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Resumo

A microscopia de fluorescéncia intravital € utilizada para estudar diversos aspectos
da estrutura e funcdo microcirculatéria. Com o objetivo de avaliar os mecanismos
envolvidos na integragcdo da microcirculagdo com o sistema imune e padronizar
novas possibilidades de andlises para medir a intensidade de fluorescéncia nas
vénulas pos-capilares, nos utilizamos o modelo experimental da bolsa da bochecha
do hamster como uma ferramenta para estudar a permeabilidade vascular induzida
pela Phorphyromonas gingivalis. Como uma alternativa as abordagens ja existentes
de medidas de imagens, nds padronizamos uma nova forma de aplicacdo (tépica)
que ndo apresentou diferencas significativas se comparadas com a forma de
aplicacdo em perfuséo ja previamente estabelecida. A Phorphyromonas gingivalis é
capaz de induzir o aumento de permeabilidade vascular e dilatacdo dos vasos. Além
disso, o ATP € capaz de induzir a degranulacdo de mastdcitos liberando mediadores
inflamatorios, e ainda age como sinal de perigo assim como a bradicinina (via
gingipaina). Como as fimbrias sdo fatores de viruléncia que induzem respostas
inflamatdrias, nés investigamos o papel da fimbria no aumento da permeabilidade e
a funcdo dos mastocitos neste processo. Utilizamos as cepas de Phorphyromonas
gingivalis, 381 (selvagem) e a cepa DPG3 (nocaute para fimbria) e observamos que
as bactérias nocautes apresentaram menor capacidade inflamatéria, quando
comparadas com as selvagens. O tratamento com o cromoglicato e a aplicacéo
topica do composto 48/80 inibiu e induziu a degranulacdo dos mastécitos,
respectivamente, demonstrando a contribuicdo dos mastocitos na geragdo ou
liberacdo de sinais de perigo no contexto da permeabilidade vascular induzida pela

Phorphyromonas gingivalis.
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Abstract

Intravital fluorescence microscopy is used to examine different aspects of the
structure and microcirculatory function. In order to evaluate the mechanisms involved
in the integration of the microcirculation with the immune system and standardize
new possibilities for analysis to measure the fluorescence intensity in the post-
capillary venules, we used the experimental model of the hamster cheek pouch as a
tool to study vascular permeability induced by Phorphyromonas gingivalis. As an
alternative to the existing measures of images approaches, we standardized a new
form of application (topical) that showed no significant differences compared with the
application form in perfusion previously established. Phorphyromonas gingivalis is
able to induce an increase in vascular permeability and vessel dilation. Besides, ATP
is able to induce degranulation of mast cells releasing inflammatory mediators and
also acts as a danger signal like bradykinin (via gingipain). As fimbriae are virulence
factors which induce inflammatory responses, we investigated the role of fimbriae in
an increase in permeability and function of mast cells in this process. We used
strains of Phorphyromonas gingivalis, 381 (wild type) and the strain DPG3 (fimbriae
knockout) and we observed that bacteria knockouts had lower inflammatory capacity
compared to wild type strain. Treatment with cromolyn and topical application of
48/80 compound inhibited and induced mast cell degranulation respectively
demonstrating the contribution of mast cells in the generation or release of danger
signals in the context of vascular permeability induced by Phorphyromonas

gingivalis.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADP — Adenosina difosfato

ATP — Adenosina trifosfato

B,R — Receptor de bradicinina do tipo 2

BBH - Bolsa da bochecha do hamster

BHI — Brain Heart Infusion (Infus@o de coragéo e cérebro)
BK- Bradicinina

Cbha — fator do sistema complemento

CO;, — Dioxido de Carbono

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
LPS — Lipopolissacarideo

N — Nitrogénio

O, - Oxigénio

P2 — Receptor purinérgico do tipo 2

PBS — Solucédo tamponada com fosfatos

pH- Potencial hidrogenidnico

RFU — Unidade relativa de fluorescencia

TLR, — Receptor do tipo toll 2

TNFa — Tumoral Necrosis Factor-a (Fator de Necrose Tumoral-a)

VPCs — Vénulas pos-capilares



1. Introducéao

1.1 Microcirculagéo

A microcirculacdo € conceituada como a circulacdo do sangue através dos
menores vasos do corpo presentes em o6rgaos e tecidos. Isto contrasta com a
macrocirculacdo, que € a circulagdo do sangue a partir dos Orgdos. A
microcirculacdo é organizada em trés secdes principais, arteriolas, capilares e
vénulas; cada uma com estrutura e funcdo Unica. As arteriolas sdo vasos oriundos
das artérias de pequeno calibre que avancam em direcao ao sistema capilar através
de ramificagBes progressivas. Em suas paredes vasculares, encontram-se ceélulas
musculares lisas, possuindo 10-100 um de diametro. Desprovidos de musculo liso,
os capilares possuem cerca de 5-8 um de diametro interno revestidos por uma uUnica
camada de células endoteliais e membrana basal fina. Ja as vénulas possuem
pouco musculo liso e apresentam 10-200 um de didmetro. Além destes vasos, a
microcirculacdo inclui também capilares linfaticos, capazes de repor a circulacdo
pequenas quantidades de proteinas ou liquidos que vazam para 0S espacos
intersticiais.

E importante ressaltar que as principais funcdes da microcirculagdo s&o o
fornecimento de oxigénio e nutrientes, e a remoc¢cdo de CO, A microcirculacao
também regula o fluxo sanguineo e a perfuséo tecidual, influenciando a presséo
arterial e o processo inflamatorio, recuperando a homeostase tissular apos formacao
de edemal/inchaco (Levick, 2010). Essas estruturas formadoras do leito
microvascular também podem ser divididas em trés segmentos, de acordo com suas
funcdes especificas em: vasos de resisténcia - arteriolas, metarteriolas também
chamadas por alguns fisiologistas como arteriolas terminais e os esfincteres pré-
capilares que controlam o fluxo sanguineo aos 6rgaos; vasos de troca - capilares;
vasos de capacitancia - vénulas que sdo reservatérios de volume (Berne et al.,
2004).


http://en.wikipedia.org/wiki/Lymphatic_capillaries

A figura 1 mostra a estrutura de um leito capilar idealizado por Boron e
Boulpaep (Boron e Boulpaep, 2008) (Figura 1). Sob condicdes fisiologicas, o sangue
proveniente das artérias flui para as arteriolas (ramificacfes finais do sistema
arterial), de onde passa para os capilares. Dali segue para as vénulas (segmentos
iniciais do sistema venoso), que por sua vez desembocam nas veias de retorno, até

ao coracao (Martins e Silva, 2012).
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Figura 1. Circuito microcirculatério proposto por Boron e Boulpaep, 2008.



As células endoteliais e as células musculares lisas representam os principais
elementos funcionais da parede dos vasos sanguineos permitindo que arteriolas,
capilares e vénulas realizem suas funcdes. Estas células desempenham um papel
central no sistema de controle do funcionamento da microcirculacdo por regular a
trombose e fibrindlise microvascular, a adesdo e migracao leucocitaria, o tdnus
arteriolar, a permeabilidade e o recrutamento capilar, todos determinantes do fluxo
sanguineo capilar e, por conseguinte, da oferta de oxigénio aos tecidos (Trzeciak,
2008 e Aird, 2004). A ativacdo de células endoteliais em cada segmento vascular
por produtos bacterianos e / ou mediadores liberados localmente permite uma
resposta deliberada e coordenada da microcirculagdo ao insulto inflamatario.

