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Resumo

A desipramina, um inibidor da recaptacdo de norepinefrina, possui propriedades
anti-inflamatorias e imuno-moduladoras. O presente estudo investigou os efeitos da
desipramina sobre a resposta inflamatéria e o dano tecidual em modelo de doenca
periodontal induzida por ligadura em ratos. Foram utilizados ratos Wistar machos,
distribuidos, aleatoriamente, em trés grupos (n=10 animais/ grupo): 1) grupo controle —
ratos sem ligadura e submetidos a gavagem com solucéo salina (NaCl 0,9%); 2) grupo
ligadura — ratos com ligadura e submetidos a gavagem com solucdo salina; 3) grupo
desipramina — ratos com ligadura e submetidos a gavagem com desipramina (20 mg/ kg/
dia) em solugdo salina. As anélises histologicas foram realizadas em regido de furca dos
primeiros molares, para avaliacdo de perda dssea alveolar, ou em tecido gengival da
mesial dos primeiros molares para avaliacdo das fibras colagenas, 15 dias apds inducgéo
de doenca periodontal. Reagdo em Cadeia da Polimerase Precedida de Transcrigdo
Reversa (RT-PCR) foi realizada para analisar a expressdo de RNAm para interleucina
(IL)-1B, ciclo-oxigenase (COX)-2, o&xido nitrico sintase induzida (NOSI),
metaloproteinase de matriz (MMP)-9 e inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP)-1
em amostras de tecidos gengivais coletadas ap6s 3 dias de inducdo da doenca
periodontal. Os resultados mostraram que a expressao de todos os genes avaliados e a
perda 6ssea foram maiores no grupo ligadura em comparagdo ao grupo controle (P <
0,05). A perda 6ssea alveolar foi reduzida no grupo desipramina em comparagao com o

grupo ligadura (P < 0,05). Além disso, a administracdo de desipramina reduziu as



expressoes de IL-1B, NOSi e TIMP-1 em comparacdo ao grupo ligadura (P < 0,05). A
desipramina ndo foi capaz de alterar, significativamente, as expressdes de COX-2 e
MMP-9, bem como a degradacdo de fibras coldgenas, no tecido gengival, em
comparacao ao grupo ligadura (P > 0,05). Concluiu-se que a desipramina é capaz de
reduzir a expressdo de mediadores inflamatérios e a reabsor¢do Ossea em doenca
periodontal induzida em ratos, sugerindo que possa ser investigada como um possivel

farmaco modulador da resposta do hospedeiro em doenca periodontal.

Palavras-chave: Desipramina, inflamacdo, periodontite, reabsorcdo dssea, interleucina-
1beta, 6xido nitrico sintase, colageno.
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Abstract
Desipramine, a selective norepinephrine reuptake inhibitor, has possesses anti-
inflammatory and immune-regulatory properties. The present study investigated the
effects of desipramine on tissue damage in a rat model of ligature-induced periodontitis
(PD). Male Wistar rats were randomly assigned into three groups (n=10 animals/group):
1) Control group- rats without ligature and subjected to oral gavage with saline (0.9%
NaCl); 2) Ligature group- rats with ligature subjected to oral gavage with saline; 3)
Desipramine group- rats with ligature subjected to oral gavage with desipramine (20
mg/kg/day in saline). Histological analyses were performed on the furcation region of
mandibular first molars, for evaluation of alveolar bone loss, or in gingival tissue in the
mesial of the first molars for evaluation collagen fibers, 15 days after induction of
periodontal disease. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) were
performed to analyze the mRNA expression of interleukin (IL)-1B, cyclooxygenase-2
(COX)-2, inducible nitric oxide synthase (iNOS), matrix metalloproteinase (MMP)-9
and tissue inhibitor metalloproteinase (TIMP 1) in gingival tissue sampled collected
after 3 days of induction periodontal disease. The results showed that the expression of
all genes evaluated and bone loss were higher in the ligature group compared to the
control group ( P < 0.05 ). Alveolar bone loss was reduced in desipramine group
compared with the ligature group (P < 0.05). Furthermore, administration desipramine

reduced the expression of IL- 1B, TIMP-1 and iNOS compared to the ligature group (P



< 0.05). Desipramine was not able to alter the expression of COX-2 and MMP- 9 as
well as the degradation of collagen fibers in the gingival tissue as compared to ligature
group (P> 0.05). It was found that desipramine is able to reduce the expression of
inflammatory mediators and bone resorption inperiodontal disease induced in rats,
suggesting that desipramine should be investigated as a promising therapeutic approach

for periodontal diseases.

Keywords: Desipramine, inflammation, periodontitis, bone resorption, interleukin-

1beta, inducible nitric oxide synthase, collagen.



Lista de Abreviaturas e Siglas

IL-1p: interleucina 1 beta
COX: cicloxigenase

COX-1: Cicloxigenase 1

COX-2: Cicloxigenase 2

NOSi: oxido nitrico sintase induzida
MMP: metaloproteinase da matriz

TIMP: inibidor de metaloproteinase

RT-PCR: reagcdo em cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa
mg: miligrama

kg: kilograma

NacCl: cloreto de sodio

pum: micrémetro

TNF-a: fator de necrose tumoral

PGE;: prostaglandina E2

RANK: receptor ativador do fator nuclear kappa beta

RANKL.: ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa beta
NF-kp: fator nuclear kappa beta

PMNs: polimorfonucleares

NO: 6xido nitrico
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1. INTRODUCAO

A doenga periodontal pode ser definida como uma infecgdo crénica de carater
inflamatorio que leva a destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes, com perda
progressiva de insercdo, reabsorcdo 6ssea e migragdo apical do epitélio juncional (Van
Dyke & Serhan, 2003). Essa inflamagdo é provocada por uma resposta inata ou
adaptativa a varios micro-organismos associados ao biofilme dental (Zadeh et al., 2000;
Taubman et al., 2001; Katz et al., 2002). Estudos tem demonstrado que a etiologia da
doenca periodontal deriva de bactérias patogénicas como, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Fusobacterium nucleatum, os quais sdo altamente prevalentes em individuos

periodontalmente comprometidos (Socransky et al., 1998; 1999; Cortelli et al., 2008).

