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RESUMO

A doenga periodontal ¢ uma das doengas do corpo humano com maior prevaléncia
a nivel mundial e que, por apenas desenvolver sinais num estado mais avancado, ¢
considerada uma doenca silenciosa. Dadas estas caracteristicas, urge a necessidade de
entender e definir com clareza os intervenientes no desenvolvimento desta patologia. O
oxido nitrico ¢ uma molécula que tem sido fortemente associada ao processo
fisiopatologico da doenga periodontal e, por esse motivo, esta monografia centra-se na
compreensdo dos mecanismos através dos quais esta molécula interfere no
desenvolvimento da doenca.

Apesar de ja se terem publicados varios trabalhos nesta temdtica, os mecanismos
pelos quais o 6xido nitrico modula o progresso da doenca periodontal e as condi¢des em
que este se torna patologico ainda ndo estdo claramente identificados e esclarecidos.
Como tal, é necessario aprofundar e realizar novos estudos com a perspectiva de se
conseguir, no futuro, implementar correcta e atempadamente medidas terapéuticas de
combate a doenga. Por outro lado, importa investigar com clareza, a presenga (ou nao)
do oxido nitrico na doenga periodontal, de modo a comprovar a hipotese de este ser um
biomarcador da mesma. Se se confirmar a associacdo do oxido nitrico a doenga
periodontal, o desenvolvimento e aplicacdo de um teste rapido para deteccao desta
molécula poderia facilitar o diagnostico da doenga periodontal e assim, evitar uma

progressao irreversivel da mesma.

Palavras-chave: Oxido Nitrico; Doencga Periodontal; NOS; Peroxinitrito.






ABSTRACT

The periodontal disease is one of the most prevalent diseases of the human body
worldwide, being considered a silent disease that develops signs at a late stage only. As
so, there is an urgent need to better understanding the molecular mechanisms underlying
the disease onset and development. Nitric oxide is a molecule that has been strongly
associated to the patophysiological process of the periodontal disease. Therefore, the
aim of this monography is to describe the current state-of-the-art regarding the
mechanisms involving nitric oxide with/on the periodontal disease.

Despite many studies have been already published, the mechanisms by which
nitric oxide modulates the progression of periodontal disease and the conditions in
which it becomes pathological have not yet been clearly understood. Thus, new studies
on this topic should be performed in order to properly implement new therapies against
the disease. In addition, one should investigate the correlation between nitric oxide and
periodontal disease to prove its potential role as biomarker. In such a case, the
development of a point-of-care tests for nitric oxide would be very helpful for the

periodontal disease diagnosis, thereby avoiding its irreversible progression.

Key-words: Nitric Oxide; Periodontal Disease; NOS; Peroxynitrite.
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Introducao

I. INTRODUCAO

A doencga periodontal ¢ uma doenca progressiva e inflamatoria associada a
destruicao dos tecidos que suportam os dentes na cavidade oral, denominados por
periodonto (Nanci & Bosshardt, 2006; Antonini, Cancellier, Ferreira, Scaini & Streck,
2013).

Esta doenca afecta mais de 50% da populacdo com idade superior a 50 anos e
inicia-se com a presenga de placa bacteriana junto a margem gengival. Existem duas
formas de expressao da doenca periodontal: a gengivite e a periodontite. A presenca de
bactérias desencadeia um processo inflamatdério na gengiva, e, nesta fase, a doenca ¢
denominada por gengivite. Quando a presenca de placa bacteriana ndo ¢ eliminada, a
doenca progride e a inflamacdo atinge ndo sé a gengiva como o resto dos tecidos que
circundam o dente, levando a destrui¢ao destes tecidos e a perda de inser¢ao do dente
nos mesmos. Nesta fase, quando existe destruicao tecidular, a doenga ¢ designada por
periodontite (Antonini et al., 2013; Larsen & Fiehn, 2017; Kinane, Stathopoulou &
Papapanou, 2017). Actualmente, distinguem-se duas formas de periodontite: crénica e
agressiva. A primeira decorre de modo lento, enquanto a segunda tem uma evolugdo
rapida (Antonini et al., 2013).

Esta patologia, apesar de ser despoletada apenas quando existe placa bacteriana,
¢ multifactorial e relaciona-se também com a qualidade imunitaria do hospedeiro. Numa
fase inicial, ocorre uma inflamacdo em resposta a presenga de bactérias, apesar de esta
ser totalmente reversivel. Caso ndo se remova o estimulo bacteriano, a resposta
Imunitaria € excessiva, a inflamacao persiste e existe perturba¢do da homeostase, o que
promove a evolucdo e agravamento da doenca (Cekici, Kantarci, Hasturk & Van Dyke,
2014).

A doenca periodontal ndo provoca dor quando ¢ iniciada e pode nem vir a
provocar dor numa fase mais avangada, uma vez que as vias de sinalizacdo nervosa
estdo desreguladas. Por este motivo, o hospedeiro provavelmente nio se apercebera da
sua condi¢do a menos que faca visitas regulares ao médico dentista que, clinicamente e
apds breve andlise, pode identificar a presenca da doenga. Visto que ¢ uma das
patologias com maior prevaléncia a nivel mundial, seria importante compreender
claramente os mecanismos adjacentes ao inicio e propagagdao da doenca, bem como
existir um método de diagnostico de uso facil e pratico que permitisse identificar

precocemente biomarcadores da doenga periodontal, de modo a evitar a progressao da

15



O Oxido Nitrico e a Doenca Periodontal

inflamacao tecidular até uma fase irreversivel (Kim, Kim & Camargo, 2013; Hasturk &
Kantarci, 2015).

O oxido nitrico (NO) esté associado ao desenvolvimento da doenga periodontal,
pois a sua concentragao aumenta devido ao processo inflamatorio que decorre durante a
evolugdo da patologia. Se por um lado, o 6xido nitrico tem uma funcao de defesa contra
os microrganismos periodontais, por outro lado, tem também um papel na destrui¢do
dos tecidos quando em quantidades excessivas, levando a um descontrolo e aumento da
gravidade da doenca (Borkar, Buthada & Pandagale, 2016).

O ¢6xido nitrico ¢ uma molécula com multiplas fungdes de extrema importancia
no corpo humano, onde se encontra em pequenas concentragdes. Além da actividade
citotoxica contra bactérias, fungos e organismos protozodarios (Borkar et al., 2016), tem
a capacidade de fornecer imunidade ao hospedeiro, ¢ desempenha um papel como
mediador em diversos processos fisiologicos e fisiopatologicos (Sundar, Krishnan,
Krishnaraj, Hemalatha & Alam, 2013). Entre os fisiopatoldgicos destaca-se, nesta
monografia, a ja referida resposta destrutiva do oOxido nitrico em relacdo a placa
bacteriana que acaba por levar, directa ou indirectamente, a osteoclasia do osso que
circunda o dente (Herrera et al., 2011).

Por ser uma molécula altamente reactiva na presenga de oxigénio, a medi¢ao
directa de 6xido nitrico nos fluidos humanos esta dificultada. O nitrito e o nitrato sdo
produtos finais da oxidacdo do o6xido nitrico e sdo, claramente, mais estdveis do que
este. Como tal, podem ser utilizados como indicadores da presenga do 6xido nitrico,
tornando esta molécula um biomarcador indirecto da doenca periodontal. Refira-se que
definir biomarcadores de uma doenga permite ndo so identifica-la precocemente como,

também, agir de maneira mais precisa contra a sua progressao (Topcu et al., 2014).
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Desenvolvimento

I. DESENVOLVIMENTO

1. DOENCA PERIODONTAL

1.1. Anatomia do Periodonto

O periodonto ¢ definido pelo conjunto de tecidos presentes na cavidade oral que
oferecem suporte aos dentes, permitindo-lhes manter a sua posi¢do e funcdo. Esses
tecidos sdo a gengiva (ou jun¢do dentogengival), o cimento, o ligamento periodontal e o

osso alveolar (Nanci & Bosshardt, 2006).

e (Gengiva — Juncdo dentogengival

A juncdo dentogengival ¢ compreendida como a por¢do de gengiva que se
encontra virada para o dente, constitui a mucosa oral mastigatéria, ¢ ¢ formada por
tecido epitelial e por uma camada de tecido conjuntivo abaixo desta (Lindhe, Karring &
Aratjo, 2003; Nanci & Bosshardt, 2006).

O epitélio juncional é constituido por epitélio escamoso estratificado e abraga a
porg¢do cervical do dente. O tecido conjuntivo suporta o epitélio juncional e ¢ bastante
vascularizado. A alta vasculariza¢do do tecido conjuntivo explica o facto de existir no
local, mesmo em condi¢des de saude, um infiltrado de células inflamatorias como
neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) e linfécitos T. Estas células, bem como os
mondcitos caracteristicos do tecido conjuntivo, vao passando para o epitélio juncional e
ocupam os seus espacos intercelulares. Apds a sua passagem para o epitélio juncional,
os PMNs e monocitos passam para o sulco gengival e, ai, actuam na defesa contra a
populagd@o microbiana. Assim, o epitélio representa uma barreira entre a cavidade oral e
o resto dos tecidos periodontais, sendo considerado a primeira linha de defesa fisica
contra os organismos patogénicos (Nanci & Bosshardt, 2006).

A gengiva apresenta duas porcdes: a sua por¢ao livre, denominada gengiva livre,

e a sua porcao aderida, que se continua com a mucosa alveolar (Lindhe et al., 2003).
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O Oxido Nitrico e a Doenca Periodontal

Epitélio oral
dosulco

-

Epitélio

Epitélio guad

juncional

Figura 1. Composigdo da gengiva e
area de contacto entre esta € 0 esmalte

(Adaptado de Lindhe et al., 2003).

Teclde
conjuntivo

Osso

R R PR e

Numa condic¢do de satde, existe um espago de pequenas dimensdes, denominado
sulco gengival, entre a margem da gengiva livre ¢ o dente, que pode ser medido através

de sonda periodontal (Lindhe et al., 2003).