Outros componentes da parede vascular, incluindo o masculo liso vascular e
pericitos, bem como células que residem normalmente na regido perivascular, tais
como os macréfagos e os mastdcitos, contribuem para a resposta inflamatéria e
servem para induzir e/ou amplificar os eventos associados com a ativacao de células
endoteliais. A amplificacdo e perpetuacdo da resposta inflamatoria ocorrem
mediante recrutamento e ativacdo de leucdcitos e plaguetas. Estas células do
sistema imune inato trazem seu préprio arsenal de mediadores para o0 sitio
inflamatdrio (Ley, 2008; Kubes e Granger, 1996). E importante ressaltar que a
arquitetura da microcirculacdo varia entre os 6rgdos, mas 0s elementos
fundamentais da microcirculacdo sdo comuns a todos os leitos vasculares
(Wiedman, 1984).

1.2 Permeabilidade vascular em Vénulas Pds — Capilares

As vénulas poés-capilares (VPCs) (8 — 30 um de diametro), componentes
fundamentais da microvasculatura, sofrem alteracées agudas da permeabilidade
vascular em tecidos expostos a diversos mediadores inflamatérios, tais como
bradicinina e histamina (Svensjo e Arfors, 1979). As VPCs representam o segmento
da microvasculatura que é mais reativa a mediadores inflamatorios. Isso se deve ao
fato que as VPCs contém juncOes intercelulares endoteliais que podem abrir
permitindo que as proteinas do plasma e células circulantes (leucocitos) escapem da

corrente sanguinea. As vénulas representam o principal local de troca transvascular



proteicas (permeabilidade vascular as proteinas plasmaticas) e trafico de leucocitos
(células de ades&o leucdcito-endotélio). E importante destacar que o musculo liso
aparece na média de vénulas maiores (vénulas musculares) que drenam as vénulas
pos-capilares. A natureza passiva muscular distensivel das vénulas pos-capilares é
responsavel pela capacidade destes microvasos em armazenar e mobilizar
quantidades significativas de sangue em certos 6rgaos (Sakai et al., 2000; Dodd e
Johnson, 1991; Majno, 1965; House e Johnson,1986).

Os estimulos inflamatorios, tais como a histamina, a trombina, o fator de
crescimento vascular endotelial, neutréfilos ativados e estimulos pré-inflamatdérios,
como TNF-q, induz a ruptura das jun¢des de células endoteliais, assim como induz a
desorganizacdo do citoesqueleto (Kumar, 2009; Stagg, 2013 e Sawant, 2013)
levando assim a permeabilidade paracelular (Michel, 2004 e Tharakan, 2012).
Algumas técnicas de imagens permitem a visualizagdo do efluxo de macromoléculas
fornecendo assim informacdes importantes sobre a funcéo da barreira endotelial e
sobre a natureza temporal e espacial das alteracdes de permeabilidade vascular em
reacoes inflamatdrias. Uma das metodologias mais empregadas para analisar estes

processos é microscopia intravital.

1.3. Microscopia Intravital

A microscopia intravital produz imagens que nos permitem estudar a
microdindmica de processos biolégicos em animais vivos. Os avanc¢os técnicos
combinados com o desenvolvimento de novas sondas e modelos de experimentagcao
permitiram abordar diversas questbes nas areas da biologia como a oncologia,
biologia celular, imunologia e neurociéncia (Vinegoni, 2014).

A microscopia intravital de fluorescéncia baseia-se na excitacdo de um
fluor6foro em um comprimento de onda, resultando na emissdo de luz de um
comprimento de onda diferente. A filtragem de luz, em seguida, permite o
microscopico uma visdo direta ou uma observacdo através de um intensificador de
imagem (Kenne e Lindbom, 2011). Esta técnica foi utilizada em uma variedade de
modelos, incluindo a asa de morcego, bolsa da bochecha do hamster (BBH), orelha
de coelho, mesentério de roedores e o tecido cremaster (Granger e Schmid-
Schonbein, 1995).



Estudos revelam que a permeabilidade dos microvasos tem sido avaliada a
partir de observacdes do extravasamento de corantes intravasculares como azul
patente V (Olson et al.,1975), azul de evans, protamina azul céu (Mc Master e
Parsons,1939), azul de tripan e fluoresceina sédica (Hauck e Schroer, 1969). O uso
da microscopia intravital para estudos de reacgfes inflamatérias permitiu a
quantificacdo de eventos microvasculares através do uso intravascular de uma
fluoresceina combinada com dextran (FITC-dextran), um marcador de alto peso
molecular. Quando empregados nas doses recomendadas, os efeitos na funcao
plaquetéaria e formacéo de coagulos sdo minimos (Olson et al.,1975, Svensjo, 2006;
Svensjo et al., 1978).

O FITC-dextran possui propriedades estaveis e semelhantes ao dextran
tradicional e por este motivo tem sido amplamente empregado em observacdes
diretas por microscopia de fluorescéncia, em tecidos transparentes. O FITC-dextran
tem se mostrado um tracador adequado para estudos da permeabilidade vascular
(Rutili e Arfors, 1976).

1.4. Modelo de Microcirculagéo: Bolsa da Bochecha do Hamster
A bolsa da bochecha dos hamsters (BBH) é um tecido que contém

invaginacdes bilaterais da mucosa oral, as quais se estendem desde o tecido

subcuténeo até a regido do ombro (figura 2).

Musculo retrator da bochecha

Musculo de origem

Bolsa da
bochecha

Intersecdo da
abertura
muscular

Figura 2: Mesocricetus auratus, Hamster dourado Sirio. Hochman, 2004.



O comprimento da bolsa quando estendida é aproximadamente de 2,5 a 5,5
cm, e a largura é em torno de 1 cm. E importante ressaltar que esse tecido n&o
possui nenhuma regido especifica de linfonodos. Devido a auséncia de drenagem
linfatica na regido ndo muscular da BBH, este tecido é caracterizado como uma
regido imunologicamente privilegiada. O epitélio & desprovido de foliculos capilares e
glandulas. A bolsa esté ligada ao tecido subcutéaneo por tecido conjuntivo frouxo e 0s
vasos da bolsa séo irrigados principalmente pelos ramos da artéria carotida externos
através de trés artérias saculares. Estas bolsas sdo apropriadas para serem
utilizadas na microscopia intravital, jA que quando evertidas o seu fluxo sanguineo
se mantém intacto. Além disso, o tecido desta bolsa é transparente e os elementos
anatdbmicos da microcirculacéo, arteriolas, capilares e vénulas podem ser facilmente
identificados (Figura 3) (Priddy e Brodie, 1948; Handler e Shepro, 1968; Svensjo,
2006).

Arteriolas

Capilares

Vénulas

Figura 3. Padrdo da microcirculacdo da bolsa da bochecha do hamster com as respectivas
estruturas vasculares identificadas. (A) Imagem do tecido realizada pelo microscépio intravital
(fase campo claro). (B) esquema adaptado de Wiedeman em 1963.



1.5- Aplicabilidades da Técnica de Microscopia Intravital

A BBH tem sido usada em estudos de inflamacdo como na inducdo por
diferentes mediadores inflamatérios como a bradicinina, histamina, adenosina,
adenosina difosfato (ADP), serotonina, prostaglandina, leucotrienos, por uma
isquemia temporaria (IR) ou pela aplicacdo de parasitas protozoarios como
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani (Svensjo e Roempke, 1985, Svensjo, 1990
e 2006) e a bactéria Phorphyromonas gingivalis (Monteiro et al., 2009).

Dentre as diversas infeccdes e modelos de inflamacédo, a P. gingivalis
destaca-se pelo fato de ser comumente associada com doenca periodontal
(Socransky et al., 1998). O processo infeccioso que gera a doenca inicia-se com a
formacdo do biofilme dental, que gera uma resposta inflamatoria, podendo resultar
na perda dos ligamentos periodontais, perda 6ssea e eventual perda da unidade
dental (Schenkein, 2006).

