativamente dentro de seis horas. A
inducdo dessas quimiocinas foi atenuada por anticorpo neutralizador anti-triptase.
Além disso, MCP-1 e IL-8 foram induzidos em células epiteliais pela incubacao com
triptase de mastocitos humanos. Estes resultados indicam que a produg¢ao de MCP-1
e IL-8 em células epiteliais por granulos de mastdcitos € amplificada pela triptase.

losub et al. (2006) avaliaram o papel da triptase do mastécito e do receptor
tipo 2 ativado por protease (PAR2) no desenvolvimento e progressao da inflamagao
testicular. Na orquite induzida experimentalmente, houve uma hiper expressao de
PAR,, detectado imunohistoquimicamente em macréfagos e células peritubulares, e
um aumento no numero de mastécitos degranulados. Além disso, os autores

demonstraram que apos a injecdo de triptase recombinante, houve um aumento da
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expressao de citocinas e mediadores inflamatérios, tais como, fator de crescimento
tecidual beta (TGF-B) e de cicloxigenase 2 (COX-2). Os autores sugerem que a
ativacdo do PAR:; pela triptase do mastécito contribui para a inflamagéo testicular e
pode constituir-se em um mecanismo patogénico da orquite autoimune.

Jakate et al. (2006) avaliaram a concentracao de mastocitos em bidpsias do
célon intestinal ou do duodeno de paciente com diarréia crbénica resistente ao
tratamento. A analise imunohistoquimica da triptase do mastdcito foi realizada em
bidpsia de 47 pacientes com diarréia crénica nao tratavel, cinquenta pacientes
controle e 63 pacientes com outros tipos de doencas que causam diarréia
(inflamacgao crénica intestinal, colite colagenolitica e colite linfocitica). Setenta por
cento dos pacientes com diarréia crénica intratavel apresentaram mais do que vinte
mastdcitos por analise de campo. Pacientes controle e pacientes com outros tipos de
diarréia apresentaram 13.3 +/- 3.5 mastocitos. Os autores concluiram que o aumento
de mastocitos pode ser demonstrado por imunohistoquimica através da triptase do
mastdcito, e sugerem que um novo termo, enterocolite do mastécito pode ser usado
para designar a condicao clinica de diarréia crénica intratavel.

Hofman et al. (2007) estudaram a associacao dos matdcitos na inflamacgao
gastrica intestinal causada pelo Helicobacter pylori. Neste estudo, foram coletadas
bidpsias de 122 pacientes com gastrite crbénica ativa infetados com H. Pylori, 84
pacientes com gastrite induzida por uso de drogas antinflamatérias ndo esteroidais
(DAINES) e de 48 voluntérios saudaveis. A andlise imunohistoquimica realizada com
anticorpo anti-triptase, dentre outros marcadores de mastécitos, revelou que
pacientes infectados com H. pylori, a densidade de mastécitos, e especialmente o
namero de células epiteliais associadas ao mastécito, correlacionou-se com um alto

namero de células epiteliais apoptéticas e com a presenca de infiltrado neutrofilico
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na mucosa gastrica. Os autores concluiram que a densidade de mastécitos pode ser
considerada como um critério histopatologico de atividade de gastrite em pacientes
infectados com H. pylori.

De Rossi et al. (2009) investigaram a deteccao de triptase de mastocitos
como um marcador para atividade inflamatéria em pacientes com doencga de Crohn.
Foram detectadas triptase no soro de 48 pacientes com doenca de Crohn ativa e em
31 pacientes com doenca de Crohn inativa, sendo exames diagnésticos realizados
por mais de seis meses através de ileocolonoscopia histoldgica, bem como sorologia
e cultura das fezes. O grupo controle constando de cinquenta pacientes com idade
média de 44 £ 15 anos que queixaram de desconforto intestinal inespecifico e
alergias, infecgcdes e outros transtornos intestinais sendo excluido por realiza¢do de
diagnastico clinico, sorologia de imunoglobulinas e cultura em fezes, dentre outros. A
analise demonstrou niveis baixos da presenca de triptase nos pacientes do grupo
controle; no grupo de pacientes com Doenca de Crohn ativo ou inativo os valores
encontrados demonstrou estatisticamente ndo significante quando comparados ao
grupo controle; ja nos pacientes do grupo nao tratados contendo mastocitose
obtiveram valores aumentados da presenca de triptase quando comparados aos
demais grupos tendo niveis séricos muito aumentados. Os autores sugerem que a
triptase pode ser usada no diagndstico diferencial de pacientes com mastocitose.