O desafio microbiano, representado pelos micro-organismos gram-negativos
anaerdbios presentes no biofilme, leva a uma regulamentacdo alta da resposta imuno-
inflamatdria do hospedeiro nos tecidos periodontais, que €é caracterizada pela producao
desregulada e aumentada de citocinas pré-inflamatorias, prostanoides e enzimas (Salvi
& Lang, 2005). Esses mediadores pro-inflamatérios estimulam os osteoblastos e outras
células residentes nos tecidos periodontais, especialmente fibroblastos e linfécitos T
ativados, a expressarem 0 RANKL (Taubman et al., 2005; Wada et al., 2006). O
RANKL, ao se ligar ao seu receptor RANK, induz ao processo de
diferenciacdo/ativacdo de osteoclastos, levando, assim, a um desequilibrio do
metabolismo 6sseo e a consequente reabsorgdo dssea (Kong et al., 1999; Wada et al.,

2006).

Dentre as vaérias citocinas pro-inflamatorias relacionadas a doencga periodontal,
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destacam-se 0 TNF-a e a IL-1B, pois estas citocinas estimulam a reabsorgéo por induzir
a proliferacdo de progenitores de osteoclastos, por estimular de forma indireta a
atividade de reabsorcdo dos osteoclastos maduros (Assuma et al., 1998) e por estimular
a sintese de PGE; e colagenases, como as MMPs (Mcgee et al., 1988). Segundo Lima et
al. (2008), o bloqueio de TNF-a ou de IL-1f contribui para a inibicdo de 80% do
recrutamento de células inflamatdrias e reducdo de 60% da perda déssea na doenca
periodontal.

As prostaglandinas exercem varias fun¢fes nas reacGes inflamatorias e contribuem,
principalmente, com os fendmenos de permeabilidade vascular e vasodilatagdo na
microcirculacdo (Chabdrasekharan et al., 2002). A formacdo das prostaglandinas, as
quais estdo sob o controle das isoenzimas COX-1 e COX-2, ocorre em maiores
quantidades nos sitios inflamados (Chabdrasekharan et al., 2002; Lima et al., 2008). As
principais alteracdes inflamatdrias observadas na doenca periodontal, incluindo eritema
gengival, edema e reabsorcdo déssea podem ser, pelo menos em parte, mediadas por
acOes diretas das prostaglandinas, principalmente aquelas da série E (PGE,), produzidas
pela COX-2 (Offenbacher et al., 1993; Choi et al., 2005). Sobre esse assunto, diversos
estudos sugerem que a concentracdo de PGE, ou a expressdo de COX-2 no tecido
gengival podem ser utilizadas como marcadores da periodontite (Offenbacher et al.,

1986; Heasman et al., 1998; Choi et al., 2005) .

As MMPs constituem vias importantes no dano tecidual associada com a doenca
periodontal, devido ao seu papel na degradagdo patolégica da matriz extracelular nos
tecidos periodontais (Hannas et al., 2007). Juntamente com os TIMPs, as MMPs
também possuem um papel-chave na remodelacdo do tecido fisiologico de tecidos
periodontais, e um desequilibrio entre as MMPs e TIMPs tem sido observada em

associacdo com ruptura do tecido e a doenca periodontal (Garlet et al., 2004). Em
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particular, a gelatinase MMP-9 tem sido identificada em sitios periodontais ativos de
humanos e ratos, estando relacionada com a regulacdo da resposta inflamatéria e da
migracdo celular presentes no processo de reparo tecidual e com a gravidade da doenga
(Kubota et al., 1996; Mohan et al., 2002; Ejeil et al., 2003; Smith et al., 2004; De Souza
et al., 2005). Segundo Nguyen et al. (2001), a MMP-9 é secretada de maneira nao
constitutiva e por um ndmero limitado de células, o que a torna um importante

mediador inflamatdrio na doenca periodontal.

O papel dos TIMPs em inibir a atividade das MMPs nos processos de morfogénese
ou de remodelacdo da matriz estd bem documento, e sabe-se que TIMP-1 inibe a
atividade de muitas MMPs, com exce¢cdo da MMP-2 (Yoshiba et al., 2003). Em
acréscimo, outras atividades ndo-dependentes de MMPs tem sido descritas para o
TIMP-1. Por exemplo, durante a mineralizacdo do dente, a MMP-9, que € secretada
pelos ameloblastos, € inibida por TIMP-1 (Ogata et. al., 1995); Yan et al., (1992),
mostraram que o TIMP-1 possui funcdo de promover o crescimento celular enquanto
que Liu et al., (2003) demonstraram que o TIMP-1 possui efeitos anti-apotdticos. A
acao de TIMP-1 sobre a diferenciacdo de eritrocitos e linfocitos B também ja foi
demonstrada (Petifrere et al.,2000) bem como a contribuicdo de TIMP-1 na
diferenciacdo de odontoblastos (Yoshiba et al., 2003). Quanto & doenca periodontal
Oyarzun et al . (2010) e Letra et al. (2012) demonstraram que o TIMP-1 esta aumentada

em periodontite cronica e reduzida em tecido gengival saudavel.

Outro fator que pode contribuir para a destruicdo tecidual presente na doenca
periodontal é o éxido nitrico (NO) (Lappin et al., 2000; Rodini et al., 2008). Ha
controveérsias em relagdo a fungéo e atividades bioldgicas desse mediador, pois, por um
lado, o NO € considerado um radical altamente reativo, participando de mecanismos de

defesa e perimitindo o crescimento exagerado de bactérias (Bjornsson et al., 2004); e,
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por outro lado, o NO apresenta citotoxicidade contra varias células além de atuar como
um mediador inflamatdério (Hamid et al., 1993). Varios autores demonstraram a
presenca da enzima NOSI, a qual esta relacionada a produgdo de NO, em doenca
periodontal inflamatdria, e ela tem sido considerada um marcador de doenca periodontal

ativa (Kendal et al., 2000; Lappin et al., 2000; Di Paola et al., 2004).

Todos os mediadores inflamatérios citados (TNF-a, IL- 1B, PGE;, MMP-9,
TIMP-1 e NOSIi) costumam estar presentes em niveis elevados no sulco gengival de
sitios doentes e sdo responsaveis pela perpetuacdo da destruicdo do tecido 0sseo que
caracteriza a periodontite cronica (Offenbacher et al., 1986; Heasman et al., 1993;
Assuma et al., 1998; Chabdrasekharan et al., 2002; Choi et al., 2005; Hannas et al.,
2007; Fernandes et al., 2008; Garlet et al., 2008; Oyarzun et al., 2010; Letra et al.,
2012.

O controle do biofilme dental por meio de sua remog&o mecénica com raspagem e
alisamento radicular (terapia convencional), em associacdo a um programa regular de
reavaliacdo clinica e manutencdo da higiene oral pelos pacientes, sdo considerados a
principal forma de manejo da doenca periodontal (Tonetti et al., 2000; Axelsson et al.,
2004). No entanto, além da terapia convencional, pode-se adotar também o0 uso
coadjuvante de farmacos, os quais podem agir combatendo o desafio microbiano ou
modulando a resposta imune do hospedeiro (Ciancio, 2002; Novak & Donley, 2002;
Reddy et al., 2003).