A P. gingivalis € um cocobacilo anaerdbico, gram negativo, imovel (Shah et
al., 1988; Gibson et al.,, 2006). Pelo fato de causar doenca periodontal cronica
(Zambon, 1999), a P. gigivalis tem sido intensamente investigada do ponto de vista
molecular sendo sua patogenicidade atribuida a um conjunto de potentes fatores de
viruléncia, tais como as cisteino proteases (gingipainas), hemaglutininas,
lipopolissacarideos (LPS), fimbrias (Yoshimura et al.,, 2008). Estas moléculas
facilitam a colonizagédo inicial, assim como a retencdo e o crescimento da P.
gingivalis dentro do sulco gengival (Lamont, 2000; Hajishengallis, 2009). Estudos
publicados revelam também que o LPS e a gingipaina da P. gingivalis,
respectivamente, agindo como ligante de receptores do tipo Toll 2 (TLR2) e como
protease liberadora de cinina, ativam o eixo inato TLR2/B,;R (B2R- receptores B, de
bradicinina), amplificando a inflamagdo ao mesmo tempo em que geram sinais de
perigo endbégeno, que por sua vez, guiam o desenvolvimento de células T efetoras
(Th1/Th17) especificas contra o antigeno fimbria (Monteiro et al., 2009).

Nesta dissertacdo, iremos estudar o efeito microcirculatério do ATP
(adenosina trifosfato), um sinal classico, liberado de células danificadas ou
estressadas. Além de estimular respostas imuno-especificas (Elliott et al., 2009) , o
ATP é um sinal de perigo liberado de células necroéticas e apoptoticas. Agindo como

um sinal quimiotatico, o ATP atrai os mondcitos para o tecido lesionado, onde o0s



fagocitos internalizam células mortas. Uma vez liberados no espaco extracelular, o
ATP pode ativar diretamente duas familias de receptores ligados & membrana
chamados purinoreceptores P2 (P2Y e P2X) (Burnstock, 2007) sendo o ATP o Unico
agonista natural dos receptores purinérgicos P2X (North, 2002).

O ATP também foi identificado entre os fatores que induzem a degranulagéo
de mastocitos (Dahlquist e Diamant, 1974; Sugiyama,1971). Sabe-se que apds sua
ativacdo, os mastécitos liberam granulos contendo numerosos mediadores, tais
como, fator de necrose tumoral (TNF), histamina, heparina, serotonina, cinina,
proteases, ATP entre outros (Galli e Tsai, 2008; Rao e Brown, 2008). Além do ATP,
uma variedade de outros agonistas podem ativar os mastécitos. Estes incluem
fatores do sistema complemento (C5a), mediadores lipidicos (prostaglandinas,
leucotrienos), neuropeptideos (substancia P), horménios (somatostatina), citocinas,
quimiocinas, produtos microbianos (LPS ou peptidoglicano), bem como nucleotideos
extracelulares (Stelekati, 2007; Di Virgilio et al., 2001).

Os mastécitos sdo conhecidos como o0s principais componentes das reacfes
inflamatorias alérgicas, mas também estdo envolvidos na patogénese de uma série
de doencas inflamatérias crénicas, na cicatrizacdo de feridas, na fibrose (Galli e
Tsai, 2008; Rao e Brown, 2008). H& evidéncias crescentes de que 0s mastdcitos sdo
células reguladoras chaves capazes de coordenar e integrar varios ramos do
sistema imune inato posicionando-se estrategicamente nas proximidades dos vasos
sanguineos, nos epitélios, nas células musculares lisas e nervos onde podem
executar sua funcdo como uma primeira linha de defesa contra alérgenos ou
agentes patogénicos (Galli e Tsai, 2008). Estudos demonstram também que o0s
mastoécitos da BBH estdo preferencialmente localizados ao longo das arteriolas em
relacdo as vénulas (Raud, 1989), com isso o uso da técnica de microscopia intravital
ird nos permitir estudar essa contribuicdo dos mastécitos e do ATP no modelo de

infeccdo por P.gingivalis.



2. Justificativa

Utilizando o modelo experimental da bolsa da bochecha do hamster (BBH)
evertida, o objetivo inicial deste trabalho foi empregar a técnica de microscopia
intravital estabelecida no laboratério de Imunologia Molecular como uma ferramenta
para analisar alteracdes da permeabilidade vascular induzida pela aplicacéo topica
da bactéria P. gingivalis na BBH. Esta metodologia nos permitiu investigar os
mediadores e vias de ativacdo envolvidas na resposta inflamatoria desencadeada
por este periodontopatdogeno, tendo como referéncia o efeito induzido pela
histamina. Além disso, estudamos o papel de mastdcitos na resposta microvascular
provocada pela referida bactéria. Durante a implementacdo desta metodologia,
tivemos a oportunidade de utilizar novos critérios de medicdo da intensidade de
fluorescéncia emitida nas vénulas pés-capilares. Para atingir este conjunto de
metas, foi necessario (i) realizar a preparacao cirdrgica dos hamsters de acordo com
as normas do comité de ética para o uso de animais - IBCCF 101 (ii) aprender a
explorar plenamente o0s recursos da microscopia (epi-fluorescéncia) intravital
classica (iii) manipular os programas de afericdo de intensidade de fluorescéncia (iv)
analisar criticamente os dados, empregando os métodos estatisticos adequados.



3. Objetivo Geral

Padronizar a aplicacdo topica para o modelo da bolsa da bochecha do hamster

empregando a técnica de microscopia intravital.

3.1- Objetivos Experimentais Especificos

Aperfeicoar a técnica de aplicacdo topica de patdbgenos e respectivos
controles (tampdes).

Validar o uso da técnica de microscopia intravital em modelos de infeccdo

envolvendo aplicacéo topica de patdgenos.

Empregar novos critérios de afericdo da intensidade média de fluorescéncia

emitida através das vénulas pos-capilares.

Avaliar se a técnica pode ser utilizada para investigar o papel de mastocitos

na resposta induzida pela P. gingivalis.
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4. Material e Métodos

4.1- Microscopia Intravital

A preparagdo da BBH para estudos fisiologicos da microcirculagdo foi
desenvolvida e refinada por Duling em 1973 utilizando a bolsa da bochecha evertida
(Duling, 1973) e modificada para o uso de FITC-dextran (Svensjo et al., 1978).
Hamsters machos (Mesocricetus auratus, 90-120g) foram anestesiados com 0,1- 0,2
mL de pentobarbital sédico 3 % ou uma combinacdo de ketamina (200mg/Kg) e
xilazina (10mg/Kg) intraperitoneal, suplementado com doses endovenosas de a-
cloralose. Todos os cuidados com 0s animais e 0s procedimentos experimentais
foram aprovados pelo comité de ética da UFRJ (niUmero de cédigo: IBCCF 101).

A temperatura corporal do animal foi mantida por meio de uma manta
aguecedora, controlada por um termistor retal e para facilitar a respiracao
espontanea foi realizada uma traqueostomia. A veia femoral direita foi canulada para

injecdes de FITC-dextran e de a-cloralose (Figura 4).