Levick et al. (2009) desenvolveram um experimento modelo animal para
estabelecer a relacdo de mastécito em processo inflamatério fibrético ventricular em
ratos hipertensos. Apds andlise imunohistoquimica os achados demonstraram
indices aumentados de triptase de mastécito nos animais do grupo hipertrofia
ventricular, sugerindo assim que o papel da triptase de mastdcito esta envolvida no

processo fibrético.
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2.2 PAPEL DA TRIPTASE NA DOENCA PERIODONTAL

Cox & Eley (1989) avaliaram o fluido crevicular coletado de pacientes com
gengivite e periodontite e observaram que estas amostras apresentaram uma
atividade proteolitica compativel com a de serino proteinases, mais especificamente
com a triptase do mastécito. A inibicdo apenas parcial da atividade proteolitica
dessas amostras de fluido crevicular, demonstrada apds incubacao prévia com
inibidor de tripsina da soja (SBTI), sugeriu a participagcdo de uma segunda enzima
tipo tripsina de origem bacteriana ou do hospedeiro.

Eley & Cox (1990) avaliaram a atividade tipo triptase em tecidos gengivais
homogeneizados de pacientes com periodontite cronica através do uso de substrato
especifico Z-Ala-Arg-Arg-AFC. Os autores encontraram uma alta atividade tipo
triptase em tecido gengival de pacientes com periodontite crénica.

Eley & Cox (1992a) examinaram vinte pacientes com periodontite cronica
nao tratada, quanto a perda de insergcéo e quanto as medidas radiograficas de perda
0ssea. Em uma segunda visita, o fluido crevicular gengival foi coletado com tiras de
papel filtro nos sitios dentais de maior profundidade de sondagem. Apds a
determinacao do volume de fluido crevicular, a atividade proteolitica tipo triptase foi
determinada com o uso de substrato especifico Z-Ala-Ala-Lys-AFC. Os autores
observaram que a atividade enzimatica correlacionou-se positivamente com a perda
de insergéo clinica e com a perda 6ssea em uma analise de regressao linear.

Em estudo subsequente, Eley & Cox (1992b) examinaram vinte pacientes
com periodontite crénica quanto aos seguintes parametros clinicos: profundidade de
sondagem, perda de insercado clinica, indice gengival, indice de sangramento e

indice de placa. A coleta de fluido crevicular foi realizada em segunda visita em sitios
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dentais profundos. Os pacientes deste estudo receberam raspagem e aplainamento
radicular e outros tratamentos ndo cirdrgicos apropriados. Os parametros clinicos
foram analisados novamente e o fluido crevicular foi coletado dos mesmos sitios
dentais que haviam sido utilizados na fase de pré-tratamento. A atividade proteolitica
tipo triptase presente no fluido crevicular gengival foi determinada por um ensaio
fluorimétrico. Os autores observaram que apds o tratamento periodontal, houve
reducao de todos os parametros clinicos periodontais e na atividade proteolitica. Os
autores sugerem que o nivel de atividade proteolitica presente no fluido crevicular
gengival pode refletir o status clinico das lesées periodontais e pode ser usado para
monitorar a atividade de doenca.

Kennett et al. (1993) determinaram histoquimicamente a presengca de
triptase do mastocito em bidpsia de tecidos gengivais humanos. Os autores
observaram que o maior numero de triptase estava presente na lamina prépria,
seguido pelo epitélio. Além disso, 0 numero de células coradas foi maior no tecido
gengival inflamado de pacientes com periodontite crénica em comparagdo com o
tecido gengival saudavel de pacientes controle. Os autores concluiram que a enzima
triptase pode desempenhar um importante papel na patologia da periodontite
cronica.

Walsh (2003) demonstrou que a degranulagdo de mastocitos é consistente
com a presenca de lesbes inflamatérias orais (liquen plano, gengivite, pulpite,
inflamagé@o periapical). Além disso, o autor demonstrou que a densidade de
mastdcitos nos compartimentos teciduais relaciona-se com o nivel da expresséao de
E-seletina, uma molécula de adesao endotelial a qual pode ser induzida por agdo de

produtos da degranulacdo de mastdcitos. Os autores concluem
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que os produtos de mastocitos podem desempenhar um importante papel na
inflamagé&o da cavidade oral.