Figura 2. Medi¢do com sonda periodontal de sulco gengival em gengiva saudavel (Adaptado de Lindhe

et al., 2003).

18



Desenvolvimento

e Cimento:

O cimento ¢ um tipo de tecido conjuntivo que se encontra na superficie da raiz do
dente e tem como principal fungdo a ligagdo as fibras do ligamento periodontal.
Classifica-se em dois tipos, diferenciados pela auséncia ou presenga de células: cimento
acelular e cimento celular. O primeiro tipo, acelular, representa uma importante fonte de
suporte periodontal por ter em si inseridas as principais fibras do ligamento periodontal,
conhecidas como fibras de Sharpey. O segundo tipo, celular, estd principalmente
presente no terco apical ou na metade apical da raiz, bem como nos locais de furca da
raiz, apesar de se poder encontrar também ao longo de toda a raiz, devido a sua funcao.
Como tem na sua constituicdo cimentoblastos, que produzem colagénio, e cimentocitos,
retidos na matriz formada pelo colagénio, o cimento celular ¢ considerado um reparador
de tecidos por ter capacidade de preencher pequenas falhas na raiz (Lindhe et al., 2003;

Nanci & Bosshardt, 2006).

e Ligamento periodontal:

O ligamento periodontal ¢ o tecido conjuntivo especializado e altamente
vascularizado que faz a ligacdo entre o cimento e a parede 6ssea alveolar (Lindhe et al.,
2003). Tem como fun¢do primordial o suporte do dente no seu espago no osso alveolar
e actua como receptor sensorial, permitindo perceber qual € a correcta posicdo da
mandibula durante a mastigacdo. Para além disso, reserva células que permitem a
reparacdo ou regeneracao tecidular (Nanci & Bosshardt, 2006). As fibras do ligamento

periodontal tém diferentes disposig¢des e organizam-se espacialmente da seguinte forma:

Figura 3. Orientagdo das fibras do ligamento
periodontal (Adaptado de Lindhe et al., 2003).
FCA = fibras da crista alveolar;
FH = fibras horizontais;
FO = fibras horizontais;
FPA = fibras de posigdo apical;
C = cimento;

OA = osso alveolar
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O Oxido Nitrico e a Doenca Periodontal

e Osso alveolar:

O processo alveolar ¢ o local no osso maxilar e mandibular onde estdo presentes
espacos onde se alojam as raizes dentdrias, chamados alvéolos. O osso da maxila e da
mandibula ¢ constituido por corticais de osso compacto, um centro esponjoso € 0sso
alveolar, que circunda o alvéolo. O osso alveolar, importante no suporte do dente, é
constituido por varias fibras intrinsecas e apresenta, quase perpendiculares a sua
superficie, as fibras de Sharpey, que s3o a extremidade das fibras extrinsecas que

provém do ligamento periodontal (Nanci & Bosshardt, 2006).

Figura 4. Corte seccional do osso alveolar da maxila que suporta as raizes dentarias (indicadas pelas

setas) (Adaptado de Lindhe et al., 2003).

1.2. Classificacao da Doenca Periodontal

A doenca periodontal ¢ uma doenga progressiva e imuno-inflamatoria causada
pela presenca de bactérias que levam a destruicdo dos tecidos do periodonto (Silva et
al., 2015; Meyle & Chapple, 2015; Harvey, 2017; Nedzi-Gora, Kowalski, & Gorska,
2017). A inflamacao dos tecidos leva a perda do tecido conjuntivo e osso, que da
origem a um espago onde outrora ocorria a ligacdo entre tecidos periodontais e dente,

designado por bolsa periodontal. A bolsa periodontal é a consequéncia da migracao do
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Desenvolvimento

epitélio juncional na direccdao apical da raiz (Nanci & Bosshardt, 2006; Silva et. al,
2015).

Doenga periodontal ¢ um termo que compreende duas condi¢des patologicas:
gengivite e periodontite. Na primeira, existe apenas uma inflamacdo gengival causada
pelas bactérias presentes na margem gengival. Se estas bactérias ndo forem removidas
por um meio mecanico, a doencga progride para a forma mais avancada da doenca, a
periodontite. Nesta condi¢ao, ocorre perda irreversivel dos tecidos periodontais devido a
progressdo da inflamacao e surgem, assim, as bolsas periodontais (Antonini et al., 2013;

Kinane et al., 2017; Harvey, 2017).

Figura 5. Medigdo de bolsa periodontal com sonda periodontal graduada (Adaptado de Nyman & Lindhe,
2003).

A gengivite ndo tem, obrigatoriamente, de evoluir para periodontite, mas a
periodontite € precedida pela gengivite. A periodontite pode apresentar variadas formas:
de progressdo mais lenta e menos invasiva, em que ¢ considerada crénica, ou numa
versdo em que a destrui¢cdo tecidular ¢ mais rapida e invasiva e, neste caso, designa-se

por periodontite agressiva (Antonini et al., 2013; Kinane et al., 2017; Harvey, 2017).
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Gengiva Gengivite Periodontite Periodontite
Saudavel Leve a Moderada Avangada

Os=o
alveolar

Figura 6. Varias fases da doenca periodontal (Traduzido e adaptado de Kinane et al., 2017).

O deposito de bactérias nos locais onde existe doenca periodontal pode levar a
uma bacterémia que causa outras doengas sistémicas. Sabe-se, por ter sido largamente
estudado, que as bactérias localizadas nas bolsas periodontais estdo amplamente
associadas a endocardite infecciosa, doengas cardiovasculares através da formagdo de
ateromas nos vasos sanguineos, diabetes mellitus, infecgOes respiratorias e até

nascimento prematuro de bebés com baixo peso (Harvey, 2017).

1.3. Mecanismos da Doenca Periodontal

O principal factor etiologico da doenga periodontal ¢ a presenga do biofilme
bacteriano, muito embora se saiba que ndo € consequéncia Unica para a doenga se iniciar
j& que o biofilme, por si s6, ndo consegue causar a doenga. Entre os factores
responsaveis pela iniciagdo da doenga periodontal estdo também a genética, o sistema
imunitdrio, o ambiente, os comportamentos e a medicagdo tomada, o que faz desta
doenca uma condigdo multifactorial e de elevada complexidade (Meyle & Chapple,
2015; Harvey, 2017).

A formagdo da placa bacteriana inicia-se, essencialmente, com bactérias aerdbias
que aderem, através de adesinas, as superficies duras da cavidade oral — como o
esmalte, dentina ou cimento — quando ndo se procede a higienizacdo local.

Posteriormente, com o aumento das camadas bacterianas, a quantidade de oxigénio vai

diminuindo e o local torna-se propicio a adesdo de bactérias anaerdbias gram-negativas
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através de uma ligagdo entre bactérias aerobias e anaerdbias provavelmente conseguida
através da Fusobacterium nucleatum, que tem capacidade de ligacdo a todas as
moléculas da placa bacteriana. Se esta tltima nao for removida, sofre uma calcificagdo e
passa a chamar-se tartaro. O tartaro, tanto sub- como supra-gengival, estd bastante
associado a doencga periodontal e ndo se consegue remover com a escovagem simples.
Para além disso, esta calcificacdo, devido a sua localizacdo e rugosidades, funciona
como deposito de mais bactérias, o que provoca o seu aumento (Larsen & Fiehn, 2017;

Harvey, 2017).

Figura 7. Imagem da arcada inferior de paciente
periodontal antes (A) e ap6s (B) destartarizagdo

(Adaptado de Nyman & Lindhe, 2003).

Entre as bactérias anaerobias mais conhecidas da doenga periodontal estdo a
Porphyromonas  gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella
forsythia e a Treponema denticola, que sdo consideradas periopatogénicas e
desencadeiam processos de imunidade inata, adaptativa e inflamatoéria (Silva et. al,
2015; Nedzi-Gora et al., 2017). A resposta do sistema imunitario do hospedeiro
desencadeia libertagdo de mediadores pro-inflamatérios como o factor de necrose
tumoral a (TNF-a), interleucina 1B (IL-1p) e prostaglandina E2 (PGE2), cujo papel tem
vindo a ser conhecido na destrui¢do do osso alveolar na doenca periodontal (Nedzi-Gora
et al., 2017; Harvey, 2017). Também actuam, associados a imunidade adaptativa,

linfocitos T e B, que funcionam como principais fontes de activador do receptor do
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ligando do factor nuclear kB (RANKL, do inglés receptor activator of nuclear factor
kappa-B ligand). O RANKL permite a activagdo do RANK, que participa na
diferenciagdo dos osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢do do osso alveolar
caracteristica da periodontite (Cekici et al., 2014; Harvey, 2017).

Quando ha um estimulo inflamatério, os neutréfilos polimorfonucleares sao das
primeiras células a chegar ao local inflamado. Tém uma capacidade de fagocitose das
células bacterianas e a sua desgranulacdo no local provoca a libertagdo de enzimas que
tém a capacidade de degradar tecidos adjacentes e matriz extracelular (Silva et. al,
2015), como as metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs). Numa situacao
equilibrada, estas MMPs ligam-se a receptores chamados tecidos inibidores de
metaloproteinases (TIMPs); caso haja desequilibrio, as MMPs iniciam a decomposi¢ao
do tecido conjuntivo (Nedzi-Gora et al., 2017).

Os macrofagos, que tém capacidade fagocitaria, sdo outro tipo de células que se
deslocam até ao local de inflamacdo periodontal. Para além da fungdo previamente
conhecida de fagocitose realizada por estas células, sabe-se agora que estas t€ém
receptores que permitem a ligagdo a antigénios patogénicos. Esta ligacdo desencadeia,
no local, a secregao pelas células do hospedeiro de mais mediadores pré-inflamatorios,
propagando a inflamagdo (Nedzi-Gora et al., 2017).