Figura 4: Etapas da preparacdo cirdrgica para a técnica de microscopia intravital. Apés
o animal devidamente anestesiado com pentobarbital ou ketamina e xilazin i.p, sua temperatura foi
controlada por uma manta aquecedora através de um termistor (1), o animal foi submetido a
canulacao na veia femoral direita (2) em seguida acomodado na placa adaptadora de acrilico (3) e a
bolsa da bochecha devidamente retirada e fixada na regido apropriada para ser superfundida (4).
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A BBH foi evertida com auxilio de um cotonete e fixada com ganchos ténue
na placa de acrilico apropriada para acomodar o tecido, em seguida abre-se o tecido

de forma a minimizar a manipulacdo evitando causar danos aos vasos maiores na

fixacdo das laterais do tecido (figura 5).

Figura 5: Imagens ilustrativas da retirada da bolsa. Com auxilio de um cotonete a bolsa é
evertida, limpa e fixada com pinos na regido apropriada para acomodar o tecido e
consequentemente superfundida pelo tampéo (A e B). Em seguida manipula-se de forma cuidadosa
para esticar e fixar as laterais do tecido sem causar danos aos vasos maiores (C).
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A BBH foi continuamente superfundida com uma solucéo tipo Ringer (Ca**, K*
e Na’), ou seja, uma solugéo isotonica a fim de manter as condigdes normais do
sangue, ela foi aquecida (35°C), tamponada com bicarbonato e HEPES para manter
o pH em 7,4 e borbulhada com uma mistura de N, e CO, (95:5%), para manter uma
pressao parcial de O, ao nivel fisiologico. A velocidade de perfusdo da solugéo foi de
5 mL/min que € suficiente para manter o nivel de oxigénio menor que 10 mm Hg
(Figura 6A). Para a aplicacao tépica, uma pipeta volumétrica de 1000 mL juntamente
com a ponteira foi utilizada para a aplicacdo de 500 pl do tampéao ou da bactéria
sobre o tecido ja preparado cirurgicamente (Figura 6B). A observacdo da
microcirculacdo na bochecha do hamster foi feita usando o microscopio Axioskop 40,
com objetiva de 4x, ocular de 10x (Carl Zeiss, Germany) e equipada com filtros
apropriados para a observacdo da fluorescéncia (490/520 nm, FITC-dextran). Uma
camera digital, AxiorCamHRc e um computador equipado com o programa AXio
Vision 4.4 Software (Carl Zeiss, Germany) foram usados para obter e analisar as

imagens (Svensj6, 2006).
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Figura 6. Esquema do modelo experimental da bolsa da bochecha do hamster (BBH). (A) A
solugédo de perfusédo da bochecha do hamster é aquecida e equilibrada com 5% de CO, e 95% de N,.
A velocidade de perfusdo da solu¢do foi de 5mL/min controlada por uma bomba peristéltica e a
observagdo da microcirculagdo na bochecha do hamster foi feita usando o microscopio Axioskop 40,
com objetiva de 4x e ocular de 10x (Carl Zeiss, Germany). (B) Imagem da aplicagdo tépica na BBH.
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Os diametros e a fluorescéncia total das bochechas dos hamsters foram
capturados em uma é&rea selecionada representativa (5 mm?®) onde medimos a
meédia de intensidade de fluorescéncia durante todo o experimento (figura 7). A
fluorescéncia capturada 30 min apos a injecdo de FITC-dextran, em cada
experimento, foi ajustada para 2000 unidades de fluorescéncia por questdes
estatisticas e os didmetros das arteriolas neste mesmo tempo foram definidos como
pum x100 para manter a mesma escala de RFU (Relative Fluorescent Units —

Unidade Relativa de Fluorescéncia).

— | 2,5mm

|

2,0 mm

Figura 7: Efeitos do marcador FITC e a selecdo da area de estudo. Com auxilio de uma camera
digital, AxioCam HRc, um computador equipado com o Software Axio Vision 4.4 e um microscopio
equipado com filtros apropriados para a observacdo da fluorescéncia (490/520 nm, FITC-dextran),
identificamos o leito vascular marcado e selecionamos a &rea total 5mm? a ser estudada. O programa
permite a captura das imagens e a analise da média de intensidade de fluorescéncia de acordo com o
tempo necessario para a experimentacao.
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4.2- Cultura de Porphyromonas gingivalis

As bactérias P. gingivalis foram cultivadas em meio Agar-BHI (brain heart
infusion), suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, 0,2% de
extrato de levedura, 0,5 mg/mL de menadiona e 1 mg/mL hemina. Incubadas por
sete dias em jarra de anaerobiose usando o sistema GasPack ( BD- Bioscience)
para manter a atmosfera de 85% N», 5% CO,, 10% H, a 37°C. Apés esse periodo, as
colonias bacterianas foram transferidas para tubos contendo caldo BHI - brain heart
infusion, suplementado com 0,2% extrato de levedura, 0,5 mg/mL de menadiona e 1
mg/mL hemina (foi adicionado 10 pg/mL de eritromicina para a cepa isogénica
deficiente em fimbria DPG3) e incubadas em anaerobiose como descrito acima por
48h a 37°C. Para a quantificacdo desejada de UFC/mL de Porphyromonas gingivalis
foi feita a padronizacdo a partir da densidade Otica do caldo por meio de
espectrofotometro, em um comprimento de onda de 600 nm estabelecendo a
densidade de 0,5 equivalente a 10° bactérias/mL. Para os ensaios de
permeabilidade vascular, as diferentes cepas da Porphyromonas gingivalis 381 e
DPG3 foram lavadas e ressuspendidas em PBS de acordo com as concentracdes

desejadas.
4.3 — Analises Estatisticas

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguido pelo teste t-
Student (entre os grupos) para o grafico 11, sendo considerado o valor P < 0,05

como indicador de uma diferenca estatisticamente significativa. Para os de mais, nédo

houve diferenca entre as médias devido ao baixo nimero de experimentos.
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5. Resultados

5.1- Padronizacéo da histamina como controle positivo interno na microcirculacao

A utilizagdo da histamina como um agente vasoativo foi realizada como
controle interno da técnica para obter uma resposta positiva da microcirculacao, ja
que esse mediador inflamatério € capaz de provocar vasodilatacdo com
consequente aumento da permeabilidade e recrutamento de leucécitos, além de
provocar a contracdo das células endoteliais. (Raud e Lindbom, 1994; Thorlacius et
al., 1995; Majno e Palade, 1961). Os hamsters entdo foram submetidos a técnica de
acordo com a metodologia. ApGs a realizacdo da microcirurgia, aplicou-se o
marcador fluorescente FITC-dextran 150 kDa intravenoso, e as medidas foram
adquiridas durante 30 minutos para verificar se o fluxo capilar e a microcirculagéo do
tecido manipulado estavam em condi¢cées normais (néo inflamados — auséncia do
extravasamento do FITC-dextran), garantindo condicbes fisioldgicas adequadas e
estaveis para a realizacdo do experimento. Cabe ressaltar que esse passo é
fundamental para o decorrer do experimento tendo em vista que se o tecido da BBH
apresentar qualquer aumento na permeabilidade dos vasos durante o periodo de
estabilizacdo (-30 min) essa preparacao estara comprometida.