Gazi et al. (1996) estudaram as possiveis fontes das diferentes atividades
proteoliticas encontradas no fluido crevicular gengival. Os autores coletaram
amostras de tecido gengival e de fluido crevicular de pacientes com periodontite
cronica. A cromatografia de filtracdo em gel das amostras teciduais demonstrou a
presenca de catepsina B e de triptase sensiveis aos inibidores de cisteina e serino
proteinase, respectivamente. Foram preparadas amostras de células de
periodontopatégenos de cepas de referéncia suspensas em meio de cultura. De
todos os patdgenos estudados, o Porphyromonas gingivalis foi o que demonstrou a
maior atividade proteolitica compativel com a de cisteina proteases. Os padrbes das
bandas do fluido crevicular, tecido gengival e amostras bacterianas foram
comparados em membranas impregnadas por substrato especifico. Em membranas
impregnadas com o substrato Z-Val-Lys-Arg-AFC, o fluido crevicular demonstrou
bandas correspondentes as de catepsina B tecidual e a enzima do P. gingivalis e da
Treponema denticola. O uso de membranas impregnadas com substrato D-Val-Leu-
Arg-AFC demonstrou atividade no fluido crevicular semelhante a triptase tecidual. Os
resultados deste estudo confirmaram a presenca de catepsina B e triptase teciduais
no fluido crevicular gengival.

Kennet et al. (1997) coletaram o fluido crevicular gengival de pacientes com
periodontite crénica utilizando micropipetas e laminulas contendo anticorpos para
marcadores de leucocitos e Azul de Toluidina para identificar os mastocitos. Os
autores observaram que o fluido crevicular de pacientes com periodontite crénica era
composto de 70-80% granuldcitos, 10-20% mondcitos/macréfagos, 5% mastocitos e

5% de linfécitos T. A presenca de proteases e de inibidores no fluido foi investigada
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utilizando-se substratos especificos. A presenca de elastase foi detectada em
granulécitos, catepsina B em macréfagos, peptidases dipeptidil 1l e IV em linfécitos
T, triptase em mastécitos e inibidor de proteinase alfa-1 e macroglobulina alfa-2 em
alguns macrofagos. Os autores concluiram que as proteases de células inflamatérias
parecem ser responsaveis pela maior parte da atividade enzimatica mensurada no
fluido crevicular gengival, e sugerem que esta associacao possa explicar a possivel
correlacao da atividade enzimatica com progressao da doenca periodontal.

Batista et al. (2005) identificaram e quantificaram a presenca de mastocitos
em diferentes estadgios da doenca periodontal humana utilizando técnicas de
histoquimica (azul de toluidina) e imunohistoquimica (matocitos positivos para
triptase). Os autores observaram um aumento nas densidades de mastocitos em
lesbes de gengivite/ periodontite crénica comparadas a densidade de mastécitos em
tecidos gengivais clinicamente saudaveis. Interessantemente, os mastécitos foram
encontrados  especialmente  distribuidos em  proximidade com células
mononucleares. Os autores concluiram que existe um aumento do numero de
mastdcitos na doencga periodontal humana os quais podem participar dos eventos

destrutivos da doenga periodontal.

2.3 EFEITO DA INIBICAO DA TRIPTASE, COM O NAFAMOSTASE
MESILATE, SOBRE A DOENCA INFLAMATORIA

Sendo et al. (2003a) avaliaram o efeito do pré-tratamento com nafamostase
mesilate (MN) de 3 e 10mg/Kg, sobre a disfungdo pulmonar induzida
experimentalmente em ratos através da injecdo intravenosa de ioxaglato (4g de

iodine/Kg), um meio de contraste radiografico. O nafamostase mesilate (10mg/Kg),



Revisao da Literatura 26

um importante inibidor de triptase, inibiu 0 extravazamento de proteinas e o edema
pulmonar, além de inibir a atividade de triptase pulmonar purificada. Estes achados
sugerem que a triptase liberada pelos mastdcitos desempenha um papel crucial na
disfuncao pulmonar induzida pelo ioxaglato. Dessa forma, os autores sugerem que o
nafamostase mesilate pode tornar-se um agente importante na cura e prevencao de
reacOes adversas severas ao meio de contraste radiografico.

Em um préximo estudo, Sendo et al. (2003b) observaram que o ioxaglato,
material de contraste que degranula os mastécitos, provoca um aumento substancial
da permeabilidade quando aplicado a células endoteliais da aorta bovina combinado
aos mastocitos. Os autores observaram ainda que a nafamostate mesilate bloqueia
esta acdo do ioxaglato. Desta forma, os autores concluem que a triptase do
mastdcitos desregula a fungao da barreira endotelial através da ativagao do receptor
tipo 2 ativado por protease (PARy).