O emprego de agentes farmacoldgicos capazes de modular a resposta imuno-
inflamatdria do hospedeiro vem sendo considerado uma importante e promissora terapia
coadjuvante aos procedimentos mecanicos convencionais, especialmente nos casos
onde a raspagem e o alisamento radicular, por si sO, ndo fornecam melhoras na

inflamacdo e nos niveis de insercdo (Novak & Donley, 2002; Reddy et al., 2003). O

16



unico farmaco aprovado como modulador da resposta do hospedeiro para a doenca
periodontal pela Food and Drug Administration é a doxiciclina em doses
subantimicrobianas (Garlet et al., 2004; Caton & Ryan, 2011). Estudos in vivo e in vitro
mostraram que a doxiciclina inibe a atividade de colagenases por um mecanismo
independente de sua eficacia antimicrobiana e pode reduzir a perda dssea alveolar,
reduzir o nimero de osteoclatos e preservar o cemento (Bezerra et al., 2000; Sorsa &
Golub, 2005). Clinicamente, administracdes de 20mg de doxiciclina, durante 6 meses,
estéo relacionadas com a reducdo da gravidade de danos aos tecidos periodontais (Crout
et al., 1996; Caton & Ryan et al., 2011).

Ap0s varios estudos demonstrando que baixas doses de doxiciclina sdo capazes de
reduzir a perda dssea inflamatdria (Grevstad & Boe, 1995; Crout et al., 1996; Chang &
Yamad, 2000; Llavaneras et al., 2001; Bezerra et al., 2002), estudos mais recentes tem
investigado o efeito de “novos” farmacos sobre as principais vias de modulacdao da
resposta do hospedeiro, sendo observadas agdes inibitdrias de algumas drogas sobre
citocinas pré-inflamatorias, enzimas ciclo-oxigenases e/ou prostanéides, NOSi, MMPs
e osteoclastogénese (sistema RANK-RANKL) (Kirkwood et al., 2007).

Farmacos antidepressivos vem apresentando acdes anti-inflamatdrias e imuno-
moduladoras em estudos in vitro e in vivo em acréscimo a sua acgao sobre a depressédo
e/ou desordens neuroldgicas associadas (Abdel-Salam et al., 2003; Roumestan et al.,
2007; Diamond et al., 2006; Branco-de-Almeida et al., 2011, 2012). Nesse contexto, a
desipramina tem-se mostrado capaz de modular a expressdo de mediadores
inflamatdrios e as respostas imunes celulares, em modelos de inflamagdo periférica
(Guemei et al., 2008; Branco-de-Almeida et al., 2011). A desipramina é um farmaco da
classe dos antidepressivos triciclicos inibidores ndo-seletivos de recaptura de

monoaminas. Sabe-se que a desipramina incrementa a concentracdo sinaptica de
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norepinefrina e serotonina no SNC, inibindo a absor¢do desse neurotransmissor pela
membrana pré-sinaptica (Kohm & Sanders, 2001). A desipramina constitui o principal
metabdlito ativo da imipramina, com agdes e usos clinicos similares a amitriptilina,
porém possuindo menor efeito sedativo. Além de ser utilizada no tratamento de vérias
formas de depressdo, normalmente em conjunto com a psicoterapia, a desipramina é
também utilizada como analgésico coadjuvante da dor crénica (Dharmshaktu et al.,
2012). Além das acBes antidepressivas e de controle de dor cronica, estudos envolvendo
a desipramina vém demonstrando propriedades anti-inflamatorias/ imunomoduladoras
em diversos modelos de inflamagéo in vivo, incluindo modelo de colite ulcerativa
(Guemei et al., 2008) e sepse (Roumestan et al., 2007).

O estudo de Guemei et al. (2008) demonstrou que o tratamento de ratos com
desipramina em doses de 10 ou 20 mg/kg ao dia, administrada durante 2 semanas apés a
inducdo da colite ulcerativa, reduziu a inflamacdo do célon e o dano agudo induzido
pelo acido acético como verificado por analises macroscopicas e bioquimicas. Os
achados desse estudo mostraram que a desipramina possui efeitos anti-inflamatérios,
pois reduziu, significativamente, os niveis séricos de TNF-a e IL-1p.

No estudo de Roumestan et al. (2007), a desipramina afetou a capacidade dos
monocitos e células epiteliais do pulmé&o de produzir citocinas inflamatorias in vitro em
um modelo animal de choque séptico e asma alérgica.

O estudo de Abdel-Salam (2003) observou que a imipramina, que possui a
desipramina como seu principal metabolito ativo, assim como outros antidepressivos
triciclicos (amitriptilina, clomipramina), apresentaram atividade anti-inflamatdria em
modelo de inflamag&o em edema de pata.

Os estudos avaliando o efeito da desipramina sobre MMPs e TIMPs sdo escassos.

Benekarredy et al. (2008), em um estudo avaliando o hipocampo de ratos, mostrou que
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farmacos antidepressivos, como a desipramina, podem alterar a expressdo dos TIMPs
sem qualquer efeito sobre a expressdo ou atividade de MMP- 2 e 9. Nesse estudo, a
desipramina reduziu a expressao de TIMP-4 sem apresentar influéncia sobre MMPs 2 e
9.

Alguns estudos in vitro também demonstraram a capacidade anti-inflamatdria e
imuno-moduladora da desipramina. O estudo de O’Sullivan et al. (2008) demonstrou
que o tratamento agudo de ratos com inibidores de recaptacdo de norepinefrina, a
desipramina e a atomoxetina, apresentou a¢des anti-inflamatérias, como a reducéo na
expressdo de IL-1B, TNF-o e NOSi em cortex de ratos ap6s um desafio sistémico com
LPS. Um estudo recente sugeriu uma possivel influéncia da desipramina sobre a
inflamacdo periodontal in vivo, pois a desipramina diminuiu a capacidade de
apresentacdo de antigenos por células dendriticas e a proliferacdo de linfécitos T
(Branco-de-Almeida et al., 2011). Os linfocitos T sdo considerados as células-chave
para ativacdo do processo de reabsorcdo 6ssea em doenca periodontal, em especial
devido a sua capacidade de producdo de RANKL (Taubman et al., 2005; 2007).