Sendo assim, apds a estabilizacdo do tecido, a histamina foi adicionada na
perfusdo (5mL/min) na concentracdo de 4 uM e mantida por 5 minutos. Apdés esse
periodo, a preparacao foi mantida apenas com o meio de perfusdo. Ao longo desses
5 minutos, observou-se um aumento progressivo da permeabilidade vascular e
dilatacdo dos vasos, atingindo o pico aos 7 minutos apds a aplicacdo da histamina.
O extravasamento decai aos 10 minutos, retornando ao um estado basal (30 min)
ligeiramente acima daquele registrado no inicio da experiéncia. Em seguida, a
histamina foi reaplicada em perfusdo por mais duas vezes tal como descrito acima.
Nestas condicdes, a histamina induziu o mesmo padrdo de indugédo de
extravasamento de plasma e dilatacdo dos vasos (Figura 8 A). No decorrer do
experimento, imagens foram capturadas para mostrar a marcagcdo dos vasos com
FITC no periodo de estabilizacdo e do extravasamento de plasma nos periodos

posteriores as aplicacdes da histamina até a homeostasia do tecido (Figura 8B).
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Figura 8: Utilizacdo da histamina como controle interno da técnica para obter uma resposta
positiva da microcirculacdo. (A) ApGs o periodo de estabilizacdo, aplicou-se a histamina na
concentracdo de 4 pM durante 5 min por meio da perfusdo. Durante esses 5 minutos observou-se um
aumento da permeabilidade vascular e dilatacdo das arteriolas. ApoOs a primeira aplicagdo da
histamina e ao final de 30 minutos o tecido retorna a homeostasia. Em seguida, mais duas aplicaces
séo realizadas nas mesmas condi¢Ges anteriores respeitando os intervalos de normalidade do tecido
(vermelho). Esses dados corroboram aos registros tipicos da média de experimentos com histamina
4uM (azul). (B) Imagens sequenciais da marcagdo com FITC no periodo experimental.
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5.2- Padronizacdo do protocolo de aplicagdo topica na microcirculacdo e novas
abordagens na medicao da intensidade de fluorescéncia

Para possibilitar a aplicacdo da técnica de microscopia intravital em modelos
de infeccdo envolvendo aplicacdo topica de patdgenos foi necessario ajustar o
protocolo até entdo estabelecido, ja que a retomada da perfuséo (i) reduz o tempo
de interacdo dos micro-organismos com o tecidual (i) provoca gasto excessivo de
reagentes devido ao grande volume requerido na perfusdo. Para melhorar a
eficiéncia deste procedimento testamos duas formas de aplicacéo topica no mesmo
experimento. Apos a estabilizacdo do animal, a perfusdo (5 ml/min) foi interrompida,
aplicando-se topicamente 500 pl do tampédo (solucdo salina tamponada com
bicarbonato e Hepes) por 7 min, para comprovar que o tecido encontra-se em
estado basal, i.e., ndo apresenta aumento de permeabilidade vascular. Cabe
ressaltar que ao longo destes 7 minutos, observamos um aumento da fluorescéncia
causado pela suspensédo da perfusdo. Este efeito reflete acumulo do marcador
(FITC-dextran) no tecido da bochecha do hamster, ou seja, o tracador fluorescente
ndo é eliminado pela perfusdo que, portanto, assemelha-se a uma linfodrenagem
artificial. E importante ressaltar que decorridos os 7 minutos, o fluxo € retomado e a
fluorescéncia volta ao nivel normal ap6s 10 minutos decorridos da aplicacdo. Em
seguida a histamina foi aplicada duas vezes no mesmo experimento. A primeira
envolveu aplicacdo topica na concentracdo de 4 uM em 500 pL do tampéo por 7
minutos com a perfusdo interrompida. Apos esse tempo, o fluxo foi normalizado. A
segunda aplicagdo foi com histamina na mesma concentracdo de 4 pM por 7
minutos, sendo que neste caso a perfusdo com o tampao foi retomada. Durante os 7
minutos seguintes, observamos um aumento significativo do extravasamento de
plasma nos dois tipos de aplicacdo, indicando que nao ha diferencas significativas
entre as formas de aplicagéo (Figura 9).
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Figura 9: Médias e desvio padrédo dos resultados em BBH de 4 hamsters. Depois dos 30 min de
controle sem aumento do extravasamento, a perfusdo foi interrompida e o BBH recebeu 500 pl do
tamp&o. Aos 30 minutos, 500 ul da histamina 4 uM foi aplicado de forma tépica por 7 min e aos 70
min, a preparacgdo foi sensibilizada com histamina 4 uM durante 7 minutos no liquido de perfuséo. O
gréfico mostra que a resposta méaxima da histamina em 500 ul aos 30 min (aplicagdo tépica) e aos 70
min (histamina mantida na perfusédo) ndo sao diferentes (n=4).
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O extravasamento vascular iniciado por mediadores como, por exemplo, a
histamina é resultado na formacdo de aberturas (gaps) formadas entre as células
endoteliais da regido de vénulas pos-capilares (Majno e Palade, 1961). Com isso,
avaliamos os dados anteriores da BBH e selecionamos algumas vénulas pos-
capilares em éareas circulares com diametro de 100 pm e area de 0.008 mm? durante
as reacoes inflamatérias do experimento acima com o auxilio de uma ferramenta
disponivel no programa Axio Vision 4.4 Software (Carl Zeiss, Germany) capaz de
medir pontualmente a fluorescéncia em determinadas areas selecionadas. Em
seguida, calculou-se a média da intensidade de fluorescéncia das &reas com
vénulas pos-capilares, para demonstrar que a permeabilidade vascular caracterizada
pelo extravasamento do marcador FITC-dextran ocorre intensamente em vénulas
pos-capilares. Além disso, comparamos esses valores com a intensidade de
fluorescéncia captada da area total (5 mm?) do mesmo experimento (Figura 10). A
figura 10 mostra que € possivel selecionar areas circulares (raio de 150 pm
aproximadamente) dentro da imagem da area total (5 mm?) para fazer a medicao de

fluorescéncia.

Precap1

'; Precap2

Figura 10: Comparac&o da intensidade de fluorescéncia na area total daimagem (5 mm? e em
areas menores (0.008 mmz) das vénulas poOs-capilares. Imagens antes e depois da aplicacao de
histamina mostrando que é possivel selecionar &reas compostas por arteriolas terminais e capilares
(precap 1 e 2) e areas compostas por vénulas pés capilares (poscap 1 e 2) para medir fluorescéncia
de FITC-dextran em areas menores (raio de 150 pm) da area de 5 mm?®.
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Os resultados demonstram que a aplicacao tépica de 500 ul do tampéo, a
fluorescéncia aumenta semelhantemente em areas circulares (0.008 mm?) e na area
total (5 mm?). Comparando-se andlise da aplicacédo tdpica da histamina com a
perfusdo interrompida versus histamina mantida na perfusdo, observou-se maior
intensidade de fluorescéncia das vénulas pds-capilares (0.008 mm?) em relacdo a
intensidade de fluorescéncia da &rea total (5 mm? selecionada no mesmo
experimento. Dessa forma, novos critérios de afericdo da intensidade média de
fluorescéncia de vénulas pOs - capilares foram estabelecidos (Figura 11 A). Ao
excluir os valores durante a parada da perfusdo, a figura 11 B mostra que a
aplicacdo do tampéao controle ndo aumenta inespecificamente a permeabilidade nas
areas analisadas. Entretanto, quando a histamina é aplicada neste tampao,
observamos um aumento pontual nas vénulas pos-capilares (0.008 mmz2) que foram

acima da média de intensidade de fluorescéncia na érea total (5 mm2) (Figura 11 B).
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Figura 11: Comparacdo da intensidade de fluorescéncia (RFU) na area total das imagens (5 mm?,
guadrado azul) e em areas selecionadas dentro da imagem - vénulas pés-capilares (VPCs - 0.008 mmz,
circulo azul). (A) A média da fluorescéncia (RFU) das areas com vénulas pos-capilares (0.008 mmz) e area total
5 mmz) sdo semelhantes ap6s a aplicagdo do tampao mas difere apds a aplicagédo da histamina (* p < 0.05 as
10,15, 20 e 25 min depois Hist 4 uM). (B) Quando os valores durante o periodo da parada da perfusao (0 -7 min
e 30 — 37 min) foram eliminados do gréfico, fica mais claro visualizar que o tampao ndo aumenta permeabilidade
das vénulas pos-capilares. As analises estatisticas mostraram que néo ha diferencga significativa (p > 0.05) entre
valores da fluorescéncia das areas 0.008 mm? e 5 mm? durante aplicacdo o tampédo mas tem durante aplicagao
da histamina (* p < 0.05). Além disso, ndo ha diferengas significativas entre valores do extravasamento induzidas
com Hist 4 uM em 500 pl comparados com Hist 4 uM em perfuséo.
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5.3- Aplicacdes da técnica de Microscopia Intravital