A destrui¢do tecidular caracteristica desta patologia deve-se, resumidamente, a um

desequilibrio entre a resposta imunitaria e a inflamagao (Cekici et al., 2014).
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2. OXIDO NiTRICO

2.1. Caracteristicas do Oxido Nitrico

O oxido nitrico ¢ uma molécula radicalar altamente reactiva. Em condigoes
normofisiologicas, desempenha o seu papel como mensageiro em processos de
neurotransmissao, regulagcdo do tonus vascular e participa na imunidade do hospedeiro,
desempenhando, portanto, um importante papel a nivel cardiovascular, a nivel do
sistema nervoso central e a nivel imunoldgico. Assim, prevé-se que quando existem
alteracdes na quantidade desta molécula mensageira, possam ser desencadeados
processos fisiopatologicos. O que distingue o seu caracter fisioldgico ou nocivo sdo as
condi¢des em que este € sintetizado, as células que o produzem ou com as quais entra
em contacto, as quantidades em que € produzido e qual o seu destino quimico (Barreto,
Correia & Muscara, 2005; Canargi & Dogan, 2014).

O o6xido nitrico € um gas no seu estado puro, apesar de ter solubilidade elevada
em meios apolares, pelo que, em meio bioldgico, ¢ encontrado em membranas e
proteinas. Ao reagir com o oxigénio (Oz), o NO da origem a dioxido de nitrogénio
(NO2). (Reaccao A) O NOo, por sua vez, reage com NO ou com outra molécula de NO»
e da origem a tridxido de dinitrogénio (N203) (Reac¢ao B) ou tetroxido de dinitrogénio
(N204) (Reacc¢iio C), respectivamente. O N203 e o N2Os sdo espécies que reagem
rapidamente com a molécula de agua (H20) e dao origem a nitrito (NO2") e a nitrato
(NO3") (Reacciao D e E, respectivamente). Por conseguinte, os nitratos € nitritos sao
considerados os metabolitos finais da oxida¢do do NO (Cerqueira & Yoshida, 2002;
Barreto et al., 2005).

(A) 2NO + 0, — 2NO;

(B) NO + NO; — NOs

(C) NO,+NO; — NyO4

D) N,0; — 2NOy + 2H*

(E) N,0s — NOy + NOy + 2H*
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Actualmente, sabe-se que existem duas vias de produgdo do 6xido nitrico: a via
classica L-arginase — NO, realizada pelas sintases do 6xido nitrico, e a via alternativa

nitrato — nitrito — 6xido nitrico (Zhao, Vanhoutte & Leung, 2015).

2.2. Biossintese do NO

2.2.1. Via L-Arginase - NO

A L-arginina ¢ o aminoacido do qual provem o 6xido nitrico sintetizado pela via
classica L-arginina — NO. Este processo resulta na conversdo deste aminoacido em L-
citrulina e NO e envolve duas fases. Na primeira, ocorre a hidroxilacdo de um dos
nitrogénios da L-arginina, gerando N-hidroxi-L-arginina. Como co-substratos desta
hidroxilacdo temos o oxigénio molecular e o dinucleotido nicotinamida adenina na sua
forma reduzida e fosfatada (NADPH), que funciona como fornecedor de electrdes. Na
etapa que se segue, a N-hidroxi-L-arginina sofre uma oxidagdo e ¢ convertida em L-
citrulina, com a consequente libertacio de NO. Para que ocorra a produgdo de NO
através da conversdo da L-arginina em L-citrulina s3o necessarios varios co-factores
redox como o mononucleétido de favina (FMN), o dinucledtido de favina e adenina
(FAD), a tetrahidrobiopterina (BH4) € um grupo heme (Forstermann & Sessa, 2012;
Lorin et al., 2013; Zhao et al., 2015). Este processo de sintese do NO depende de uma
familia de enzimas citosolicas conhecidas como sintases do 6xido nitrico (NOS, do

inglés Nitric Oxide Synthase) (Forstermann & Sessa, 2012; Lorin et al., 2013).

N NH, HEHYH—DH H;ﬂ\(cu
NH NH NH
NADPH NADPH | + NO
05 0,
+ + +
Hy N coo0- H3 N coo- H3N coo-
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Oxido nitrico

Figura 8. Formacgdo de Oxido Nitrico a partir de L-arginina, numa reacgdo catalisada pela NOS

(Adaptado de Dusse et al., 2003).
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2.2.2. Via Nitrato — Nitrito — Oxido Nitrico

O nitrato e o nitrito foram, até determinada altura, considerados produtos da
oxidagdo do oxido nitrico com propriedades indesejadas para o organismo (Lundberg,
Weitzberg & Gladwin, 2008). Contudo, sabe-se hoje em dia, que estes ides nao so
produzem o6xido nitrico, como se reconhece que tém fungdes fisiologicas importantes no
organismo. Por exemplo, desempenham um papel na regulacdo da pressdo sanguinea e
tém um efeito vasodilatador em condi¢des de hipdxia (Kim-Shapiro & Gladwin, 2014).

Tal como visto na sec¢do anterior, na via classica de formacao de 6xido nitrico
(via L-arginina — 6xido nitrico), o oxigénio ¢ um co-substrato essencial a reacgao.
Porém, se o sistema entrar num estado de hipoxia, é progressivamente activada a via
nitrato — nitrito — 6xido nitrico. Apesar de ndo se saber exactamente em que momento ¢
com que niveis de oxigénio a ultima via ¢ activada, esta tem vindo a ser considerada um
complemento a via classica de formacao de 6xido nitrico por permitir manter os niveis
deste necessarios ao funcionamento fisioldgico dos organismos num meio com falta de
oxigénio. Esta via caracteriza-se pela redu¢cdo do nitrato a nitrito e, em seguida, pela

reducdo deste a 6xido nitrico (Lundberg et al., 2008).

Reducdo do Nitrato a Nitrito:

Inicialmente, 0 NOj3™ ¢ convertido em NO>". A sialina, expressa em varios tecidos,
¢ uma proteina membranar que funciona como transportadora de anides inorganicos e
tem principal destaque nas glandulas pardtida, submandibular, tirdide, no cérebro,
figado, rim e pancreas. Esta proteina permite o transporte do nitrato desde a circulagao
sanguinea até as glandulas salivares (Qu et al., 2016).

As bactérias presentes na cavidade oral sdo essenciais para o inicio da via nitrato —
nitrito — 6xido nitrico (Bryan & Loscalzo, 2011). Sdo as bactérias anaerobicas que se
encontram nas criptas profundas da regido posterior da lingua que reduzem o nitrato a

nitrito através de redutases do nitrato (Qu et al., 2016).

Reducio do Nitrito a Oxido Nitrico:

Em condigdes de hipoxia, onde existe uma reducdo da tensdo de oxigénio, a

oxihemoglobina transforma-se em desoxihemoglobina (desoxiHb) através de uma
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mudanga na sua estrutura quaternaria (Zhao et al., 2015). A desoxiHb funciona como
uma enzima redutase de nitrito. O nitrito reage com o ferro presente na
desoxihemoglobina (HbFe?") e com um protdo (H") para formar o 6xido nitrico (NO) e

metahemoglobina (HbFe*"). (Reacgio I)
L. NOy + HbFe** + H" — NO + HbFe'* + OH-

Posteriormente, o NO formado através da reducdo do nitrito, reage com uma nova

desoxihemoglobina e forma a hemoglobina nitrosil ferrosa (HbFe**~NO). (Reacgiio II)
IL. NO + HbFe?" — HbFe**-NO

Apos andlise destas reacgdes, € possivel considerar-se a hemoglobina como uma
enzima que, em situacdes em que a concentragdo de oxigénio esta diminuida, tem uma
accdo na sinalizacdo e vasodilatagdo hipoxicas, uma vez que permite a formag¢ao de NO

através da reducgdo do nitrito (Lundberg et al., 2008).

Dieta

W

Oxigénio N Itrato Reductases

do nitrito

N |tr|to Oxihemoglohina N |tr|to

Desoxihemoglobina

N O Desoximioglobina

Ceruloplasmina Oxidase da xantina

Oxigénio A eNOSs
Vitamina C

Oxidase do aldeido

NOS

Figura 9. Ciclo do nitrato — nitrito — NO (Adaptado e traduzido de Lundberg et al., 2009).
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Para além da hemoglobina, também outras proteinas como a neuroglobina,
citoglobina e mioglobina actuam como redutases do nitrito com o objectivo de formar
NO de uma maneira independente das sintases do 6xido nitrico, através de mecanismos
idénticos aos referidos anteriormente. No entanto, a produ¢do de NO pela
desoximioglobina ¢ concisamente superior a produzida pelas outras globinas (Kim-
Shapiro & Gladwin, 2014).

Outras proteinas como a oxidase do citocromo ¢ mitocondrial, a eNOS, a oxidase
do aldeido e ainda a oxirredutase da xantina (esta ultima em anoxia) t€ém capacidade de
participar na manutencao da concentragao de NO formado a partir da redug@o do nitrito
(Lundberg et al., 2008; Zhao et al., 2015).

Apesar de estes produtos finais do 6xido nitrico serem considerados como
estaveis e inertes, percebe-se agora que, em condicdes especificas, eles tem a
capacidade de se reciclarem e produzirem, novamente, 6xido nitrico (Bryan & Loscalzo,

2011).

2.3. Sintases do Oxido Nitrico — NOS

As enzimas NOS sao dimeros que funcionam como dioxigenases formados por
dois dominios: o dominio redutase (C-terminal) e o dominio oxigenase (N-terminal)

(Forstermann & Sessa, 2012; Lorin et
HzN\/NH
| al., 2013).

NH

NH, ‘coo
L-arginina * NO + L-citrulina

Dominio
|
oxigenase I

Figura 10. Estrutura molecular da enzima NOS

(Traduzida e adaptada de Lorin et al., 2013).