Considerando as ag¢Bes anti-inflamatorias e de imuno-modulacdo da desipramina
descritas na literatura, € possivel que este farmaco possua efeitos sobre o processo
inflamatdrio no contexto da doenca periodontal. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da desipramina sobre importantes vias de modulacdo da
resposta do hospedeiro em modelo de periodontite induzida por ligadura em ratos. Para
tanto, verificou-se os efeitos da desipramina sobre a reabsorcdo dssea e integridade do
colageno, investigando-se uma possivel relacéo desses efeitos com a expressdo de genes
relacionados a tais alteragdes teciduais, incluindo IL-1B, COX-2, NOSi, MMP-9 e

TIMP-1.
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Resumo

A desipramina, um inibidor da recaptacdo de norepinefrina, possui propriedades anti-
inflamatdrias e imuno-moduladoras. O presente estudo investigou os efeitos da
desipramina sobre a resposta inflamatdria e o dano tecidual em modelo de doenca

periodontal induzida por ligadura em ratos.

Métodos: Ratos Wistar machos foram distribuidos, aleatoriamente, em trés grupos
(n=10 animais/ grupo): 1) grupo controle — ratos sem ligadura e submetidos a gavagem
com solucdo salina (NaCl 0,9%); 2) grupo ligadura — ratos com ligadura e submetidos a
gavagem com solucdo salina; 3) grupo desipramina — ratos com ligadura e submetidos a
gavagem com desipramina (20 mg/ kg/ dia) em solucdo salina. Analises histoldgicas
foram realizadas em regido de furca dos primeiros molares, para avaliacdo de perda
Ossea alveolar, ou em tecido gengival da mesial dos primeiros molares para avaliacdo
das fibras colagenas, 15 dias ap6s inducdo de doenca periodontal. Reacdo em Cadeia da
Polimerase Precedida de Transcricdo Reversa (RT-PCR) foi realizada para analisar a
expressdo de RNAm para interleucina (IL)-1p , ciclo-oxigenase (COX)-2, 6xido nitrico
sintase induzida (NOSi), metaloproteinase de matriz (MMP)-9 e inibidor tecidual de
metaloproteinases (TIMP)-1 em amostras de tecidos gengivais coletadas apos 3 dias de

inducdo da doenca periodontal.

Resultados: A expressao de todos os genes avaliados e a perda 6ssea foram maiores no
grupo ligadura em comparacdo ao grupo controle (P < 0,05). A perda 6ssea alveolar foi
reduzida no grupo desipramina em comparagdo com o grupo ligadura (P < 0,05). Além
disso, a administracdo de desipramina reduziu as expressoes de IL-1p, NOSi e TIMP-1

em comparacdo ao grupo ligadura (P < 0,05). A desipramina ndo foi capaz de alterar,
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significativamente, as expressoes de COX-2 e MMP-9, bem como a degradacdo de
fibras colagenas, no tecido gengival, em comparacdo ao grupo ligadura (P > 0,05).
Conclus@o: A desipramina reduziu a expressao de mediadores inflamatérios e a
reabsorcdo 6ssea em doenca periodontal induzida em ratos, sugerindo que possa ser
investigada como um possivel farmaco modulador da resposta do hospedeiro em doenca
periodontal.

Palavras-chave: Desipramina, inflamacdo, periodontite, reabsorcdo Ossea, IL-1p,
coléageno.

Introducéo

A doenca periodontal pode ser definida como uma infeccdo cronica de carater
inflamatorio que leva a destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes, com degradacgéo de
colageno, reabsorcdo 6ssea e perda progressiva de insercdo*’. Atualmente, a doenca
representa a principal causa de perda do elemento dental, além de agir como um fator
modificador para a satde sistémica®.

Bactérias especificas (periodontopatégenos) presentes no biofilme dental,
considerado o fator etiologico essencial para o inicio da doenga, promovem a exposi¢do
dos tecidos periodontais aos seus produtos e componentes estruturais (como
lipopolissacarideos, fimbrias e enzimas) e, consequentemente, ativam a resposta imuno-
inflamatdria local dos tecidos frente a estas toxinas, induzindo a destruicdo tecidual
observada com a progressio da doenca’%.

A complexa resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro é responsavel por maior
parte da degradacdo tecidual e envolve, dentre outros aspectos, uma estreita relacdo
entre citocinas pro-inflamatdrias (especialmente IL-1B, TNF-a, PGE;), derivados do

6xido nitrico, MMPs, TIMPs e metabolismo 6sse0®**°. As citocinas pré-inflamatérias
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IL-1B e TNF-a sdo consideradas moléculas-chave na reabsorcdo 6ssea periodontal, pois
estimulam a secrecdo de RANKL por osteoblastos e células do estroma, gerando sua
ligacdo ao receptor RANK e a consequente ativacdo de células precursoras de
osteoclastos®*%,

O controle do biofilme dental, por meio de sua remocdo mecanica (terapia
convencional), constitui a principal forma de manejo da doenca periodontal . Sabe-se,
entretanto, que alguns pacientes ndo respondem positivamente a reducdo do desafio
microbiano e poderiam ser beneficiados por meio de terapia farmacol6gica adjunta com
farmacos que atuam sobre os mediadores inflamatorios especificos do hospedeiro
gerados durante o processo inflamatério e as respostas imunes celulares®. Como terapia
de modulacéo da resposta do hospedeiro, os estudos tem focado na inibicdo de uma ou
mais das seguintes vias da resposta do hospedeiro: citocinas pré-inflamatorias, enzimas
ciclo-oxigenases e/ou prostandides, 6xido nitrico ou NOSi, MMPs e osteoclastogénese
(via RANK-RANKL)?.

Farmacos antidepressivos vem apresentando agdes anti-inflamatorias e imuno-
moduladoras em estudos in vitro e in vivo em acréscimo a sua acao sobre a depressao e

desordens neuroldgicas associadas™'®3418:3089,

Nesse contexto, a desipramina, um
antidepressivo triciclico inibidor seletivo da recaptacdo de norepinefrina, tem-se
mostrado capaz de modular a expressao de mediadores inflamatdrios e as respostas
imunes celulares, em modelos de inflamag&o periférica™®®.

Embora hajam resultados promissores quanto a sua capacidade imuno-reguladora,
os efeitos da desipramina na doenca periodontal ainda sdo desconhecidos. Um estudo
recente in vitro sugeriu uma possivel influéncia da desipramina sobre a inflamacao

periodontal uma vez que ela diminui a capacidade de apresentacdo de antigenos por

células dendriticas e a proliferagdo de linfécitos T °.0s linfécitos T séo considerados as
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células-chave para a ativagdo do processo de reabsorcéo 6ssea nadoenga periodontal, em
especial devido a sua capacidade de producio de RANKL®*

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da desipramina sobre
importantes vias de modulacdo da resposta do hospedeiro em modelo de periodontite
induzida por ligadura em ratos. Para tanto, verificou-se os efeitos da desipramina sobre
a reabsorgao 0ssea e integridade do colageno, investigando-se uma possivel relagdo com

a expressédo de genes relacionados a tais alteragdes teciduais, incluindo IL-1f3, COX-2,

NOSi, MMP-9 e TIMP 1.