Dados anteriores do Laboratorio de Imunologia Molecular demonstram que o
LPS e a gingipaina, uma cisteino protease da P. gingivalis, respectivamente, ligante
de TLR2 e protease liberadora de cinina, ativam o eixo TLR2/B2R e amplificam a
inflamac&o ao mesmo tempo em que ativam receptores de bradicinina de subtipo B2
expressos por células dendriticas, direcionando o perfil da resposta adaptativa para
o perfil TH1 (C57BL/6) ou perfil misto TH1/TH17 (Monteiro et al., 2009). Em linhas de
investigacdo independentes, foi documentado que ATP liberado a partir de células
infectadas ou células estressadas em locais de inflamacéo alerta o sistema imune inato
para a presenca de uma infecgéo (Surprenant et al., 1996; Schwiebert e Zsembery, 2003;
Khakh e North, 2006; Mariathasan e Monack, 2007). Visando estudar as relacdes
funcionais entre receptores purinérgicos e receptores de bradicinina na periodontite,
adaptamos um modelo de infeccdo tdpica previamente padronizado com a cepa
W83 P. gingivalis (Monteiro et al., 2009) para a cepa P. gingivalis 381. Empregando
doses variaveis (1x 10° 1x 10%, 1x 10° e 1x 10%°) e o ATP (1 pM, 5 pM, 10 pM),
analisamos o extravasamento de plasma e o didmetro dos vasos em relacdo as
diferentes concentracdes aplicadas topicamente na bolsa da bochecha. Apés 30
minutos da estabilizacdo dos animais ao procedimento cirdrgicos, interrompemos o
fluxo e aplicamos as diferentes concentracdes de bactéria ou ATP na bolsa,
respeitando os periodos de homeostasia do tecido.

Nossos resultados mostram que P. gingivalis 381 (Figura 12) induz aumento
da permeabilidade vascular no tecido da BBH de forma dose dependente (Figura
12). Em outra série experimental, verificamos que diferentes concentracbes de ATP
aplicadas topicamente na bolsa foram capazes de induzir extravasamento e uma

dilatacdo dos vasos de forma dose dependente (Figura 13).
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Figura 12: Dose resposta para P.gingivalis 381. Os seis hamsters receberam diferentes
concentracdes da bactéria P. gingivalis 381 (1x10°%, n = 2; 1x 10°, n = 4; 1x10°, n = 5 e 1x 10", n = 2)
de forma tépica por 7 minutos em intervalos de tempos diferentes. Aos 10 minutos apds aplicacdo a
dose 10" induziu um aumento significativo se comparado com a dose 10° (n = 14 total).
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Figura 13: Dose resposta para ATP. Os HCPs receberam diferentes concentracdes de ATP (1 uM,
5 puM e 10 pM) de forma topica por 7 minutos em intervalos de tempos diferentes. O extravasamanto
de plasma (vermelho) foi medido e representado no grafico. Dado representativo de 2 experimentos.
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Os resultados mostrados na figura 13 evidenciam o aumento de
permeabilidade vascular prolongado apds a aplicacdo de ATP 10 pM. Este
resultado nos levou a suspeitar que mastocitos poderiam ser ativados por ATP,
secretando histamina, que por sua vez poderia amplificar a resposta edematogénica.
Para investigar esta possibilidade, os animais foram ou ndo pré-tratados com
cromoglicato (inibidor de degranulacao de mastdcitos — 40 mg/Kg) 1h e 30 min antes
do experimento. ApOs a preparacdo e estabilizacdo dos animais, os resultados em
dois hamsters com aplicacdo da histamina 4 uM por quatro vezes no intervalo de 30
minutos, mostraram que, conforme esperado, o cromoglicato n&o interferiu com a
resposta da histamina (Figura 14 A). Entretanto, verificamos que a resposta
microvascular prolongada induzida por 10 uM de ATP (anteriormente observada nos
controles) foram inibidas em animais tratados com cromoglicato, sugerindo a
participacdo dos mastocitos nessa reacdo inflamatéria induzida por ATP (Figura 14
B). As alteracbes das arteriolas (dilatacdo) foram semelhantes as alteracdes

relacionadas ao extravasamento nas vénulas pés capilares (Figura 14 C).
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Figura 14. Cromoglicato néo interfere no efeito causado pela histamina e inibi o efeito do ATP 10
UM. Os hamsters foram ou nao pré-tratados com cromoglicato (40 mg/Kg) 1 h e 30 min antes. (A) apés o
periodo de estabilizagdo a histamina 4 pM foi aplicada por quatro vezes respeitanto o intervalo de 30 min
e 0 hamster tratado (azul claro) ou ndo (azul escuro) com cromoglicato foram capazes de induzir o
extravasamento de forma semelhante. (B e C) A histamina 4 uM foi aplicada por 5 minutos e apdés a
recuperacao do tecido, o ATP 10 puM em 500 pl foi aplicado por 5 min. Observamos um efeito inibidor do
cromoglicato no prolongamento causado pelo ATP 10 pM assim como na dilatacdo dos vasos. Dado
representativo de 2 experimentos.
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Diversos estudos sobre os mastécitos confirmam que essas células tendem a
se acumular em torno dos microvasos em uma variedade de espécies e tecidos. Raud
descreve um estudo sobre reacbes inflamatorias dependentes de mastécitos
provocada pelo composto 48/80 no estudo da microscopia intravital na BBH
envolvendo extravasamento de plasma e migracdo dos leucdcitos exclusivamente das
vénulas pos-capilares (Raud et al., 1989). Posteriormente a essa informacéao,
avaliamos a participacao efetiva dos mastécitos na capacidade que seus granulos tém
como agentes mediadores inflamatérios e como essa célula poderia modular a
inflamacéo causada pela P.gingivalis. Para isso, os animais foram pré-tratados ou nao
com cromoglicato (40 mg/Kg) 1 h e 30 min antes do experimento seguindo 0S mesmos
critérios de estabilizacdo. Em seguida, aplicamos a histamina 4 uM por 5 minutos na
perfusdo a fim de obter um controle positivo da microcirculacdo. Apds a homeostasia,
aplicou-se topicamente as concentracdes de 3 pg/mL e 30 pg/mL do composto 48/80
que é capaz de induzir a degranulacdo dos mastocinos. Nos animais controle ou
tratado com cromoglicato, a histamina induziu de forma semelhante o aumento da
permeabilidade vascular. As concentracdes 3 pg/mL e 30 pg/mL do composto 48/80
nos animais controles foram capazes de induzir o aumento da permeabilidade vascular,
ja os animais tratados com cromoglicato o efeito foi inibido. Depois uma segunda dose
na concentracdo de 30 pg/mL foi aplicada e o nivel de permeabilidade provocada pelo
composto, foi a baixo da resposta da permeabilidade quando comparada com a
primeira aplicacdo da concentracdo de 30 pg/mL, indicando uma atenuacdo dos
mastocitos pelo composto 48/80 havendo uma excessiva degranulacdo destes pelas
aplicagOes anteriores. (Figura 15).
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Figura 15: Cromoglicato pode inibir os efeitos de 48/80 (3 pg/ml e 30 pg/ml). Os animais foram (azul
claro) ou ndo (azul escuro) pré-tratados com cromoglicato (40mg/kg) 1h e 30 min antes da aplicacéo da
histamina. Apds o periodo de estabilizacao, iniciamos a aplicacdo com histamina 4 puM por 5 minutos na
perfusédo e depois da homeostasia do tecido, aplicou-se topicamente as concentra¢cfes de 3 pg/ml e 30
pg/ml do composto 48/80 (induz a degranulacdo dos mastécitos). Dado representativo de 2
experimentos.