..............
Dominio
| reductase |

NADPH* + H,0
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E o dominio N-terminal (oxigenase) que se liga ao substrato L-arginina, ao grupo
heme, ao co-factor BH4 e ao oxigénio molecular. No dominio C-terminal (redutase), da-
se a unido aos co-factores FMN, FAD e ao co-substrato NADPH, do qual sdo
transferidos electroes para o dominio amino-terminal (oxigenase) (Forstermann &
Sessa, 2012; Lorin et al., 2013).

Sao conhecidas trés isoformas destas enzimas: a sintase do 6xido nitrico neuronal
(nNOS ou NOS1), a sintase do 60xido nitrico induzida (iNOS ou NOS2) e a sintase do
oxido nitrico endotelial (eNOS ou NOS3). As isoformas nNOS e eNOS sado
consideradas sintases constitutivas. Todas as isoformas utilizam a L-arginina como
substrato, o NADPH e o O como co-substrato ¢ FMN, FAD, BH4, calmodulina (CaM)

e um grupo heme como co-factores (Lorin et al., 2013).

Sintase do Oxido Nitrico

(NOS)

Constitutiva Induzida
eNOS nNOS iINOS

Figura 11. Isoformas da NOS (Adaptado de Dusse et al., 2003).

Nas sintases nNOS e eNOS, a ligagdo a calmodulina ¢ maior na presenga de
concentracdes elevadas de Ca®" (entre 200 a 400nM), e, por isso, considera-se que estas
sintases constitutivas sdo calcio-dependentes. Considera-se activada a enzima que esta
ligada a CaM uma vez que € esta que permite uma maior afluéncia dos electrdes cedidos
pelo NADPH, desde o dominio C-terminal ao dominio N-terminal. J4 a enzima iNOS
consegue com facilidade uma liga¢do a calmodulina, independentemente da presencga ou
auséncia de Ca®*, uma vez que esta enzima ndo depende do aumento da concentragio
deste 130. Esta independéncia permite-lhe funcionar em perfeitas condi¢des em

concentragdes de calcio reduzidas (abaixo de 40 nM) (Forstermann & Sessa, 2012).
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Até a data, sabe-se que as moléculas com estruturas analogas a L-arginina servem
como inibidoras das isoformas da enzima NOS e, destas, conhece-se: NG-monometil-L-
arginina (L-NMMA), N-imino-etil-Lornitina (L-NIO), NG-amino-L-arginina (L-NAA),
NG-nitroL-arginina (L-NA) e o metil éster correspondente, o NG-nitro-L-arginina-
metil-éster (L-Name). Para além destes andlogos da L-arg, que se ligam a NOS em vez
da arginina, também a aminoguanidina tem afinidade para a enzima iNOS. Uma vez que
se associam quantidades de oxido nitrico elevadas a patologias do organismo, seria
extremamente importante compreender profundamente o funcionamento das isoformas
da enzima NOS, de modo a ser possivel utilizar inibidores com fun¢des terapéuticas

(Dusse, Vieira & Carvalho, 2003).

e Sintase do 6xido nitrico neuronal — nNOS:

A nNOS ¢ encontrada em neurdnios especificos do cérebro e produz 6xido nitrico
tanto no sistema nervoso central como no sistema nervoso periférico. Para além de ser
encontrada em tecidos do cérebro, encontra-se também em células da macula densa do
rim e células pancreaticas, musculo esquelético, ganglios simpaticos e glandulas
suprarrenais, nervos nitrérgicos periféricos, células epiteliais, regido sexual masculina e
medula espinhal (Cerqueira & Yoshida, 2002; Forstermann & Sessa, 2012).

O oxido nitrico produzido pela nNOS tem fungdes na regulacdo de
neurotransmissores como a acetilcolina, histamina e serotonina ¢ na vasodilatagdao
através de nervos periféricos (Zhao et al., 2015). Regula a excitabilidade ou depressao
neuronal e, assim, trabalha sobre a plasticidade sinaptica, o que interfere nos processos
de memoria e aprendizagem (Forstermann & Sessa, 2012; Zhao et al., 2015). Os nervos
nitrérgicos com presenca de nNOS provocam um relaxamento do corpo cavernoso e por
1Ss0 permitem a erec¢ao peniana. Por este motivo, quando se detectam individuos com
niveis de nNOS diminuidos, é comum estes sofrerem de disfuncao eréctil (Férstermann

& Sessa, 2012).

e Sintase do oxido nitrico induzida — iNOS:
A iINOS ¢ uma enzima raramente expressa em situagdes fisiologicas, estando
presente em condicdes de inflamagdo, causada principalmente por lipopolissacaridos
bacterianos e citocinas pro-inflamatorias. Este estimulo inflamatério tem como

objectivo final a extingdo dos microrganismos patologicos (Shaker, Ghallab, Hamdy &
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Sayed, 2013). E uma enzima independente da concentragio de calcio e, depois de
activada, a sua actividade ndo cessa (Forstermann & Sessa, 2012).

A iINOS ¢ encontrada inicialmente em macréfagos e a expressdo destes gera
grandes quantidades de 6xido nitrico, durante um longo periodo de tempo (Forstermann
& Sessa, 2012). Presume-se que esta enzima sintetize 6xido nitrico com diferentes
funcdes e em concentragdes 1000 vezes maiores do que as produzidas pelas restantes
NOS (Cerqueira & Yoshida, 2002). Altas concentragdes de 6xido nitrico podem
interferir com o ADN celular e provocar a sua fragmentagdo, o que lhe confere uma
propriedade citoestatica e citotoxica. As propriedades toxicas do 6xido nitrico permitem
ndo s6 uma ac¢do contra os microrganismos patologicos e células tumorais, mas
também contra células vizinhas que ndo constituem o alvo inicial de defesa
imunolégica. E por este motivo que a actividade fisiopatologica do 6xido nitrico esta
relacionada com a iNOS (Forstermann & Sessa, 2012). A transcri¢do do gene da iNOS,
que produz 6xido nitrico inflamatdrio, ¢ activada pelas citocinas IL-1, TNF-a e IFN-y,
que sdo produzidas por macrofagos activados ou por LPS, sendo estas as responsaveis
pela sua sintese. Como depende de transcricdo genética, a activagdo da iNOS ¢ muito
mais lenta do que a activacdo das outras NOS, que sdo constitutivas. Enquanto as
enzimas constitutivas, eNOS e nNOS, conseguem produzir 6xido nitrico com rapidez e
de uma maneira controlada e pontual em pequenas concentragdes, a iNOS tem uma
resposta mais lenta na formacdo de grandes quantidades de 6xido nitrico que, por serem
elevadas, sdo consideradas citotoxicas (Kendall, Marshall & Bartold, 2001; Guzik,
Korbut & Adamek-Guzik, 2003).

e Sintase do oxido nitrico endotelial — eNOS:

A eNOS ¢ uma das enzimas constitutivas que estd presente nas células do
endotélio, embora também tenha sido detectada em plaquetas, células epiteliais
tubulares do rim, neuronios e musculo cardiaco (Forstermann & Sessa, 2012).

O o6xido nitrico proveniente da eNOS estd associado a um aumento do
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP, do inglés cyclic Guanosine Monophosphate)
e da guanilil ciclase, o que provoca a dilatagdo de todos os vasos sanguineos, e que lhe
confere uma caracteristica reguladora da pressdo sanguinea. Tem uma actividade
protectora relativamente a formagao de ateromas: inibe ou impede a unido da molécula
CD11/CD18 — molécula de adesdo dos leuctcitos — as paredes dos vasos sanguineos

(Forstermann & Sessa, 2012).

32



Desenvolvimento

Quando existe uma disfun¢do do endotélio — nas doencas cardiovasculares, por
exemplo — ocorre uma diminuicdo na actividade da eNOS e na consequente
bioactivacdao de 6xido nitrico, o que provoca a desregulacdo da homeostase da pressao
sanguinea. Para além disso, nas doencas cardiovasculares ha produgdo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Specie) como enzimas da cadeia
respiratdria mitocondrial, oxidases de NADPH, eNOS desacopladas e oxidases de
xantina. Para além desta condicdo de stress oxidativo, o 6xido nitrico tem, ainda,
tendéncia a reagir com o superdxido (O2), o que diminui a sua biodisponibilidade
(Lorin et al., 2013).

Esta eNOS consegue produzir 6xido nitrico de uma forma dependente e
independente de calcio. A acetilcolina, bradiquinina e histamina aumentam a
concentragdo de cdlcio intracelular através da sua unido a um receptor especifico da
sintase e assim, como previamente conhecido, ¢ provocada a ligagdo a calmodulina e a
consequente activagdo da enzima. Por outro lado, as cinases conseguem regular a
actividade da eNOS ao ligarem-se a sitios especificos de fosforilagdo desta.

Dependendo do local, a enzima ¢ activada ou inibida (Zhao et al., 2015).

Plasticidade sinaptica Neurotransmiss3o atipica .
Regulacdoc da pressio arterial Fungio eréctil

nNOS

o
-
. Y
INOS i\
Defesa imunolégica ndo-especifica Inflamagdo Choque
séptico

eNOS

= ;1}-350

Figura 12. NOS e as suas fungdes (Traduzido e adaptado de Forstermann & Sessa, 2012).
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3. OXIDO NIiTRICO E DOENCA PERIODONTAL

Quando existem toxinas microbioldgicas ou um estimulo nocivo, inicia-se um
processo de defesa pela parte do organismo que se caracteriza por inflamacdo. Este
processo inactiva ou destréi os organismos nocivos e inicia uma reparagdo do tecido
afectado através de respostas imunitarias de cardcter especifico e ndo-especifico. Numa
primeira fase da inflamacdo, a permeabilidade vascular aumenta e sao libertados
péptidos como a interleucina-1, bem como aminas como a histamina ou a 5-
hidroxitriptamina. Contudo, se existir uma desregulacdo ao nivel das células imunitérias
e inflamatorias, a resposta aos organismos patogénicos ¢ exacerbada e pode provocar
destruicdo ndo s6 dos agentes microbianos como das células saudaveis do hospedeiro
(Guzik et al., 2003).