Material e Métodos

Animais

Esse estudo in vivo teve aprovacdo do Comité de Etica em Experimentaco
Animal da Universidade Estadual de Campinas (Protocolo n® 1499-1, Anexo 1). Foram
utilizados ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar, SPF — Specific Pathogen
Free) obtidos do CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da
Universidade de Campinas, SP, Brasil), com idade de aproximadamente 8 semanas e
peso entre 300 e 400 g. Os animais foram alojados em gaiolas de plastico e receberam
racdo balanceada e agua ad libitum durante todo o periodo em que estiverem
acondicionados no biotério. A temperatura da sala foi mantida a 21+ 2 °C e sob ciclo de
iluminacdo claro/escuro de 12/12 horas. O comportamento e a aparéncia fisica dos
animais foram monitorados diariamente e o seu peso foi determinado durante o periodo
experimental. A manipulacdo dos animais seguiu as recomendagdes do COBEA

(Colegio Brasileiro de Experimentagdo Animal).
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Inducéo de doenca periodontal, divisdo dos grupos e tratamentos

Os animais submetidos a indugdo de doenca periodontal foram anestesiados,
previamente, utilizando as solugdes de cloridrato de ketamina (50 mg/Kg) e cloridrato
de xilazina (25 mg/Kg) por via intramuscular. Para indugdo da doenca periodontal, foi
utilizado fio de algoddao para confeccdo de ligaduras, passando pelo espaco
interproximal, em torno dos primeiros molares inferiores direitos, em nivel de sulco

gengival®

. Dois nos foram feitos na mesial dos primeiros molares, a fim de imobilizar a
ligadura. Animais sem ligadura foram utilizados como grupo controle.

Ap6s colocacdo da ligadura nos animais que foram submetidos a inducdo da
doenca periodontal, os animais foram, aleatoriamente, divididos em trés grupos para
cada periodo experimental: grupo 1 (n = 10 animais) - ratos sem ligadura que receberam
gavagem diaria com solucao de NaCl 0,9% (grupo controle); grupo 2 (n = 10 animais) -
ratos com ligadura que receberam gavagem diaria com solucdo de NaCl 0,9% (grupo
ligadura); grupo 3 (n = 10 animais) - ratos com ligadura que receberam gavagem diéria
de 20 mg/kg de cloridrato de desipramina (grupo desipramina). Imediatamente antes da
administragdo aos animais, o cloridrato de desipramina (Sigma®) foi dissolvido em
solugdo salina (veiculo). Os tratamentos (NaCl 0,9% ou desipramina) foram

administrados 1 hora antes da fixacdo de ligadura e diariamente durante os periodos

experimentais de 3 ou 15 dias®*®.

Sacrificio dos animais e coleta dos tecidos
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Ap0s sacrificio dos animais sob anestesia profunda, o tecido gengival em torno
da ligadura de animais tratados durante 3 dias foi coletado, imediatamente congelados e
mantidos a -80 °C até o processamento para analise das expressdes de IL-13 COX-2,
INOS, MMP-9 e TIMP-1. Os animais sacrificados apos 15 dias de inducdo da doenca
periodontal tiveram suas hemiarcadas inferiores removidas e processadas para as
avaliacGes histoldgicas de reabsorcdo Ossea na area de furca (pecas coradas com
hematoxilina & eosina — H&E) e de integridade do colageno (pecas coradas com

vermelho de picro-sirius).

Analises Histoldgicas

Para os processamentos histoldgicos, as hemiarcadas alveolares foram
imediatamente fixadas em formalina 10% tamponada neutra e, em seguida,
descalcificadas com solucdo aquosa de EDTA 10%, durante 60 dias. Os espécimes
descalcificados foram desidratados e embebidos em parafina. Cortes seriados obtidos
em uma direcdo mesiodistal (5 um de espessura) foram corados com H&E para a
medicdo da reabsorcdo 6ssea ou com vermelho de picro-sirius para a avaliacdo do teor

de colageno® .

Avaliacéo da perda dssea periodontal

As imagens de cinco secgdes semi-seriadas coradas com H&E foram
digitalizadas com uma magnitude de 50x. A influéncia da desipramina sobre a perda
6ssea periodontal foi histometricamente avaliada através da medicdo da area (mm?) de

reabsorcdo Ossea na regido de furca. A avaliagdo foi realizada por um Unico
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examinador, cego para a atribuicdo de tratamentos, usando um sistema de anélise de
imagem (ImageJPro® Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Espécimes do 0sso
alveolar do grupo controle (sem ligadura) também foram medidas para comparar 0s

resultados de ambos os grupos de ligadura.

Avaliacéo de colageno no tecido conjuntivo

Para avaliar os efeitos da desipramina sobre a alteracdo inflamatoria de fibras
coladgenas no tecido conjuntivo, trés seccBes equidistantes foram obtidas a partir da
regido correspondente & mesial dos primeiros molares e, em seguida, coradas com
vermelho de picro-sirius®. As imagens das seccdes foram obtidas por microscopia de
polarizacdo e de digitalizagdo com uma magnitude de 400x. Inicialmente, as imagens de
fibras colagenas que apresentaram tonalidade vermelha foram selecionadas através de
um software de processamento de imagem (Adobe Photoshop, version 7.0.1, Adobe
Systems Incorporated, San Jose, CA, USA). As imagens selecionadas foram, entéo,
transferidas para outro software de imagem, onde foram binarizadas, e a percentagem de
area preenchida por fibras de colageno foi calculada e comparada com os valores

obtidos do grupo controle.

Isolamento de RNA

O RNA total foi isolado a partir de tecidos gengivais utilizando-se um reagente
especifico (TRIzol® reagent, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo as instrugdes
do fabricante. O RNA isolado foi ressuspenso em solucdo de agua ultrapura isenta de

DNase/ RNase e armazenado a -80 °C. A concentracdo de RNA e sua qualidade foram
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determinadas utilizando um espectrofotobmetro a 280/260 nm (Nanodrop
Spectrophotometer, modelo ND-3300, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) .
DNAse (DNAse I, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foi usado para eliminar a

contaminagdo de DNA gendmico.