Tendo em vista que as fimbrias sdo importantes fatores de viruléncia capazes
de induzir respostas inflamatérias como aumento da permeabilidade vascular e
dilatacdo dos vasos sanguineos, fomos avaliar o papel da fimbria na inducdo do
extravasamento de plasma. Para isso, utilizamos duas cepas de P. gingivalis, a
cepa 381 como controle (selvagem) e a cepa DPG3 (nocaute para fimbria).
Utilizando o modelo BBH, aplicamos de forma tépica 500 ul da bactéria 381 ou
DPG3 na concentracdo de 1x10® por 7 minutos com a perfusdo interrompida.
Observamos que as bactérias selvagens 381 (rosa, amarelo e vermelho) foram
capazes de induzir um maior extravasamento de plasma em trés animais, no
entanto as bactérias nocautes para fimbria DGP3 (azul) apresentam menor
capacidade inflamatéria, confirmando assim as propriedades inflamatérias das

fimbrias no tecido da bochecha do hamster (Figura 16).
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Figura 16: A fimbria da bactéria é importante na capacidade de aumentar a permeabilidade
vascular. Cinco hamsters foram preparados para microscopia intravital e apds os 30 minutos de
estabilizacé@o, aplicou-se de forma topica na BBH 10° da P.gingivalis em 500 pl. Trés hamsters
receberam P. gingivalis 381 (com fimbria) e dois hamsters receberam a cepa de P. gingivalis DPG3
(sem fimbria). A aplicacdo da P. gingivalis 381 de forma topica por 8 minutos, aumentou o
extravasamento de plasma até 11300 RFU (média) que foi trés vezes maior do que a media do efeito
da bactéria DPG3, 6220 e 3583 RFU. Os resultados sugerem que o modelo BBH é sensivel para
observar diferencas na capacidade de gerar extravasamento de plasma indizido pela bactéria e que
0 BBH pode ser usado para estudar os mecanismos das bactérias no processo inflamatério.

Posteriormente a esses resultados, avaliou-se a participacdo dos mastocitos
no contexto da infeccédo causada pela P.gingivalis 381. Entéo, os animais foram ou néo
pré-tratados com cromoglicato (40mg/Kg) 1h e 30 min antes da realizacdo do
experimento, seguindo sempre as condi¢fes estabilidade. Apds este periodo, aplicou-
se de forma tépica a P. gingivalis na concentracéo de (1x10°%) em 500ul do tamp&o por
7 minutos e quando o tecido voltou a homeostasia aplicou-se a histamina 4 uM por 5
minutos na perfusédo. A P. gingivalis foi capaz de induzir um aumento significativo de
permeabilidade vascular nos animais controles, jA& o0s animais tratados com
cromoglicato, eles apresentaram reducdo dessa resposta, sugerindo assim que o
cromoglicato foi capaz de inibir a degranulacao dos mastocitos presentes na BBH e

confirmando sua contribuicdo para o aumento da permeabilidade vascular induzida
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pela P. gingivalis. A resposta da histamina como controle interno ao final do

experimento foi semelhante para ambos os animais (Figura 17).
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Figura 17: Cromoglicato reduz a permeabilidade vascular causada pela P. gingivalis 381. Os
animais foram (azul claro, n=2) ou ndo pré-tratados (azul escuro, n=2) com cromoglicato (40 mg/kg)
1h e 30 min antes da aplicagdo das bactérias. Apds o periodo de estabilizacdo, aplicou-se
topicamente no tecido 10° da P. gingivalis 381 em 500 pl por 7 minutos com perfusdo parada. Um dos
hamsters tratado com cromoglicato foi testado com histamina 4 uM superfundida por 5 min como
controle positivo.
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6. Discussao

A microscopia intravital e seu sistema de imagem estdo cada vez mais sendo
utilizados tanto para fins experimentais quanto clinicos. A técnica em particular, tem
proporcionado avancos na qualidade de imagem O6ptica e no desenvolvimento de
ferramentas moleculares e fluorocromos mais eficientes (Weigert, 2010; Ritsma,
2012). Sua resolucdo espacial e temporal € alta quando combinada com a sua
profundidade de penetracdo e capacidade de visualizagdo proporcionando uma
técnica acurada para estudos de imagem in vivo.

De fato, esta técnica proporciona aos cientistas uma ferramenta util e é
preciso considerar que como em qualquer técnica cirargica, ha certas vantagens e
desvantagens de usar uma determinada peca de tecido. Provavelmente o ponto
positivo € combinar a analise microscopica com um ambiente in vivo juntamente com
a alta resolucdo espacial e temporal. Ja os pontos negativos, estdo associados a
ativacao potencial de células por manipulacéo cirdrgica por ser uma técnica invasiva
(Granger & Schmid-Schonbein, 1995), é necessario tempo para a experimentacdo e
possui uma profundidade de penetragédo limitada (um — mm) (Kenne e Lindbom,
2011).

Diversos modelos tem sido o cenario para o estudo da microcirculacéo, dentre
esses a técnica de microscopia intravital do tecido exteriorizado como, por exemplo,
o modelo da BBH tem tornado evidente a localizacdo precisa dos sitios de
extravasamento (leakage) nas vénulas pdés-capilares em respostas a mediadores
inflamatorios (Svensjo e Grega, 1979). Com isso desenvolvemos uma metodologia
usando a microscopia intravital para avaliar os mecanismos envolvidos na
integracao entre a microcirculagéo e o sistema imune inato.

Um estudo classico de microscopia eletrénica por Majno e Palade nos revelou
gue em vénulas pos-capilares de 20 a 30 um de diametro, particulas de carbono
extravasam através de aberturas (gaps) formadas entre as células endoteliais como
resultado da estimulacdo e contracdo dessas células provocada pela histamina
(Majno e Palade, 1961). Essa evidéncia nos levou a utilizar a histamina como um

controle interno positivo para padronizar uma nova forma de aplicacdo topica e
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medicdo da intensidade de fluorescéncia em vénulas pds-capilares no modelo da
microcirculagéo da BBH.

Confirmamos que a histamina 4 pM na perfusdo é capaz de induzir o aumento
da permeabilidade vascular e dilatagcdo dos vasos ao longo de 5 minutos e quando
retirada da perfuséo seus efeitos séo reversiveis. Logo, as aplicagbes consecutivas
da histamina 4 puM demonstraram que o tecido € responsivo mesmo apds um
primeiro estimulo. Isso se deve as concentracfes adequadas utilizadas no modelo
sem que haja um estimulo excessivo a ponto de dessensibilizar o tecido. Em
seguida, padronizamos um controle para forma de aplicacao topica, interrompendo a
perfusdo com a finalidade de impedir a “drenagem artificial” dos reagentes limitados
ou de micro-organismos que dependem da interagdo com o tecido para disparar
uma resposta inflamatéria. A aplicacdo topica com o tampao mostrou um aumento
da fluorescéncia que provavelmente é a soma da fluorescéncia dos vasos dilatados
e 0 acumulo do marcador FITC-dextran no tecido devido a parada do fluxo, ou seja,
o fluxo constante da perfusdo remove continuamente os compostos sollaveis, tais
como FITC-dextran a partir de tecidos. Ja o uso da histamina como controle positivo
na microcirculagéo foi capaz de induzir um aumento da permeabilidade vascular
para as duas formas de aplicacdo (tépica e mantida na perfusdo) de maneira
semelhante, garantindo um controle positivo adequado para o estudo das interagbes
entre o tecido e micro-organismos, assim como informacdes valiosas sobre o efeito
de uma droga nesses parametros sistémicos.