A doenga periondontal ¢ iniciada por uma inflamagao dos tecidos que circundam
o dente e nos quais se desenvolve uma resposta imune excessiva em relacao a presenca
de placa bacteriana. Numa fase inicial, existe uma resposta das células endoteliais e dos
leucocitos ao biofilme bacteriano, o que provoca modificagdes histologicas nos tecidos
que nao sdo observaveis clinicamente. Depois, o epitélio juncional produz 6xido nitrico
em resposta aos produtos metabodlicos das bactérias, através de monocitos, citocinas e
neuropéptidos, o que induz a vasodilatacdo local. A vasodilatacdo permite que os
neutrofilos, macrofagos e linfocitos migrem até ao tecido conjuntivo e possam dar
continuagdo a resposta inflamatoria. Por tal motivo, no tecido inflamado € caracteristico
encontrarem-se as citocinas pro-inflamatorias IL-1f e TNF-0, bem como células
inflamatorias como neutréfilos e macréfagos, que sdo grandes produtoras de ROS e
RNS. Entre estas espécies reactivas de oxigénio e azoto, encontramos o 6xido nitrico
(Kinane et al., 2017).

Como referido anteriormente, o 0xido nitrico, para além das suas fungdes como
neurotransmissor, relaxante muscular e inibidor de agregacdo plaquetéria, ¢ um radical
de grande importancia na imunidade e nos processos inflamatorios, e desempenha
accgOes protectoras, reguladoras e destrutivas. Pode ter um papel benéfico na defesa
contra microrganismos, mas, se em grandes quantidades, tem um desempenho nocivo
contra as células do hospedeiro. Neste campo, a actividade do NO considera-se bem

mais complexa (Coleman, 2001, Canar¢i & Dogan, 2014).

34



Desenvolvimento

3.1. Formacao de Agentes Oxidantes

Tal como ja foi referido, o 6xido nitrico ¢ citotoxico em quantidades elevadas,
porque se mostra disponivel para reagir com outras biomoléculas e, assim, formar
compostos toxicos para as células (Kendall et al.,, 2001). A produgao de grandes
quantidades de oOxido nitrico “inflamatoério”, produzido pela iNOS, é, geralmente,
acompanhada por uma grande producao do anido superdxido (Guzik et al., 2003). As
oxidases de NADPH e as oxidases de xantina sdao as responsaveis pela produ¢ao desta
espécie nos macrofagos, a qual € obtida através de uma reacgao de reducao do oxigénio.
O superdxido, assim formado, apenas ¢ desactivado pela enzima dismutase do
superoxido (SOD, do inglés superoxide dismutase). No entanto, o 6xido nitrico e o
superdxido tem a capacidade de reagir um com o outro, com extrema rapidez, sem ser
necessario qualquer tipo de enzimas, que retardariam o processo. Isto faz do dxido
nitrico a unica molécula que, devido as grandes concentragdes e a rapidez da reac¢do
com o O, consegue competir com a SOD. Note-se que o 6xido nitrico e o superdxido
reagem entre si mesmo que ndo tenham sido produzidos na mesma célula, uma vez que
o NO tem uma alta capacidade de se difundir entre elas. Da reacgao resulta uma espécie
reactiva do azoto (RNS, do inglés Reactive Nitrogen Specie) com actividade citotdxica:

o peroxinitrito (Reaccao 1) (Guzik et al., 2003; Pacher, Beckman & Liaudet, 2007).

(1) NO + O — ONOO"

O peroxinitrito pode apresentar-se na sua forma ndo protonada (ONOO") ou
protonada (ONOOH), caso se encontre em pH neutro, e assim originar novas moléculas
com fungcdes em mecanismos fisiologicos e patologicos (Reacgdao 2)

(Virdg, Szabo, Gergely & Szabd, 2003; Barreto et al., 2005):

(2) ONOOH — NO, + <OH
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3.2. Citotoxicidade do peroxinitrito

A maior parte das moléculas radicalares influencia os processos biologicos ao
alterarem a formacgao, estrutura e funcao das células. Isto acontece porque os radicais
sao altamente capazes de reagir com lipidos, proteinas, hidratos de carbono e acidos
nucleicos. O peroxinitrito € um desses radicais que, tal como descrito na sec¢do anterior,
¢ formado pela reac¢do entre 0 NO e o O em tecidos onde decorre uma inflamagao,
como ¢ o caso de tecidos periodontais durante a doenga periodontal, sendo apontado
como a principal causa de citotoxicidade do 6xido nitrico (Ahmad, Rasheed & Ahsan,
2009). Em particular, o peroxinitrito ¢ responsavel por danos oxidativos, nitragdo e S-
nitrosilacdo em biomoléculas como lipidos, proteinas e ADN, revelando ter um efeito
citotoxico e mutagénico nas células, o que conduz a processos de morte celular —
apoptose, necrose, ou um processo misto (Ahmad et al., 2009; Forstermann & Sessa,
2012). Para além disso, o peroxinitrito ainda aumenta a biossintese de IL-8, que ¢ uma
citocina produzida por leucécitos responsavel pela activacdo de neutrdfilos, sendo

responsavel por propagar a inflamacao ja existente (Pacher et al., 2007).

3.3. Modificacao de proteinas — Nitracao da tirosina

Os PMNs e os macrofagos sdo uma fonte importante de NO e Oz, ou seja, de
peroxinitrito. E também nos PMNs que se produz a enzima mieloperoxidase, que
interage com o peroxinitrito para dar inicio ao processo de modificagdo proteica. A
tirosina ¢ um aminoacido que sofre nitracdo pelo peroxinitrito, dando origem a
nitrotirosina, que esta presente no tecido gengival quando existe doenga periodontal
(Lohinail et al., 2001). A nitrotirosina forma-se através da adi¢cdo de um grupo nitro
(NO2") ao grupo hidroxila do anel aromatico da tirosina presente numa proteina (Pacher
et al., 2007). Este ¢ um processo complexo que depende de alguns factores no local
como: o pH, a concentragdo de CO; e a presenga de glutationa. Apos estudos in vitro
realizados para testar a nitracdo de tirosina, deBoer et. al (2014) demonstrou que, na
presenca de glutationa, a produgdo de nitrotirosina aumenta ligeiramente. Para explicar
este aumento, propds-se a hipdtese de ocorrer uma nitrosilacao da glutationa pelo 6xido
nitrico, formando-se S-nitrosoglutationa (GSNO) que serve de armazém de NO no local

e, assim, aumenta a sua biodisponibilidade para servir como precursor da nitragdo da
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tirosina. Também na presenga de concentracdes de CO, elevadas, a producdo de
nitrotirosina ¢ aumentada. O CO: reage com o peroxinitrito para formar
nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO>). Parte deste ONOOCO;" sofre uma decomposi¢ao
por enzimas homoliticas ¢ dd origem ao radical carbonato (CO3") e ao didxido de
nitrogénio (NO>), que participam na producdo da nitrotirosina ao reagir com o residuo
de tirosina, em condigdes fisioldgicas. No entanto, quando ha diminui¢do de pH, como
em situagdes de inflamacdo, existe predominancia da forma protonada do peroxinitrito,
o acido peroxinitroso (ONOOH), em detrimento do ONOOCO>, e passa a ser este acido
o precursor da nitrotirosina através da sua decomposi¢ao em radical hidroxilo (OH") e
didxido de nitrogénio (NOy) (Pacher et al., 2007; deBoer, Palomino, Idiga, Millhauser
& Mascharak 2014). As modificagdes oxidativas causadas pelo peroxinitrito que dao
origem a nitrotirosina fazem com que esta seja um indicador de oxidagdes indesejadas
nas proteinas do organismo e um marcador bioldgico da presenca de ONOO™ (Ahmad et
al., 2009). Ao sofrer nitragdo, a proteina sofre uma modificagdo na sua estrutura e
consequentemente, da sua fungdo. Isto pode originar, directamente, uma desintegracdo
do ligamento periodontal, bem como a formag¢do de antigénios no tecido periodontal, o
que induz a formagdo de auto-anticorpos contra o periodonto. Para além disso, ao
ocorrer nitracdo do residuo tirosina presente na enzima superéxido dismutase, esta
enzima, que tem como fung¢do inactivar o O, fica automaticamente modificada e
inactiva, permitindo uma maior disponibilidade do superdxido para reagir com o 6xido
nitrico, formar peroxinitrito e, deste modo, levar a um ciclo inflamatério (Lohinail et al.,

2001; Pacher et al., 2007).

3.4. Peroxidacao lipidica

O peroxinitrito € responsavel pela peroxida¢dao de lipidos, o que origina radicais
lipidicos que, por sua vez, levam a destruicdo da membrana lipidica (Pacher et al.,
2007).

O peroxinitrito pode ser apresentado na sua forma protonada, e assim, decompor-
se nos radicais altamente reactivos OHe e NO, os quais iniciam a peroxidagdo lipidica
ao reagir com a membrana dos 4cidos gordos polinsaturados. O acido gordo contém na
sua formula um carbono alilico cujo hidrogénio €, inicialmente, capturado por um

radical, transformando assim o lipido (L) num radical lipidico (L¢). De seguida, na fase
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de propagacao, o L* reage com o oxigénio molecular e forma um radical peroxil lipidico
(LOOe). Este radical reage, novamente, com o hidrogénio de outro lipido e gera um
ciclo de peroxidagdo lipidica. Ao reagirem, H" ¢ LOOe formam um hidroperdxido
lipidico (LOOH). Este ciclo chega ao fim quando deixa de existir substrato disponivel,
ou quando existe emparelhamento de radicais lipidicos com formacao de produtos mais
estaveis (Hall, Wang, Bosken & Singh, 2016).