Mori et al. (2003) mostraram em um estudo farmacolédgico de cinética que o
nafamostate mesilate inibe a triptase humana de maneira competitiva e que seu
valor de Kk (i) estimado é de 95.3pM. Estes autores apontam o fato de que esta droga
€ um inibidor extremamente potente da triptase e sugerem que alguns dos efeitos
benéficos no tratamento do status clinico podem ser devidos a inibicao da triptase.

Yoshii et al. (2005) ao examinarem trinta casos de adenocarcinoma de colon
humano, encontraram um aumento no numero de mastécitos. Devido ao fato de a
triptase do mastécito ser considerada uma proteinase agonista do receptor tipo 2
ativado por protease (PARz), os autores investigaram os efeitos da estimulagdo do
PAR, pela triptase sobre a sinalizagdo celular e proliferagdo de DLD-1, uma
linhagem celular de carcinoma de célon humano. A estimulacdo do PAR: pela

triptase levou a producdo de prostaglandina E2 e, a inibicdo da sintese de
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prostaglandinas pela indometacina resultou em uma completa inibicdo das respostas
proliferativas a triptase e ao peptideo agonista do PAR,. Além disso, os autores
mostraram que a proliferagdo estimulada pela triptase sobre as células DLD-1 foi
inibida de maneira concentracao-dependente pela droga nafamostate mesilate. Os
autores concluiram que a triptase exerce efeitos proliferativos sobre as células DLD-
1 através da cicloxigenase e agindo sobre o PAR. através de sua atividade
proteolitica.

Itoh et al. (2005) descreveram o papel da triptase e do receptor PAR-2 na
resposta inflamatdria aguda em pulmdes utilizando modelo experimental em animais.
Utilizaram de uma injecdo intravenosa em ratos, de sustancia de contraste
radiografico a base de iodato, o qual induziu uma lesdo pulmonar caracterizada por
uma hipersensibilidade vascular, lesionando o endotélio, vindo a causar edema e
depresséo respiratéria. O uso do nafamostate mesilate, potente inibidor de triptase,
reduziu significantemente a lesdo pulmonar nos modelos experimentais; sugerindo o
envolvimento da triptase liberada pelos mastécitos no processo inflamatério.

Isozaki et al. (2006) investigaram os efeitos anti-inflamatérios do
nafamostate mesilate sobre a colite experimental em ratos. Primeiramente os
autores mostraram que a administracdo intracolonica de acido trinitrobenzeno
sulfonico (TNBS) dissolvido em &lcool 50% levou a infiltracdo de inumeras células
positivas para a triptase na mucosa do célon intestinal. Nafamostate mesilate,
administrado intracolonicamente uma vez ao dia por seis dias apds a administragao
de TNBS, diminuiu a injuria @ mucosa do colon intestinal e inibiu os aumentos na
atividade de mieloperoxidase (MPO) e de fator de necrose tumoral (TNF)-alfa. Os
autores concluiram que uma baixa dose de nafamostate mesilate (1mg/Kg) pode

inibir a inflamacao da mucosa do célon induzida pelo TNBS, sugerindo que a terapia
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anti-triptase com baixas doses de nafamostate mesilate tem um excelente potencial
para torna-se uma nova estratégia terapéutica para a inflamacao intestinal crénica.

Chen et al. (2006) investigaram os efeitos do nafamostate mesilate sobre a
inflamacao aérea em um modelo experimental de asma alérgica em camundongos.
Neste estudo, camundongos BALB/c foram sensibilizados pelo Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p, 0,5mg/mL). A dose terapéutica de nafamostate mesilate
(0.0625mg/Kg), administrada intraperitonealmente, reduziu a ativagao de mastécitos,
atenuou a infiltragdo de eosinéfilos e diminuiu os niveis de IL-4 e de TNF-a induzido
pelo Der p. Além disso, o tratamento com nafamostate mesilate diminuiu a
expressdo de IL-1B, TNF-a, IL-6 e ativagcdo de NF-KappaB, mas aumentou a
expressdo de IL-12 e IL-10 em macrofagos estimulados pelo Der p. Os autores
concluiram que o nafamostate mesilate exerce efeitos terapéuticos sobre a
inflamacéo aérea induzida por alérgeno, podendo constituir-se em um importante
agente terapéutico no tratamento da asma.