Analisando esse mesmo experimento, propomos uma nova medida pontual
das vénulas pés-capilares (0.008 mm?) e constatamos que a média da intensidade
de fluorescéncia nas vénulas € mais intensa se comparadas com a area total de
medicdo (5 mm?), o que explica a inflamacdo ser caracterizada pelo aumento da
permeabilidade microvascular de proteinas do plasma e recrutamento de leucécitos
nos sitios infamatérios de vénulas po-capilares, mas ndo em arteriolas ou capilares
(Svensjo, 2006). E importante ressaltar que ao diminuir a area da medida de 5 mm?
para um circulo com raio de 50 pm (= 0.008 mm?) obtendo quase que
exclusivamente vénulas poés-capilares, aumenta-se a seletividade do método e
aumenta-se a possibilidade de detectar pequenas alteracbes na permeabilidade

vascular.
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Apés a padronizagdo dos controles para aplicacao topica, realizamos entédo
uma dose resposta com a P.gingivalis 381 (1x 108, 1x 10° e 1x 10'%) e o0 ATP (1uM,
5uM e 10pM). Os resultados indicam que as diferentes concentragcdes da P.
gingivalis 381 induziram o aumento da permeabilidade vascular de maneira dose
dependente assim como as diferentes concentracdes de ATP. No entanto, ao
analisar a dose resposta com ATP, observamos um aumento no tempo de
extravasamento para a concentracdo de 10 uM, o que nos possibilitou sugerir que
apos as aplicacbes decorrentes das diferentes concentracbes de ATP, a resposta
para a concentracédo de 10 uM poderia estar sendo sustentada pela participacdo dos
mastocitos sendo estes ativados pelo ATP exdgeno através dos receptores
purinérgicos do tipo P2 promovendo a degranulacédo e consequentemente liberacéo
dos mediadores inflamatérios que podem atuar no endotélio potencializando a
resposta inflamatoria ou induzindo células sentinelas a secretar quimiocinas levando
ao recrutamento de leucécitos para os sitios inflamatérios (Piccini et al., 2008;
Hyman et al.,2009). Enquanto alguns autores propdem que o ATP liberado para os
sitios inflamatoérios ndo tem funcdo de um quimioatraente, outros sugerem que
células apoptoticas liberam ATP através de panexina-1 e que o proprio ATP atua
como um poderoso sinal de “encontra-me” que recruta mondécitos (Elliott et al., 2009;
Chekeni et al., 2010). Portanto, inUmeras evidéncias indicam a importancia da
sinalizacao purinérgica atuando no sistema imune tanto no combate aos patégenos
guanto na resolucéo da inflamacéo.

A interacdo entre a P. gingivalis com os tecidos ocorre inicialmente através
das fimbrias que sdo importantes fatores de viruléncia envolvidos na aderéncia e
invasao de células do hospedeiro (Chou et al., 2005). Com base nesta informacéo,
utilizamos entédo duas cepas de P. gingivalis, a cepa 381 como controle (selvagem) e
a cepa DPG3 (nocaute para fimbria) e observamos que a cepa DPG3 apresenta
menor capacidade inflamatéria se comparada com a cepa selvagem 381
confirmando assim a importancia desse fator de viruléncia no processo de
permeabilidade vascular aumentada. Apés estes resultados verificamos entdo a
participacdo efetiva dos mastdcitos no contexto da inflamacdo causada pela
P.gingivalis. Para isso, os animais foram ou ndo pré-tratados com cromoglicato ou
48/80. O tratamento com o cromoglicato e a aplicacdo topica do composto 48/80

inibiu e induziu a degranulagdo dos mastocitos respectivamente sugerindo uma
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contribuicdo dos mastécitos na geracao ou liberacdo de sinais de perigo no contexto
da permeabilidade vascular induzida pela P.gingivalis.

Ao estudar o processo inflamatorio causado pela P.gingivalis, sugerimos um
modelo com base no estudo publicado em que a P. gingivalis é capaz de induzir
inflamacédo, quando injetadas na pata ou intrabucalmente (fundo do vestibulo),
através da ativacao de TLR2/B2R. Neste trabalho, foi demostrado que o aporte de
plasma para o intersticio é precedido pela ativacdo de TLR2 pelo LPS e que animais
deficientes em TLR2 ou B2R, depletados de células polimorfonucleares ou animais
selvagens infectados com bactérias nocautes para as gingipainas R, néo
desenvolveram a gengivite (Monteiro et al.,2009). E importante ressaltar que a
gingipaina, uma cisteino protease da P.gingivalis, € capaz de processar 0
cininogénio de alto peso molecular (HK) levando a liberacdo de sinais de perigo
como a BK que amplifica o processo inflamatério conduzindo ao aumento de
permeabilidade vascular. Adicionalmente, que o ATP liberado de células danificadas,
estressadas ou até mesmo pela degranulacdo dos mastdcitos que sdo encontrados
na periferia dos vasos pode agir cooperativamente com a BK intensificando os
processos imunopatoldgicos que culminam em doenca periodontal.

Estes dados provavelmente vao permitr o desenvolvimento e
aprofundamento do projeto levando a novos métodos para que a técnica de
microscopia intravital possa avancar nas performances como, por exemplo, na
preparacdo cirargica em mesentérios, 0 que nos permitra o estudo com
camundongos nocautes, correlacionar a funcdo de migracdo e adesao no aumento
de permeabilidade utilizando um marcador fluorescente - rodamina, avaliar e
demonstrar eventos como a degranulacdo de mastécitos na BBH e no mesentério
através da microscopia pela coloracdo de seus granulos com azul de
toluidina ou vermelho de ruténio e avaliar efetivamente a participagéo da sinalizacéo
purinérgica no contexto da inflamacéo causada pela P. gingivalis.

A metodologia estabelecida nesta tese ja foi empregada em alguns artigos
ciéntificos (Schmitz et al., 2009; Andrade et al., 2012 e Andrade et al., em
preparacao), o que demostra a importancia da padronizacéo da aplicagéo topica no
aprimoramento dos projetos desenvolvidos no laboratério. Além disso, nos
possibilitou elaborar uma metodoligia de estudo sobre angiogénese provocada pela

infeccéo de parasitas marcados com GFP (Green Fluorescent Protein) na BBH.
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7. Conclusao

O uso da técnica de microscopia intravital juntamente com a aplicacdo do
marcador de plasma FITC-dextran possibilitou:

1- Padronizacdo de uma aplicacdo tépica na BBH em pequenos volumes
(500 pl), permitindo estudar a interagdo dos micro-organismos com a

microcirculacdo, além da utilizacdo de reagentes de forma direta no tecido.

2- Novos critérios de afericdo da intensidade média de fluorescéncia em vénulas

pbs-capilares foram estabelecidas.

3- Analisar e avaliar mudancas na permeabilidade vascular causada pela
bactéria P. gingivalis em que sugerimos um modelo no qual a participacao
dos sinais de perigo como ATP e BK, juntamente com mastdcitos podem agir

cooperativamente intensificando os processos inflamatorios causado na BBH.
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