Detecgdo de IL - 1, COX - 2, NOSi, MMP -9 e TIMP-1 por meio de RT - PCR

O DNA complementar (DNACc) foi sintetizado a partir de RNA total (500 mg),
utilizando-se transcriptase reversa e iniciadores aleatdrios (SuperScript Sythesis System,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Subsequentemente , o DNAc resultante foi
amplificado por PCR com Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As
sequéncias dos iniciadores utilizados para a amplificacdo de genes de RNAm alvo

foram: IL - 1B , sense 5 - TCCATGAGCTTTGTACAAGG - 3 ', anti-sense 5'

GGTGCTGATGTACCAGTTGG - 3 ', 237bp , a COX - 2 , sense 5
TGATGACTGCCCAACTCCCATG - 3 ' , anti-sense 5' -

AATGTTGAAGGTGTCCGGCAGC - 3 ", 702 pb ; MMP - 9 , sense 5' -

GGATTACCTGTACCGCTATGGTTA - 3 ' , anti-sense 5' -
TTGGATCCAATAGGTGATGTTATG - 3 ', 241bp ; INOS , sense 5 -
ACAACAGGAACCTACCAGCTCA - 3 ' , anti-sense 5' -

GATGTTGTAGCGCTGTGTGTCA -3 ', 651 pb. A amplificacdo da desidrogenase do
gliceraldeido - 3 - fosfato (GAPDH) gene (sense 5' - ACCACAGTCCATGCCATCAC -
3", anti-sense 5' - TCCACCACCCTGTTGCTGTA - 3", de 450 bp) foi utilizado como
um controle interno . As condi¢des da PCR foram 30-35 ciclos a 94 °C durante 30s ; 55-
60 °C durante 30s e 72 °C durante 1 min. O tamanho dos produtos de PCR foi

determinada por comparacdo com a escala de 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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Os géis de agarose contendo os produtos amplificados foram digitalizados e analisados
pelo programa ImageJ (ImageJ® Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA ), que
forneceu os valores numéricos que permitiram uma comparagdo entre as Semi-

quantitativa de genes-alvo e o gene de controle interno.

Analises estatisticas

Os dados dos ensaios foram apresentados como média + desvio padréo (DP). Os
resultados foram submetidos a analise de 1 via de variancia (ANOVA) e as diferencas
estatisticas entre os trés grupos foram analisados por meio de teste de Bonferroni com
nivel de significancia de 5%. Os dados foram analisados utilizando o software

estatistico Graph Pad Prism 5.0.

Resultados

A Figura 1 apresenta cortes histoldgicos representativos corados com H&E
ilustrando a area de furca de animais dos trés grupos avaliados (A, B e C), bem como os
efeitos da desipramina sobre a reabsorcdo 6ssea (D). O grupo experimental tratado com
desipramina apresentou niveis mais baixos de perda dssea em comparagdo com 0 grupo
ligadura (P < 0,05, Figura 1D).

Os efeitos da desipramina sobre a integridade do coladgeno no tecido gengival
encontram-se na Figura 2. As Figuras 2A, 2B e 2C referem-se a cortes histologicos
representativos do tecido conjuntivo gengival de animais dos grupos controle, ligadura e
desipramina. O grupo desipramina apresentou perfil semelhante ao grupo ligadura, e

ambos foram estatisticamente diferentes do grupo controle (P < 0,05, Figura 2D).
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Portanto, a desipramina ndo influenciou positivamente o colageno no presente estudo
(Figura 1B).

As andlises de RT-PCR, que verificaram a influéncia do farmaco sobre a
expressao génica de importantes vias de modulagcdo da resposta do hospedeiro,
demonstrou que as expressdes de IL - 13, NOSi e TIMP-1 foram diminuidas no grupo
tratado com desipramina em comparacdo ao grupo ligadura (P < 0,05), sem alterar,

significativamente, a expressdo de COX-2 e MMP-9 (Figura 3 — A-F).

Discussao

O presente estudo demonstrou que o tratamento oral com desipramina foi capaz
de modular a expressdo de importantes mediadores inflamatdrios periodontais (IL-1p,
NOSi e TIMP-1) e a reabsorcdo 6ssea em ratos submetidos a um modelo experimental
de doenca periodontal induzida por ligadura®?. Os resultados obtidos confirmam as
acOes anti-inflamatdrias descritas, anteriormente, para a desipramina e sugerem um
potencial do farmaco para utilizagdo como modulador da resposta do hospedeiro em
doenca periodontal.

Neste estudo, utilizou-se um modelo experimental de inducdo da doenca
periodontal que consistiu na colocagdo de uma ligadura ao redor da regido cervical do
primeiro molar inferior. A ligadura tem a funcdo de agir tanto como um fator promotor
da formacdo de biofilme dental quanto como um trauma mecanico, perimitindo uma

interacdo hospedeiro-biofilme*'*%¥’. O

inicio da doenga periodontal por micro-
organismos e a destruicdo tecidual relacionada ao efeito direto bacteriano ou a ativagédo
da resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro tem sido observados utilizando-se este

modelo em diferentes periodos experimentais®’ 23 .
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Dentre as vias de modulacdo investigadas, a reducdo das expressdes de IL-1p e
NOSi parece ter sido responsavel pela influéncia positiva sobre a reabsorcdo dssea
observada no presente estudo. Estudos anteriores com modelos de inflamacéo também
demonstraram a reducdo da citocina pro-inflamatoria IL-1 ap06s tratamento com
desipramina’®*°. A IL-1f constitui uma citocina de carater multifuncional envolvida nas

I'® . Esta citocina direciona e

respostas imunes e inflamatdrias em doenca periodonta
estimula uma cascata de eventos destrutivos nos tecidos periodontais, incluindo a
producdo de PGE, e de MMPs®* . A IL-1p tem sido considerada uma importante
mediadora na reabsorcdo 6ssea na doenca periodontal, especialmente porque estimula
os osteoblastos e células do estroma a expressarem RANKL? .

Em relacdo & NOSi, um estudo anterior *° também demonstrou que a desipramina
atenuou a expressdo do gene NOSI, e sugeriu um papel neuroprotetor do farmaco a
doenca inflamatdrias. Por outro lado, o estudo in vitro de Veluthakal et al. (2006) ndo
observou efeitos da desipramina sobre a expressdo de NOSi ou a producdo de NO em
estudo com células pancredticas induzidas por IL-1B . Essas informagdes de estudos
anteriores e o efeito da desipramina observado em nosso estudo sugerem que a
desipramina pode influenciar de modo diferente a expressdo de NOSi dependendo do
modelo utilizado. A influéncia da desipramina sobre a expressdo de COX-2, enzima
responsavel pela producdo de PGE,, foi investigada devido a capacidade dos inibidores
da producéo de COX-2 em reduzir a reabsorcéo 6ssea alveolar in vivo 23 .0 estudo de
Zeidan et al. (2006) observou reducdo da producdo de PGE, apds tratamento de
fibroblastos in vitro com a desipramina, entretanto os estudos avaliando os efeitos da

desipramina sobre a PGE, séo escassos. Nossos resultados mostraram que a

desipramina parece atenuar a producdo de COX-2 em tecido gengival em comparagéo
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ao grupo ligadura, entretanto sua influéncia positiva ndo foi estatisticamente significante
no presente estudo.