Hagiwara et al. (2007) avaliaram o efeito do nafamostate mesilate sobre a
injuria pulmonar induzida por lipopolissacarideo (LPS). Quarenta e cinco ratos foram
divididos em dois grupos de tratamento: (1) Grupo LPS (n=15): animais receberam
injecao intraperitoneal com solugcdo 0.9% NaC1 trinta minutos antes da injecdo
intravenosa de LPS (5mg/Kg) na veia caudal; (2) Grupo NM + LPS (n=15): animais
receberam injecao intraperitoneal de nafamostate mesilate (1mg/Kg) trinta minutos
antes da injecdo de LPS (5mg/Kg) na veia caudal; (3) Grupo controle (n=15):
animais receberam uma injecao intraperitoneal de 0.9% NaCl trinta minutos antes da
injecdo intravenosa de 0.9% NaCl na veia caudal. Os animais foram sacrificados
seis, 12 e 24 horas ap06s a injecao intravenosa. A andlise histolégica demonstrou

que o edema intersticial e o infiltrado leucocitario diminuiram acentuadamente no



Revisao da Literatura 29

grupo NM + LPS comparado ao grupo LPS. Aléem disso, o nafamostate mesilate
diminuiu a concentragdo sanguinea de TNF-alfa em animais do grupo NM + LPS
comparado aos animais do grupo LPS.

Ishizaki et al. (2008) investigaram em modelo animal o potencial terapéutico
do nafamostate mesilate como inibidor de triptase em inflamacdes alérgicas de vias
aéreas superiores. O uso do nafamostate mesilate reduziu significativamente o
processo inflamatério nos tecidos das vias aéreas de animais com asma e também
nao observaram alteracées nos pesos dos animais mesmo quando utilizando doses

de até 300mg/kg.
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3 PROPOSICAO

O objetivo principal deste estudo foi avaliar o papel da triptase na

progressao da doenca periodontal induzida em ratos.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICO 1:

Determinar o efeito da inibicao da triptase sobre a perda 6ssea alveolar em

ratos com periodontite experimental induzida por ligadura.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO 2:

Determinar o efeito da inibicdo da triptase sobre a atividade de
mieloperoxidase nos tecidos gengivais de dentes submetidos ou ndo a doenca

periodontal experimental.
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4 METODO

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo foram avaliados os efeitos da inibicao da triptase com a
droga nafamostate mesilate sobre a progressao da inflamacéo periodontal em ratos
submetidos a periodontite experimental induzida pela colocacado de ligadura. Mais
especificamente, avaliou-se os efeitos da inibicao da triptase sobre a atividade de
mieloperoxidase tecidual e sobre a perda 6ssea alveolar aos sete e 14 dias de

experimento.

4.2 ANIMAIS

Oitenta ratos Wistar machos (250-300g), provenientes do biotério central da
Universidade Estadual Paulista- UNESP, Céampus de Botucatu, foram
acondicionados em ambiente com temperatura controlada e receberam &gua e
comida ad libitum. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas e separados de
acordo com o grupo experimental. Todos o0s protocolos experimentais foram
realizados de acordo com as normas aprovadas pelo Conselho de Cuidados e pelo
Conselho de Etica em Pesquisa da Universidade de Taubaté (Registro

CEEA/UNITAU n. 0028/07) (Anexo A).

4.3 PROTOCOLO DE DOENGCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL
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Ap6s anestesia geral com administracdo intramuscular de Ketamina
(0,08mI/100g peso corporal) e cloridrato de xilazina (0,04ml/100g de peso corporal),
os primeiros molares inferiores do lado direito de cada animal, receberam a
colocacdo de uma ligadura de fio de sutura 3.0 em uma posicao submarginal a fim
de induzir doenga periodontal. Os animais controle (Sham) foram anestesiados e

tratados da mesma maneira, mas sem a colocacao de ligadura.

Figura 2 — Foto por vista oclusal mostrando ligadura em
primeiro molar inferior, imediatamente apds sacrificio aos
sete dias do experimento
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Figura 3 - Vista lingual mostrando ligadura em primeiro molar inferior, imediatamente
apos sacrificio aos 14 dias do experimento

4.4 ADMINISTRAGAO DE INIBIDOR ESPECIFICO DE TRIPTASE

A droga nafamostate mesilate (FUT-175, Biomol International, Plymouth
Meeting, PA, United States) foi utilizada como um inibidor especifico da triptase.