O malondealdeido (MDA) ¢ um produto final do processo de peroxidacdo dos
lipidos e tem sido detectado, em varios estudos, na presenca de doenca periodontal.
Uma vez que nos estudos realizados se encontra sempre MDA na saliva, fluido gengival
crevicular (FGC) e sangue de individuos com periodontite, tal facto permite concluir
que a peroxidagdo lipidica esta associada a doenga periodontal e que este composto
pode vir a ser futuramente considerado um dos biomarcadores desta (Fentoglu et al.,

2015).

3.5. Produc¢ao de metaloproteinases da matriz

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases com
caracteristicas estruturais e cataliticas bem definidas; representam um dos factores mais
importantes no desenvolvimento da doenga periodontal porque tém um desempenho
activo na destruicdo dos constituintes da matriz extracelular. No ser humano, sao
conhecidas 23 formas que sdo divididas em seis grupos: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas, metaloproteinases tipo membrana e  outras
metaloproteinases (Sapna, Gokul & Bagri-Manjrekar, 2014).

Apesar do mecanismo nao ter sido, ainda, profundamente estudado, reconhece-se
que o peroxinitrito € capaz de induzir a producdo de MMPs ao interagir com a
glutationa (Pacher et al., 2007). O colagénio tipo-I € um dos principais componentes do
tecido conjuntivo gengival e da matriz extracelular dos tecidos periodontais e a sua
degradacdo representa uma forte actividade da doenga periodontal. Mesmo nas
primeiras fases da doenca, onde apenas existe inflamacdo gengival, o colagénio ja sofre
degradacao para dar lugar ao infiltrado inflamatorio. As colagenases MMP-8 e a MMP-
13 tém os principais papé€is na doenca periodontal, € contam com o contributo das
MMP-9 e MMP-14 (Sapna et al., 2014; Cavalla, Herndndez-Rios, Sorsa, Biguetti &
Hernandez, 2017).
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Na doenca periodontal existe um grande afluxo de neutrofilos e leucocitos, que
sdo a maior fonte de MMP-8. A MMP-8 ¢ responsavel por degradar colagénio tipo-I e
tipo-III e esta associada a severidade da doenga periodontal, sendo maior a sua presenca
quando se verificam bolsas periodontais com maior profundidade, o que significa maior
perda de tecido e inser¢do periodontal (Gupta, Gupta, Gupta, Khan & Bansal, 2015). E
nesta fase que se percebe que a resposta exagerada do hospedeiro aos microrganismos
bacterianos leva a destrui¢do tecidular, j4 que hd uma producdo exacerbada de
neutréfilos polimorfonucleares, cujo aumento implica uma maior presenca de MMP-8
no fluido gengival crevicular (Sapna et al., 2014; Cavalla et al., 2017). Esta MMP-8 nao
estd presente em locais saudaveis mas, quando existe periodontite, induz o
processamento de algumas citocinas, agravando a inflamacdo ja existente, e degrada o
colagénio da gengiva e do ligamento periodontal, no decorrer na doenga (Gupta et al.,
2015). A forte presenca da MMP-8 na doenca periodontal pode fazer com que, no
futuro, esta possa vir a ser considerada como um biomarcador da doenga, uma vez que ¢é
a enzima com maior capacidade catalitica de degradar do colagénio. Também a MMP-
13 actua numa fase mais avangada da doenga periodontal: causa reabsor¢ao Ossea e
activa a produgdo de pr6-MMP-9. Por conseguinte, estas duas enzimas (MMP-13 e
MMP-9) estdo associadas a destruicdo do osso alveolar (Sapna et al., 2014; Cavalla et

al., 2017).

3.6. Danos no ADN

O peroxinitrito proveniente do NO ¢ responsavel pela morte celular através de
modifica¢des provocadas nas moléculas de ADN (Lohinai et al., 2003; Pacher & Szabo,
2008; Ahmad et al., 2009; Islam et al., 2015).

O ADN tem na sua base purinas, que sdo bastante reactivas com oxidantes, e as
desoxirriboses, que sofrem clivagem (Islam, Habib, Ali, Moinudinn & Ali, 2016). O
peroxinitrito, principalmente formado através de macrofagos, tem a capacidade de se
difundir por membranas celulares e atingir o ntcleo, onde causa dano. Reage com uma
purina presente na base do ADN, nomeadamente a guanina (G), para formar
nitroguanina. Esta transformagao leva a guanina a abandonar a base do ADN a qual fica,

assim, com um espaco por preencher. Este espaco pode ser preenchido por outra base
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que nao seja a guanina, como a adenina, citosina ou timina. Estas modificacdes podem
levar a mutacdes ou mesmo a ruptura da molécula de ADN (Islam et al., 2015).

No contexto da doenga periodontal, a ac¢do do peroxinitrito sobre os processos
fisiologicos do ADN culmina na activacao da polimerase poli(ADP-ribose) (PARP). A
PARP ¢ uma enzima envolvida em varios processos fisioldgicos, como a reparagdo do
ADN, diferenciagdo celular, transcri¢do genética, estabilidade genomica e morte celular.
Por danificar o ADN, o peroxinitrito ¢ considerado um impulsionador fisiopatolégico
desta enzima, que ¢, entdo, hiperactivada e actua na patologia de duas maneiras: por um
lado, promove a extensao da inflamagao através de mecanismos pro-inflamatoérios e, por
outro lado, provoca a morte celular, ao retirar do sistema energia que € necessaria a vida
das células (Lohinai et al., 2003; Pacher & Szabo, 2008). Com efeito, para tentar reparar
os danos causados no ADN, a PARP liga-se aos locais de ruptura da cadeia de
nucledtidos e divide a NAD" em nicotinamida e ADP-ribose, que depois ¢ adicionada a
proteinas nucleares, como a histona, e a propria PARP (Virag et al., 2003; Lohinai et al.,
2003; Pacher & Szabo, 2008; Islam et al., 2016). Ou seja, a hiperactivacao da PARP
causa o consumo exagerado de NAD" intercelular, o que inibe os processos de glicdlise
e transporte de electrdes, dai que se considere que a reparagdo dos danos de ADN seja
um mecanismo energeticamente exaustivo. Como ¢é conhecido, a glicolise ¢ um
processo que representa uma grande fonte de energia para o organismo. Com a inibi¢ao
da glicdlise, a quantidade de adenosina trifosfato (ATP) ¢ drasticamente reduzida e
consequentemente, as células tornam-se disfuncionais e, posteriormente, necroticas.
Quando existe apoptose, a c€lula programa a sua morte e esse processo da-se de
maneira controlada. Na necrose celular, que ocorre quando existe falta de ATP, as
membranas celulares perdem a sua integridade e a célula fica incapacitada de remover
os seus produtos indesejados, libertando-os descontroladamente, o que pode afectar as
c€lulas vizinhas (Islam et al., 2016).

Diversos estudos mostraram que quando se bloqueia a PARP, reduz-se a morte
celular consequente da falta de ATP. Para além disso, o bloqueio da PARP resulta numa
menor concentragdo de células inflamatérias ¢ numa menor extensao de células
necroticas, por diminuicdo da resposta das células imunitarias. Isto significa uma
redug¢do da actividade da iNOS, o que se traduz numa produgdo de oxido nitrico
diminuida e, consequentemente, numa diminuicao do dano de ADN (Islam et. al, 2016;
Adachi et al., 2017). Os mesmos trabalhos permitiram concluir que, na presenca de um

inibidor da PARP, ¢ verificado um decréscimo de perda oOssea, diminuicdo de
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macrofagos e ligeira queda da concentracdo de células gengivais com presenca de
nitrotirosina, sendo todos eles indicadores da periodontite. Desta maneira, com a
inibicdo da PARP prevé-se uma melhoria na doenca periodontal (Adachi et al., 2017).
Os niveis de PARP nao sao os nicos a ser utilizados para medir o dano oxidativo
do ADN na doenga periodontal. Também a 8-hidroxidesoxiguanosina (8-oxo-dG), que ¢
considerada o melhor marcador de danos no ADN, apresenta niveis elevados em
estudos que comparam individuos saudaveis com pacientes periodontais (Fentoglu et
al., 2015). A 8-0xo-dG ¢ formada através da mutagdo do ADN por associacdo com
hidroperdxidos, que t€ém origem na reacgdo entre peroxinitrito € proteinas nos nucleos

celulares (Ahmad et al., 2009).

3.7. Reabsorcio Ossea

A reabsor¢do do osso alveolar, caracteristica da periodontite, tem sido fortemente
relacionada com a presenca de iNOS e com a actividade do 6xido nitrico. No entanto,
tal opinido ¢ controversa ja que alguns estudos apontam para o facto de o 6xido nitrico
ser um potencial inibidor da reabsor¢do dssea, quando em grandes concentracdes,
enquanto que, em baixas concentracdes, regula a actividade dos osteoclastos. A
controvérsia deve-se também ao facto de se associar o 6xido nitrico a uma regulacao do
ciclo de formagdo e destruicdo 6ssea mas, a0 mesmo tempo, este ser estimulado pelas
citocinas que estdo associadas a reabsorcdo dssea (Ralston et al., 1995; van’t Hof et al.,
2000).