Vaérios estudos apontam que as MMPs constituem vias importantes na destruicdo
tecidual em doenca periodontal e, juntamente com os TIMPs, tem um papel-chave na

integridade do colageno™*

. A desipramina n&o influenciou significativamente a
expressdo de MMP-9 quando comparada ao grupo ligadura no presente estudo, porém
modulou a expressdo do TIMP estudado, apresentando perfil estatisticamente igual ao
grupo controle (sem doenca).

De forma semelhante ao que foi observado em relacdo ao TIMP-1 no grupo
ligadura do presente estudo, outros autores observaram aumento da expressdo de TIMP-
1 em periodontite cronica, estando reduzidas em tecido gengival de individuos
saudaveis®. Benekareddy et al. (2008), estudando os efeitos de farmacos
antidepressivos de diferentes classes sobre a expressdo de MMP-9 e TIMPs em
hipocampo de ratos, observaram que a desipramina ndo influenciou a expressdo de
MMP-9 e TIMPs 1 e 2, porém os autores observaram diferentes efeitos do farmaco
sobre a TIMP-4 quando administrado de forma aguda ou cronica.

Pode-se especular que a auséncia de influéncia sobre a expressao de MMP-9, bem
como a reducdo de TIMP-1 promovida pela desipramina, tenham sido responsaveis,
pelo menos em parte, pela auséncia de influéncia positiva sobre as integridade das fibras
colagenas no tecido conjuntivo gengival observado no presente estudo. No entanto, 0s
efeitos da desipramina sobre os TIMPs devem ser melhor investigados, considerando
que esses mediadores sdo considerados proteinas multifaciais por apresentarem outras
atividades independentes de MMPs, incluindo agBes mitogénicas e anti-apoptoticas”.

Uma vez que os efeitos da desipramina sobre MMPs e TIMPs, (bem como sobre COX-2

e NOSi), em modelo de inflamacéo periférica ndo estdo bem elucidados, sugere-se que
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mais investigacdes sejam realizadas para verificar seu papel sobre a modulacdo desses
mediadores em outras doencas inflamatérias in vivo, bem como suas implicaces
clinicas.

Os estudos com desipramina e outros farmacos antidepressivos tem demonstrado
uma diferenca de atividade dos agentes quando administrados em diferentes doses em
modelos de inflamagéo. Por exemplo, um outro estudo com modelo de colite ulcerativa
em ratos avaliou duas doses de desipramina (10 e 20 mg/ kg ao dia administrados
durante 2 semanas) e encontrou que, nas diferentes doses, a desipramina reduziu 0s
niveis séricos de TNF-o e IL-1p*®. Entretanto, a maior dose utilizada de desipramina
(20mg/ kg) produziu maior diminuicdo dos niveis de TNF-a'®. Considerando esses
achados, acreditamos que novas investigacdes, em modelo animal de doenca
periodontal, sejam necessérias para avaliar se doses menores poderiam levar a novos
resultados.

Quanto ao seu valor terapéutico, a desipramina, assim como outros tratamentos
farmacoldgicos, apresentam alguns efeitos colaterais. Pacientes que fazem uso da
desipramina, como antidepressivo, relatam sentir enjéos, sonoléncia, secura na boca,
cefaléias, nauseas, cansaco ou debilidade, sabor desagradavel e perda de peso®. No
entanto, os efeitos colaterais sdo passageiros, se a dosagem correta € usada, e a
desipramina se mostra segura e tolerada pelos pacientes (Szpunar et al., 2013).

Os estudos com antidepressivos em modelo de doenca periodontal sdo escassos,
e os resultados dos poucos estudos existentes sugerem acdes especificas diferentes de

109 Ao avaliarem os efeitos anti-

imuno-modulacdo para cada farmaco antidepressivo
inflamatdrios e sobre a perda 0ssea da venlafaxina, outro inibidor da recaptacdo de
norepinefrina,observaram um efeito inverso, no qual a venlafaxina aumentou a

reabsorcdo Ossea em doenca periodontal induzida por ligadura, e sugeriram que 0S
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resultados estivessem relacionados ao aumento de serotonina tecidual pela
venlafaxina®™. Isto porque o estudo de Bonnet et al. (2007) sugeriram efeitos 6sseos
deletérios relacionados aos inibidores seletivos da receptacdo de serotonina, embora nao
tenham observado tais efeitos deletérios com a desipramina.

Por outro lado, um inibidor da recaptacdo de serotonina estudado anteriormente
pelo nosso grupo também apresentou atividade anti-inflamatéria em modelo de doenga
periodontal® . Esses resultados indicam que a atividade anti-inflamatéria ou imuno-
moduladora dos antidepressivos parecem ndo estar relacionados diretamente ao
aumento das concentracOes de serotonina e/ou norepinefrina teciduais. Ainda, embora a
norepinefrina tenha um papel regulador das respostas imunes, existe uma escassez de
estudos avaliando se as ac¢@es anti-inflamatorias/imuno-moduladoras da desipramina
estdo relacionadas a inibicdo da recaptacdo de norepinefrina e consequente aumento dos
niveis de norepinefrina tecidual®* .

Os efeitos anti-inflamatoérios da desipramina podem estar relacionados com a
inibicdo da ativacdo da esfingomielinase 4cida e da ceramidase® e a inibicdo do NF-
kB .

O NF-kB € um fator de transcricdo formado por uma familia de proteinas que
quandoativado leva também a ativacdo de mecanismos da expressdo génica que
comandam a inflamag&o® Em um estudo com injecdo de LPS em ratos tratados com
inibidores da recaptacdo de norepinefrina, a desipramina e atomoxetina, observou que
as acdes anti- inflamatorias desses inibidores foram associados com a ativacéo reduzida
do NF-kB, sugerindo que a administragdo in vivo desses inibidores limita os fendmenos
inflamatérios no cérebro®.

A esfingomielinase acida é uma das enzimas que compdem a familia

esfingomielinase, responsavel por catalisar a decomposicdo de esfingomielina a
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ceramida® . Vérios estudos sustentam a idéia de que uma ativacdo de esfingomielinases
e um posterior aumento da concentracdo do mediador lipidico bioativo ceramida séo
criticos nos estimulos inflamatérios e na indugdo da apoptose durante a inflamacao™*** .