Os ratos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos. O grupo
Ligadura (n=20) foi submetido a colocacdo de ligadura e recebeu injecao
intraperitoneal diaria de solugdo salina (NaCl 0,9%) usada como veiculo para a
diluicdo da droga nafamostate mesilate. O grupo NM + Ligadurta (n=20) foi
submetido a colocagao de ligadura e recebeu injegao diaria de nafamostate mesilate

(0,1mg/Kg de peso corporal). Os grupos Controle (n=20) e NM (n=20) ndo foram
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submetidos a colocagéo de ligadura, e receberam injecao intraperitoneal diaria de
solugdo salina e nafamostate mesilate, respectivamente. Dez animais por grupo

foram sacrificados aos sete e 14 dias apds a colocagao de ligadura.

4.5 MENSURACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

Uma porcdo com 1mm de espessura de tecido gengival ao redor dos
primeiros molares inferiores do lado direito, submetidos ou ndo a colocagdo de
ligadura, foi removida e utilizada para andlise da atividade de mieloperoxidase
(MPO), um marcador de infiltrado granulocitico. O tecido foi homogeinizado com o
auxilio de um homogeneizador, desintegrador e emulsificador (tipo TURRAX da
marca Marcone, modelo MA102, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) em brometo de
hexadeciltrimetil amonia 10% em 50mmol/L de fosfato de potassio tamponado (pH
7.0). O homogenato foi entao centrifugado por 15 minutos. Alicotas do sobrenadante
(35uL) foram adicionados a 3mL de tampao (100mmol/L de guaiacol, 0,17% H>0,, e
50mmol/L de fosfato de potassio tamponado, pH 7.0) A alteracdo na absorbancia a
460nm foi mensurada com o auxilio de um espectrofotdbmetro Beckman ( Beckman
Instruments, Fullerton, CA). Uma unidade de atividade de MPO foi definida como

1umol de perdxido degradado por minuto a 25°C.

4.6 MENSURAGAO DA PERDA OSSEA ALVEOLAR

As mandibulas foram submetidas a limpeza manual e posterior imerséo a
solugcdo de NaOH 2N a temperatura ambiente para completa remog¢do do tecido

mole. A distancia entre a jungdo cemento esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar
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dos primeiros molares inferiores foi mensurada em aumento de 6.3x com o auxilio de
um estereomicroscépio acoplada a uma camera de video e um software analisador
de imagem (ImagedJ, National Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA), o qual
permitiu a mensuracgao digital da distancia entre a JCE e a crista 6ssea alveolar. As
medidas foram realizadas ao longo do eixo mediano da superficie lingual das raizes
mesiais dos primeiros molares inferiores do lado direito; sendo predefinido em uma
posicao padrdo ajustada pelo mesa e objetiva do estereomicroscépio para todas as
mandibulas no momento da captura da imagem. Estas mensuragdes foram

realizadas por um examinador cego quanto aos grupos de tratamento.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia 1 fator (ANOVA) foi utilizada para comparar as
médias de perda 6ssea alveolar e de atividade de MPO entre os diversos grupos.
Nos casos em que existiu diferenca significativa entre os grupos, realizaram-se
comparacoes post-hoc entre pares por meio de teste estatistico Tukey-Kramer. Um

valor de p menor do que 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA PERDA OSSEA ALVEOLAR

Verificaram-se resultados satisfatérios do modelo de periodontite experimental
utilizado, observando-se uma maior perda éssea alveolar nos animais submetidos a

colocacao de ligadura (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Foto realizada com auxilio de um estereomicroscopio,
aumento 10x mostrando primeiro molar inferior direito de animal
pertencente ao grupo controle aos sete dias de experimento
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Figura 5 — Foto realizada com auxilio de um estereomi-croscépio,
aumento 10x mostrando primeiro molar grupo ligadura aos sete
dias, onde observa-se superficie mesial com perda 6ssea

Desta forma, houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
Controle e Ligadura aos sete (0.60+0.22 e 1.20+0.38mm, p<0.001) e aos 14 dias
(0.60+0.26 e 1.82+0.26mm, p<0.001). Além disso, observou-se aumento progressivo
da perda éssea alveolar apds a colocacao da ligadura, com aumentos significativos
na perda éssea alveolar média entre os dias sete e 14 dias tanto para os grupos
controle (1.20+0.38 e 1.82+0.26mm, respectivamente sete e 14 dias, p<0.001)
quanto para os grupos NM (0.44+e 0.97+£0.17mm, respectivamente sete e 14 dias,
p<0.01).