A IL-1 ¢ uma citocina caracteristica da doenga periodontal conhecida por ser uma
grande fonte de oOxido nitrico e esta bastante associada a perda Ossea através da
activacdo de uma cascata de eventos que culmina na activagdo de NFkB, um complexo
proteico que desencadeia a diferenciagdo dos osteoclastos. Van’t Hof et al. (2002)
mostraram que, na auséncia de IL-1, o 6xido nitrico ndo tem capacidade de reabsor¢do
Ossea, mas que para existir reabsor¢ao ossea induzida pela IL-1 é necessario que a iNOS
ndo seja inibida, ou seja, ¢ necessaria a presenga de 6xido nitrico. Isto indica que o
oxido nitrico produzido pela iNOS tem uma fun¢do moduladora na IL-1 quando se trata

de perda dssea (van’t Hof et al., 2000).
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Ralston et al., (1995) estudaram a associagao do 6xido nitrico a reabsor¢ao ossea €
concluiram que, em grandes quantidades, este tem capacidade de inibir a actividade
osteoclastica, mas que em quantidades moderadas e associado a IL-1 e & TNF, induz
reabsor¢ao Ossea. Estudaram, ainda, que quando existe inibicdo da formagao de 6xido
nitrico, a reabsor¢do Ossea cessa. Tal como van’t Hof et al., Ralston et al. provaram que
para existir reabsor¢do Ossea ¢ necessaria a co-presenca de Oxido nitrico e citocinas
(Ralston et al., 1995).

A ciclooxigenase-2 ¢ uma enzima produzida em simultaneo com a iNOS pelas
células inflamatorias. A PGE2 ¢ uma substancia peptidica sintetizada pela enzima COX-
2 com participagdo na doenga periodontal e fortemente relacionada com a reabsor¢ao
Ossea, por promover a formagao e diferenciagdo de células 6sseas. O 6xido nitrico ndo
participa na expressdo genética da COX-2, mas tem fungdo regulatoria na expressao
enzimatica desta através da indugdo da sua activagao. Por esse motivo, considera-se que
o 6xido nitrico tem a capacidade de induzir a prostaglandina (Hughes et al., 1999;
Needleman & Manning, 1999). O mecanismo pelo qual o 6xido nitrico consegue activar
a COX-2 estd ainda pouco esclarecido mas foram propostas algumas hipdteses

(Toriyabe, Omote, Kawamata & Namiki, 2004), nomeadamente:

e remoc¢ao de O da enzima através da ac¢ao antioxidante do 6xido nitrico. Na
COX-2, o Oz funciona como um autoinactivador;

e formacdo de nitrosotidis a partir da COX-2, o que modificaria a sua estrutura e
poderia levar a sua activagao;

e oxidagdo da COX-2 pelo peroxinitrito, que age como activador da enzima.

Resposta Inflamatoria
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Figura 13. Estimulo da produgdo de prostaglandinas através da activagdo da COX-2 pelo NO (Traduzido
e adaptado de Needleman & Manning, 1999).
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O ONOO' estimula a actividade peroxidase da COX-2 através da sua oxidacgao e,

por isso, aumenta a produ¢do de PGE2 (Landino, Crews, Timmons, Morrow & Marnett,

1996; Needleman & Manning, 1999).
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Figura 14. O peroxinitrito € sintetizado através da reacc¢do entre o 6xido nitrico e o superoxido e activa a

COX-2, que sintetiza PGE2 a partir do araquidonato (Traduzido e adaptado de Landino et al., 1996).

A PGE2 apresenta mecanismos de activacdo dependentes e¢ independentes do

oxido nitrico e a quantidade de PGE2 formada por este ¢ reduzida comparativamente a

quantidade formada por mecanismos independentes. Nao obstante, o 6xido nitrico

continua a ser um precursor significativo de PGE2, dai justificar-se uma maior

reabsor¢do Ossea e concentracdo de prostaglandinas quando o mesmo esta presente

(Hughes et al., 1999).

Assim, conclui-se que o 6xido nitrico estimula a reabsor¢ao dssea através de:

diferenciagdo de osteoblastos (van’t Hof et al., 2000);

estimulacdo da IL-1 e consequente activacdo de NFxB , essencial na

estimulagdo da COX-2, o que resulta no aumento de prostaglandinas, com

actividade na osteoclasia (Hughes et al., 1999; Needleman & Manning, 1999).
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4. MEDICAO DOS NiVEIS DE OXIDO NiTRICO

4.1. Medicao de produtos do NO

Geralmente, utilizam-se as concentragdes de nitrito nos fluidos bioldgicos (saliva,
fluido gengival crevicular e sangue) para se prever quais as concentracdes de 6xido
nitrico neles presentes, ja que o primeiro ¢ um produto mais estavel da oxidacdo do
ultimo. Com efeito, o 6xido nitrico tem um tempo de vida muito curto, reagindo
rapidamente com o oxigénio para formar NOz e NOs", dificultando a sua medi¢do
directa. O nitrato ¢ demasiado estavel para ser usado em métodos quantitativos baseados
na sua reactividade com outras espécies. Por este motivo, o nitrito €, normalmente, o
metabolito escolhido como biomarcador de 6xido nitrico, sendo que o método analitico
mais utilizado para fazer a sua medi¢do ¢ o método de Griess (Ellis, Adatia,
Yazdanpanah & Makela, 1998; Topcu et al., 2014). Este método consiste na reac¢ao,
num meio 4acido, entre nitrito e sulfanilamida e, posteriormente, N-I-
naftiletilenodiamina, de modo a que se produza um corante. Caso também se queira
quantificar o nitrato, este ¢ previamente reduzido a nitrito através de redutases de nitrato
para poder ser, depois, quantificado através da reac¢ao de Griess. (Ellis et al., 1998)

Importa referir que nalguns estudos foi medida, simultaneamente, a concentracao
de nitrito e nitrato como marcador do 6xido nitrico. Porém, os resultados obtidos
mostraram que o nitrito pode ser um melhor indicador da actividade do 6xido nitrico do
que o nitrato, uma vez que as bactérias presentes na cavidade oral interagem muito mais
com este ultimo, podendo até existir deposito de nitrato proveniente dos alimentos
nalgumas criptas linguais, ndo estando, por conseguinte, relacionado com a presenca de
oxido nitrico (Topcu et al., 2014).

Assim, a medi¢do de oxido nitrico na saliva tem sido feita, essencialmente,
através da medig¢do de nitrito. Sdo conhecidas duas fontes de nitrito no organismo,
sendo uma a oxidagdo do oOxido nitrico e a outra através da redugdao do nitrato
inorganico. O nitrato ingerido na alimentagdo ¢ reduzido a nitrito na parte posterior da
lingua; tal facto, poderia levar a pensar que a quantidade de nitrito na saliva seria ndo s
resultado da oxida¢do do o6xido nitrico como também da redugdo do nitrato pelas
redutases de nitrato. No entanto, num estudo realizado por Aurer et al. (2001), mediram-

se as concentragdes de NOz™ em individuos antes e ap6s submissdo a dietas ricas em
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NOs e verificou-se que a elevada ingestdo de NO3™ nao interferiu na quantidade de NOy
salivar, pelo que se depreende que este nitrito seja proveniente apenas do 6xido nitrico,
constituindo um fiel marcador da quantidade local deste ultimo (Aurer, Aleksic, Ivic-
Kardum, Aurer & Culo, 2001).

Num estudo realizado por Parwani et. al, foi demonstrado que os niveis salivares
de nitrito sdo maiores em pacientes com gengivite, comparativamente com individuos
saudaveis, e maiores ainda em pacientes com periodontite, comparativamente com
pacientes com gengivite ou individuos saudaveis. Estes resultados vao de encontro a
estudos feitos anteriormente, onde se mostrou que os niveis de nitrito, enquanto reflexo
da presenga de oxido nitrico, sdo maiores quanto maior for a severidade da doenca
periodontal (Parwani, Chitnis & Parwani, 2012). Isto foi também comprovado noutro
estudo, por Reher et al. (2007), em que se compararam os niveis salivares de nitrito de
individuos saudaveis, com periodontite cronica moderada e com periodontite cronica
severa, onde a perda de tecido periodontal atinge maior gravidade. Para além de ser
maior a concentragdo de nitrito em sujeitos doentes, ha uma diferenca na concentragao
de nitrito entre varias formas da doenga, sendo maior a quantidade de NO2™ no caso da
periodontite cronica severa (Reher, Zenobio, Costa, Reher & Soares, 2007). No entanto,
quantificar o nitrito presente apenas no fluido gengival crevicular poderia ser mais
objectivo na apresentagdo de um possivel diagnodstico, ja que o fluido gengival
crevicular ¢ mais especifico na doenga periodontal do que a saliva, cuja composi¢do
pode ser alterada pela presenca de outros factores como caries ou doencas das glandulas
salivares (Topcu et al., 2014).

Wadhwa et. al demonstraram que os niveis de nitrito presentes na saliva e no
sangue sdo substancialmente maiores em pacientes fumadores com periodontite cronica
do que em pacientes periodontopatologicos nao-fumadores. Isto pode ser explicado pelo
grande aumento do stress oxidativo causado pelo fumo dos cigarros, que ao
aumentarem a quantidade de ROS conseguem exponenciar a actividade destas nos
processos patoldgicos. Para além disso, os efeitos do tabaco afectam as respostas
imunologicas e vasculares, importantes na doenga periodontal (Wadhwa et al., 2013).

Importa sublinhar que, quando os niveis de nitrito sdo medidos no fluido
crevicular gengival, os resultados ndo sdo concordantes com os encontrados na saliva e
no sangue. Admitindo que os valores encontrados refletem os niveis de 6xido nitrico
presente no fluido crevicular gengival, estes sdo mais elevados quando existe gengivite

e menores em individuos saudaveis ou com periodontite. Tal acontece porque na
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presenca de periodontite, ¢ provavel que o 6xido nitrico esteja a ser consumido ao
intervir no processo de defesa a inflamacao inicial, uma vez que se tratam, neste estudo,
de pacientes com periodontite numa fase ndo avangada e com bolsas de apenas 5 mm.
Outra hipdtese para as concentragdes de nitrito no FCG serem menores na periodontite
pode ser devido ao facto do 6xido nitrico reagir com outros oxidantes presentes no
processo inflamatorio naquele local (Poorsattar Bejeh-Mir et al., 2014).