A terapia de modulagdo da resposta do hospedeiro em doenca periodontal tem
sido indicada como coadjuvante do tratamento convencional e apenas para pacientes
especificos, incluindo pacientes com periodontite agressiva, periodontite recorrente ou
refrataria, em pacientes fumantes ou com predisposicdo genética forte®®. A desipramina
poderia ser utilizada na terapia periodontal na maioria desses grupos de pacientes,
entretanto deveria ser contra-indicada (ou utilizada com precaucdo) em pacientes

portadores de cardiopatias, hipertensdo arterial ou diabetes mellitus, por levar ao

aumento das concentracdes sanguineas de norepinefrina®.

Concluséo

Conclui-se que a desipramina reduziu a expressao de IL-1p, NOSi e TIMP-1,
bem como a reabsor¢do 6ssea em doenca periodontal induzida por ligadura em ratos. Os
dados encontrados no nosso estudo deverdo ser Uteis em novas investigacdes, e sugerem
que a desipramina deva continuar sendo investigada como um possivel farmaco

modulador da resposta do hospedeiro em doenca periodontal.
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Legendas das figuras

Figura 1. Efeito da desipramina sobre a reabsorcdo Ossea em doenca periodontal
induzida por ligadura. A, B e C sdo cortes histologicos representativos da regido de
furca dos primeiros molares de animais dos trés grupos experimentais (coloracdo com
hematoxilina e eosina; aumentos originais de 50x). A — Fotomicrografia ilustrando o
ligamento periodontal na regido de furca de um dente sem ligadura no grupo controle
(animais tratados com gavagem diéria de solugdo salina); B — Fotomicrografia
ilustrando perda Ossea na regido de furca de um dente submetido a colocacdo de
ligadura do grupo ligadura (animais tratados com gavagem diaria de solucéo salina); C
— Fotomicrografia ilustrando perda 6ssea na regido de furca de um dente submetido a
colocacdo de ligadura do grupo desipramina (animais tratados com gavagem diaria de
desipramina 20mg/kg durante 15 dias). D — A administracdo oral de desipramina
diminuiu a reabsorcdo 0ssea alveolar; os resultados estdo expressos, no grafico, como
média * desvio-padrdo das areas correspondentes ao ligamento periodontal ou a
reabsorcdo 6ssea (mm?) de dentes sem e com ligadura, respectivamente (n = 10 animais/
grupo); letras diferentes no topo de cada barra do grafico indicam diferencas estatisticas
(Avs.B,P<0,01; Avs. C, P<0,01; Bvs. C, P<0,01; ANOVA seguido do teste de

Bonferroni).

Figura 2. Efeito da desipramina sobre a integridade do colageno em tecido conjuntivo
gengival. As figuras A, B e C sdo cortes histoldgicos representativos de fibras colagenas
marcadas em amostras dos trés grupos experimentais (coloragdo de vermelho de picro-
sirius; aumentos originais de 400x). A — fibras colagenas do tecido conjuntivo em torno
de um dente sem ligadura do grupo controle (animais tratados com gavagem diaria de
solucdo salina); B — fibras colagenas do tecido conjuntivo em torno de um dente com
ligadura do grupo ligadura (animais tratados com gavagem diaria de solugdo salina); C
— fibras colagenas do tecido conjuntivo em torno de um dente com ligadura do grupo

desipramina (animais tratados com gavagem diéria de desipramina 20mg/kg). D — A
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administracdo oral de desipramina né&o foi capaz de preservar a integridade das fibras
coldgenas no tecido conjuntivo gengival ap6s inducdo da doenga periodontal; os
resultados estdo expressos, no grafico, como média + desvio-padrdo das areas (%)
correspondentes as fibras colagenas marcadas (n = 10 animais/ grupo); letras diferentes
no topo de cada barra do gréafico indicam diferengas estatisticas (A vs. B, P < 0,01; A

vs. C, P <0,01; Bvs. C, P>0,05; ANOVA seguido do teste de Bonferroni).

Figura 3. Niveis do RNAm de IL-18, COX-2, NOS, MMP-9 e TIMP-1 nos tecidos
gengivais obtidos dos grupos controle, ligadura e desipramina. As amostras foram
coletadas 3 dias ap6s indu¢do de doenca periodontal e tratamento com solucdo salina ou
desipramina. A expressdo génica foi detectada utilizando-se RT-PCR, e os resultados
foram obtidos considerando-se a expressdo relativa de RNAm de cada gene-alvo em
comparacao ao GAPDH. Os resultados estdo expressos como média + desvio-padréo (n
= 10 animais por grupo). Letras diferentes no topo de cada barra do grafico indicam
diferengas estatisticas (IL-1p: A vs. B, P <0,01; Avs. C, P <0,01; B vs. C, P <0,05;
COX-2: Avs. B,P<0,01; Avs.C,P<0,01;Bvs. C, P>0,05 NOS: Avs. B, P <
0,01; Avs. C,P<0,01; Bvs. C, P<0,05 MMP-9: Avs. B, P<0,01; Avs. C, P <
0,01; Bvs. C, P>0,05; TIMP-1: Avs. B, P<0,05,Avs.C,P>0,05;Bvs.C, P<
0,01; ANOVA seguido do teste de Bonferroni).
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Figura 3
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3 Concluséao

Podemos concluir que a desipramina reduziu a expressao de IL-1B, NOSi e
TIMP-1, bem como a reabsorcdo 0ssea periodontal, sem alterar a expressdo de fibras
colagenas no tecido gengival. Os dados encontrados no nosso estudo deverao ser Gteis
em novas investigacdes, e sugerem que a desipramina deva ser investigada como um

possivel farmaco modulador da resposta do hospedeiro em doenca periodontal.
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagido Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1499-1, sobre "Estudo in vivo da atividade da

fluoxetina e da desipramina sobre a modulacdo da resposta imuno-
inflamatéria do hospedeiro na doenca periodontal”, sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Pedro Luiz Rosalen / Prof. Dr. Gilson César Franco / Luciana Salles

Branco de Almeida, esté de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissdao de Etica na Experimentagdo Animal —
CEEA/Unicamp em 28 de abril de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1499-1, entitled "In vivo evaluation of the activity
of fluoxetine and desipramine in host response in periodontal disease", is in
agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on April 28, 2008.

mpinas, 28 de abril de 2008.
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Presidente Secretaria Executiva
CEEA ~ Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http:/Aww.ib.unicamp.br/ceea/
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