O tratamento com o inibidor de triptase, nafamostate mesilate (NM), levou a
uma menor perda 6ssea alveolar nos animais submetidos a colocagao de ligadura.
Aos sete dias, a perda 6ssea média do grupo de animais tratados com NM e com
periodontite experimental (NM+Ligadura: 0.44+0.16mm) n&o foi estatisticamente

diferente daquela observada nos grupos controle (0.60+£0.22mm) e NM
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(0.42+0.16mm) e foi estatisticamente menor em relacdo ao grupo Ligadura
(1.20£0.38mm, p<0.001).

Ja aos 14 dias, ap6s a colocagao de ligadura, observou-se uma perda éssea
significativa no grupo NM+Ligadura (0.97+0.17mm) quando comparada a perda
Ossea verificada nos grupos Controle (0.60+£0.26mm, p<0.001) e NM (0.39+£0.23mm,
p<0.001). No entanto, esta perda Ossea alveolar foi estatisticamente menor em

relacdo ao grupo Ligadura (1.82+0.26mm, p<0.001).
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Figura 6 — Perda éssea alveolar média nos diferentes grupos de tratamento, sendo que (*)
significa que ha diferenga estatisticamente significante (p<0.05) em relagao ao grupo controle;
(#) significa que ha diferenga estatisticamente significante (p<0.05) em relagdo grupo com
ligadura no mesmo periodo (sete ou 14 dias) e (¢) significa que ha diferenga estatitica (p<0.05)
em relagao ao periodo de sete dias em mesmo grupo de tratamento experimental

5.2 ANALISE DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE
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A avaliagdo da atividade de mieloperoxidase (MPQO) nos tecidos gengivais
examinados demonstrou resultados estatisticamente (p<0.05) aumentados para os
grupos experimentais submetidos a colocacao de ligadura aos sete e 14 dias de
experimento. Assim, houve diferenca estatisticamente significante com relagdo a
atividade de MPO média entre os grupos Controle e Ligadura aos sete (p<0.001) e
aos 14 dias (p<0.001).

O tratamento com o inibidor de triptase, nafamostate mesilate, levou a uma
menor atividade de MPO nos animais submetidos a colocagao de ligadura somente
aos 14 dias do tratamento, quando comparado ao grupo Ligadura no mesmo periodo

experimental.
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Figura 7 — Atividade MPO média, sendo que (*) significa que ha diferenca estatisticamente
significante (p<0.05) em relagcdo ao grupo controle; (#) significa que ha diferenca
estatisticamente significante (p<0.05) em relagdo grupo com ligadura no mesmo periodo (sete
ou 14 dias) e (+) significa que ha diferenga estatistica (p<0.05) em relagdo ao periodo de sete
dias em mesmo grupo experimental
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6 DISCUSSAO

Tradicionalmente, os mastocitos tém sido considerados como células efetoras
na reagao alérgica. No entanto, na ultima década, tem-se observado que os mesmos
também estdo envolvidos nos mecanismos da imunidade inata e adquirida (Harvima
et al., 2008). Através da ativagdo por mecanismos de degranulagdo, os mastocitos
podem secretar inumeros mediadores soluveis, 0s quais podem interagir com outras
células, como células endoteliais, queratinécitos, nervos sensoriais, neutrofilos,
células T e células apresentadoras de antigeno, os quais sao efetores essenciais no
desenvolvimento da inflamagéo (Walsh, 2003).

A triptase € um mediador pré-formado nos granulos dos mastécitos, cuja
atividade funcional mais importante é facilitar o recrutamento de granulécitos pela
inducao da secrecao epitelial de interleucina-8 (Caughey, 1994; Welle, 1997), a qual
atua na vasodilatacdo, extravazamento de plasma e infiltracdo de células
inflamatorias (Corteling et al., 2003). O presente trabalho mostrou que aos 14 dias
de experimento, a inibicdo da triptase do mastocito, com a administracdo diaria de
nafamostate mesilate (NM), levou a uma redugédo significativa da atividade de
mieloperoxidase (MPO), um marcador da infiltracdo tecidual de granulécitos, no
tecido gengival de ratos com doenca periodontal induzida por ligadura. Pelo fato de
os neutréfilos polimorfonucleares representarem a principal fonte de MPO, e por
mediarem a injuria tecidual e a liberagdo de inUmeros mediadores inflamatorios,
podemos sugerir que a triptase desempenha um importante papel na inflamagéao
periodontal.