Apos ser realizado o tratamento para a doenca periodontal, os niveis de nitrito,
comparativamente com os resultados pré-tratamento periodontal, encontram-se
diminuidos. Mais uma vez, relaciona-se a quantidade de 6xido nitrico com o grau de
inflamacao e destruicdo de tecidos, ja que existe um decréscimo da actividade de 6xido
nitrico quando a inflamagdo diminui. Apesar disto, a presenca de 6xido nitrico em
pacientes em fase de pds-tratamento gengival e periodontal continua a ser maior do que
em individuos saudaveis (Parwani et al., 2012).

O aumento do sangramento quando se faz a sondagem de bolsas periodontais esta
relacionado com uma maior concentragao de 6xido nitrico na saliva. Tal facto reflecte a
accdo vasodilatadora do 6xido nitrico, bem como a sua ac¢do na inibicdo da agregacdo
plaquetaria. A vasodilatacio também ¢ responsavel pela tumescéncia gengival que
ocorre quando se inicia a doenca periodontal, justificando o edema e vermelhidao da
zona (Parwani et al., 2012).

No entanto, e apesar de em varios estudos se ter confirmado que as concentragdes
de 6xido nitrico sdo maiores em pacientes com doenga periodontal e nalguns até se
afirmar que a concentragdo da molécula estd relacionada com a severidade da doenga,
outros estudos demonstram precisamente o contrdrio, apresentando menores
concentragdes da molécula em doentes periodontais. Por exemplo, Aurer et al. (2001)
estudou os niveis salivares de NO2” em individuos saudaveis, com periodontite cronica e
com periodontite agressiva, em que a doenca decorre de maneira mais rapida e violenta.
Verificou-se que a concentragdo de NO2 tem valor diminuido em pacientes com
periodontite agressiva comparativamente com 0s pacientes com periodontite cronica.
Ainda assim, a maior diferenga ¢ relativamente aos individuos saudaveis deste estudo,
que apresentam, em amostras retiradas dos canais das glandulas salivares que
desembocam na cavidade oral, a maior concentracdo de nitrito. Isto pode estar
relacionado com a interac¢do de proteinas salivares com o oxido nitrico, j4 que na
doenca periodontal ¢ normal existirem grandes aglomerados de proteinas no meio

salivar (Aurer et al., 2001).
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Desenvolvimento

Tabela 1. Caracteristicas de estudos que comparam os niveis de NO na doencga periodontal.

Autor

Reher et
al. (2007)

Parwani
et al.

(2012)

Sundar et

al. (2013)

Poorsattar
Bejeh-Mir
et al.

(2014)

Hussain et

al. (2016)

Amostra

e 10 individuos
saudaveis

10 com PC
moderada

10 com PC severa

Objectivo

Comparar niveis de NO em
saliva estimulada em
pacientes com ¢ sem DP e
correlacionar os resultados

com parametros clinicos.

Conclusao

Os niveis de NO sdo consideravelmente
maiores em pacientes com PC do que em
individuos saudaveis, e entre os dois grupos
de individuos com doenca periodontal, os
que apresentam PC severa apresentam niveis
de NO elevados relativamente ao grupo com

PC moderada.

30 individuos
saudaveis;

30 individuos

com gengivite;

30 individuos

com periodontite

Comparar niveis de NO em

individuos saudaveis, com
gengivite e com periodontite e
re-avaliar estes niveis apos

tratamento periodontal.

Niveis de NO superiores em pacientes com
gengivite e periodontite relativamente a
individuos saudaveis. Estes niveis de NO

decrescem apos tratamento periodontal.

20 individuos
saudaveis
20 individuos

com PC

20 individuos

com PA

Comparar niveis de NO
salivares ¢ sanguineos em
individuos saudaveis, com PC

e com PA.

Niveis salivares e sanguineos de NO

superiores em pacientes com PC e PA do que

em individuos saudaveis.

14 individuos

saudaveis

® 14 pacientes com
gengivite

o 14 pacientes com

periodontite

Comparar niveis de NO2,
NOs
FGC em

e NO salivares e no
individuos
saudaveis, com gengivite e

com periodontite.

Niveis salivares de NO e seus metabolitos
consideravelmente maiores em pacientes
com periodontite, seguidos de pacientes com
gengivite e com niveis menores em
individuos saudaveis. No FGC, os niveis
superiores foram encontrados nos individuos

saudaveis.

¢ 9 individuos com
GC

¢ 9 individuos com
PC

¢ 9 individuos com

PA

Comparar niveis de NO em
saliva e FGC de pacientes

com GC, PC e PA.

Niveis de NO salivares substancialmente
superiores em pacientes com PA comparando
com pacientes com GC e PC. No FGC, a
maior distancia de resultados encontra-se nos
pacientes com GC (que apresentam a menor
quantidade) comparativamente aos pacientes
Mesmo

com periodontite. assim, PA

apresenta niveis superiores a PC no FCG.

Legenda de abreviaturas da Tabela 1. PC = Periodontite Cronica; PA = Periodontite Agressiva; GC =

Gengivite Crénica; FGC = Fluido Gengival Crevicular; NO = Oxido Nitrico.
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Por se confirmar em varios estudos uma associa¢ao do 6xido nitrico a doenga
periodontal, a avaliacdo da concentracdo desta molécula tem sido sugerida como um

possivel meio de diagnostico da doenga periodontal (Reher et. al, 2007).

4.2. Medicao de iNOS

Para além da medi¢ao do 6xido nitrico através da quantificagdao dos seus produtos,
alguns estudos investigaram a presenca da enzima iNOS em amostras de tecidos de
locais infectados, recolhidos em individuos sauddveis e em pacientes com variadas
formas de doenca periodontal. Gaspirc et al. (2002) estudaram tecidos de individuos
saudaveis e com doenga periodontal em fase inicial e concluiram que, tal como noutros
estudos, tecidos com infiltrados inflamatdrios tem maior por¢ao de iNOS relativamente
a tecidos sdos, que geralmente apresentam pouca ou nenhuma concentracao de iNOS.
Neste estudo, observou-se também que a enzima se encontra principalmente em
macrofagos e no epitélio gengival (Gaspirc, Masera & Skaleric, 2002).

Noutro trabalho, Hussain et al. (2016) estudaram tecidos inflamados de individuos
saudaveis, com gengivite, com periodontite cronica e com periodontite agressiva. Tal
como esperado, e de acordo com resultados anteriores, aponta-se para a existéncia de
maior quantidade de iNOS em locais infectados, existindo uma distingdo entre as varias
formas da doenca, sendo a periodontite agressiva aquela que apresenta a maior
infiltracdo de células inflamatdrias e, consequentemente, de iINOS. A presenca da
enzima ¢ mais forte no tecido epitelial e no tecido conjuntivo e a sua quantidade esta
directamente relacionada com a concentracao de 6xido nitrico no local, visto que esta ¢
a percursora do 6xido nitrico em situagdes inflamatérias. Dai poder considerar-se que,
se a enzima se encontra aumentada, e que se a sua concentracdo varia consoante o
estado de inflamacao dos tecidos (sendo maior quanto maior for o estado inflamatorio),
os niveis enzimaticos constituem um indicador da presenga de 6xido nitrico (Hussain,

McKay, Gonzales-Marin & Allaker, 2016).
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III. CONCLUSOES

A doenca periodontal ¢ uma das doencgas mais incidentes nos dias de hoje e,
oralmente, tem graves consequéncias a nivel funcional e estético para o paciente. A
perda das pecas dentarias conduz a perda da fun¢ao mastigatéria e diminuig¢ao da funcao
de fala, e influencia a auto-estima do paciente por interferir com a estética oral. Para
além de repercussdes a nivel oral, a doenca periodontal esta fortemente relacionada com
doengas sistémicas. Posto isto, destaca-se a importancia em estudar-se esta patologia e
entender-se melhor alguns dos seus mecanismos fisiopatologicos, de modo a que se
possa agir contra a doenga e reduzir o seu impacto negativo no organismo e,
consequentemente, na qualidade de vida do individuo.

O o6xido nitrico tem sido, nos ultimos anos, associado ndo s6 a defesa do
organismo, mas também a destrui¢do dos tecidos na doenca periodontal, pois foram
reconhecidos mecanismos bioquimicos citotéxicos para o organismo. Dai se concluir
que conhecer a sua ac¢do precisa nos varios tecidos e nas varias fases englobados na
doenca periodontal ¢ de extrema importancia, o que poderia levar ao desenvolvimento
de novas terapéuticas nas varias fases da doenga. Refira-se, porém, que, apesar de se
reconhecer que o 6xido nitrico tem uma ampla influéncia na doenga periodontal, ainda
ndo estdo claramente esclarecidos as razdes e os mecanismos através dos quais este
participa na mesma. Ou seja, a realizagdo futura de estudos aprofundados sobre esta
tematica sera de grande utilidade na compreensdo do papel do 6xido nitrico na doenca
periodontal.

Como a doenca periodontal pode ndo desenvolver, inicialmente, caracteristicas
clinicamente detectaveis, uma identificacdo precoce da doenga através de
biomarcadores pode ditar uma progressio menos violenta desta, através de uma
interven¢do mais atempada. Assim, propde-se que a medicao dos niveis de 6xido nitrico
possa ser utilizada quando existe suspeita de doenca ou até¢ em individuos que reinam
caracteristicas que fagam deles susceptiveis. Note-se que, apesar de se ter demonstrado
nalguns estudos que se pode deduzir a presenga de 6xido nitrico através da quantidade
da enzima iNOS nos tecidos inflamados, retirar amostras de tecido periodontal de
pacientes periodontais ndo parece ser uma opg¢ao viavel.

Concluindo, ¢ de tamanha importincia estudar os intervenientes na doenga

periodontal — neste caso o 6xido nitrico e os seus metabolitos derivados — de modo a
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que seja possivel identificar e, posteriormente, intervir numa doenca que até hoje ¢

recorrente em demasiados individuos.
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