A associagcado dos mastécitos com a reabsorgcado dssea tem sido estudada
por quase cinquenta anos. Um numero elevado de mastocitos tem sido relacionado

com uma perda 0ssea acelerada, ou seja, com uma inibicado de osteoblastos e com
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um aumento da expressao e atividade osteoclastica (Teronen et al., 1996; Qiu et al.,
2005). Observou-se no presente estudo que a inibigcdo da triptase do mastocito levou
a uma reducdo significativa da destruicdo periodontal em ratos com doenga
periodontal induzida por ligadura. A inibicdo de triptase preveniu o inicio da
reabsorcdo 6ssea aos sete dias de experimento, sendo que neste periodo nao
observou-se diferencgas significativas quanto ao nivel 6sseo alveolar médio do grupo
de animais com ligadura tratados com NM daquele observado nos grupos controle.
Ainda, aos 14 dias apds a colocacao de ligadura, embora tenha ocorrido uma
alteragcdo significativa no nivel 6sseo alveolar em relacdo ao periodo anterior,
observou-se que a inibicdo de triptase levou a uma redugdo estatisticamente
significante da perda 6ssea alveolar em relagcdo ao grupo de animais néo tratados.
Desta forma, os achados do presente estudo evidenciam o importante papel da
triptase como mediador na progressao da destruicdo éssea periodontal e talvez
expliquem a possivel associacao dos mastdcitos com o metabolismo ésseo.

Os mecanismos pelos quais a triptase exerce seus efeitos na degradacao
tecidual ndo sdo totalmente conhecidos, embora algumas recentes evidéncias
cientificas tenham sugerido que a triptase pode levar a degradacdo do tecido
conjuntivo pela ativacao direta de pré-colagenases e por ser capaz de iniciar uma
cascata de metaloproteinases da matriz (Walsh, 2003). Além disso, acredita-se que
algumas das acgles fisiologicas da triptase possam ser mediadas pela ativagdo do
receptor tipo-2 ativado por protease ou PAR: (Nystedt et al., 1994; B6hm et al.,
1996). A triptase, assim como a tripsina e fatores de coagulacao (Vlla / Xa), tem a
capacidade de clivar o dominio N-terminal do PAR, gerando uma nova sequéncia
ligante N-terminal a qual liga-se ao proprio receptor, ativando-o e resultando em

respostas pro-inflamatérias (Holzhausen et al., 2005a), tais como relaxamento dos
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vasos sanguineos, hipotensdo, aumento da permeabilidade vascular, adesdo e
marginagao leucocitaria, infiltragcdo granulocitica e dor (Cocks & Moffatt, 2000;
Vergnolle et al., 2001; Coughlin & Camerer, 2003). Além disso, ha evidéncias
substanciais de que o PAR2 possa regular a atividade de células alvo no periodonto
(Lourbakos et al., 1998; Abraham et al., 2000; Lourbakos et al., 2001; Uehara et al.,
2003; Holzhausen et al., 2005b; Holzhausen et al., 2006).

Embora de natureza infecciosa, a patogénese da doenca periodontal é
semelhante a varias outras doencas inflamatérias quanto as suas vias de
progressdo. A presenca de bactérias especificas em um biofilme estimula respostas
imunes responsaveis pela destruicdo dos tecidos periodontais. A tentativa de
manipulagdo da resposta imune denomina-se de modulagdo da resposta do
hospedeiro e visa modificar a resposta do hospedeiro alterando o curso do processo
inflamatorio, suprimindo reacgdes indesejaveis, tais como, a degradagao dos tecidos
conjuntivo e 6sseo. Tentativas de eliminacao dos agentes infecciosos nem sempre
representam uma terapia definitiva na doenca periodontal. Existem, por exemplo,
alguns fatores de risco ndo microbianos que sao dificeis de serem reduzidos ou
eliminados (fumo, diabetes) ou que encontram-se além da habilidade do clinico para
serem controlados (predisposicdo genética). Nestes casos, e em grupos de
individuos mais susceptiveis a doenca periodontal, a combinacdo de terapias
modulatérias do hospedeiro e tratamentos antibacterianos pode ser vantajosa.

Dessa forma, futuros estudos serdo necessérios para o desenvolvimento de
terapias modulatérias inovadoras no combate a progressao da perda 6ssea alveolar

e no melhor entendimento da relagéo entre a triptase e a doenga periodontal.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a enzima triptase participa ativamente do
processo destrutivo inflamatério nos tecidos periodontais de ratos submetidos a
colocacéao de ligadura. Desta forma, acredita-se que estudos futuros possam avaliar
o papel da modulagdo farmacoldgica da triptase, através de terapias anti-
proteoliticas, como uma importante abordagem terapéutica da doenca periodontal

inflamatéria humana
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