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Oliveira G. Impacto da diacereina sobre citocinas envolvidas na formacgdo e
reabsorcdo 6ssea na periodontite induzida em molares de rato [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

Diversos agentes bioativos como interleucinas (IL), metaloproteinases da matriz e
fatores de transcricdo que estimulam a osteoclastogénese e inibem diferenciacéo de
osteoblastos. A diacereina € um anti-inflamatorio usado no tratamento de osteoartrite,
cuja fisiopatologia € similar a periodontite. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos
da diacereina sobre as citocinas envolvidas na formacao e atividade de osteoclastos
do osso alveolar de ratos com periodontite. Além disso, foi investigado se a diacereina
interfere na diferenciacdo de osteoblastos. Foram utilizados 108 ratos Holtzman,
distribuidos nos grupos GPD (grupo com periodontite e tratado com 100mg/kg de
diacereina), GPS (grupo com periodontite e tratado com solucéo salina) e GC (Grupo
controle, periodonto saudavel sem qualquer tratamento). A periodontite foi induzida
por ligadura no 1° molar superior direito. Apés 7 dias, a ligadura foi removida e o
tratamento foi iniciado. Os animais foram eutanasiados apos 7, 15 e 30 dias do inicio
do tratamento. Cortes foram corados com tricrbmico de Gomori para analise
morfoldgica ou submetidos as reacdes imuno-histoquimicas/imunofluorescéncia para
deteccédo da fosfatase alcalina (ALPase), F4/80 (fagocitos mononucleares) e caspase-
3, e ao método do TUNEL. As caracteristicas ultraestruturais dos osteoclastos
também foram avaliadas. Amostras de mucosa gengival foram coletadas para analise
da expresséo génica de Tnf, ll1b, Tnfsfl1l e Tnfrsf11lb por RT-gPCR. Os dados foram
submetidos ao Two-way ANOVA e pés-teste de Tukey. A analise de expressao génica
foi realizada por meio do método AACT para quantificacéo relativa, e submetidos ao
One-way ANOVA. O nivel de significancia considerada foi p<0,05. Espécimes do GPD
e GPS mostraram evidente processo inflamatério na mucosa gengival com aumento
significante de macrofagos F4/80. Nas amostras gengivais do GPD, a expressao dos
genes Tnf, ll1b e Tnfsfll reduziram significantemente em comparacédo ao GPS, com
excecdo da expressao de Tnf aos 7 dias. Houve também uma reducdo na razéo
Tnfsf11/Tnfrsfl1lb (RANKL/OPG) no grupo GPD. Os espécimes do GPD exibiram
frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos significantemente maior em comparacéao
ao GPS (p<0,0001) e GC (p<0,0001), em todos os periodos. Osteoclastos com
citoplasma fortemente imunofluorescente a caspase-3 e com nucleos exibindo
massas irregulares com conspicua cromatina condensada foram também observados
nos espécimes do GPD, confirmando a morte de osteoclastos por apoptose. Em todos
0s periodos, os espécimes do GPD apresentaram um significante aumento no nimero
de osteoblastos ALPase-positivos em comparacdo ao GPS. Os nossos resultados
sugerem que a diacereina inibe a formacéo de osteoclastos por meio da reducao dos
niveis de RNAm de Tnf e ll1b que culminou na reduc¢éo da razdo Tnfsf11/Tnfrsfllb e
também induziu apoptose em osteoclastos do processo alveolar de molares com
periodontite. Além, o significante aumento de ALPase nos osteoblastos do GPD
aponta para um papel da diacereina na diferenciacdo de osteoblastos.

Palavras—chave: Perda do Osso Alveolar. Periodontite. Anti-inflamatérios. Apoptose.
Imunomodulacgéao.



Oliveira G. Diacerein impact on cytokines involved in the bone formation and resorption
during induced periodontitis in rat molars [dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

Several bioactive agents such as interleukins (IL), matrix metalloproteinases, and
transcription factors that stimulate osteoclastogenesis and inhibit osteoblastic
differentiation are involved in the progression of periodontitis. Diacerein is an anti-
inflammatory used in the treatment of osteoarthritis, whose pathophysiology is similar
to periodontitis. The aim of the study was to evaluate the effects of diacerein on
cytokines involved in the formation and activity of alveolar bone osteoclasts in rats with
periodontitis. Moreover, it was investigated whether diacerein interferes with osteoblast
differentiation. A total of 108 Holtzman rats were distributed into PDG (periodontitis
group treated with 100mg/kg diacerein), PSG (periodontitis group treated with saline
solution), and CG (control group, healthy periodontium without any treatment).
Periodontitis was induced by ligature on the upper right first molar. After 7 days, the
ligature was removed, and the treatment was initiated. The animals were euthanized
after 7, 15, and 30 days from the beginning of the treatment. Sections were stained
with  Gomori's trichrome for morphological analysis or subjected to
immunohistochemical/immunofluorescence reactions to detect alkaline phosphatase
(ALPase), F4/80 (mononuclear phagocytes), and caspase-3, as well as to the TUNEL
method. The ultrastructural features of osteoclasts were also evaluated. Gingival
mucosa samples were collected for analysis of Tnf, Il1b, Tnfsfl1 (RANKL), and
Tnfrsfllb (OPG) gene expression by RT-gPCR. Data were subjected to Two-way
ANOVA and Tukey's post-test. Gene expression analysis was performed using the
AACT method for relative quantification and submitted to One-way ANOVA.
Significance was considered at p<0.05. Specimens from PDG and PSG showed
evident inflammatory processes in the gingival mucosa with a significant increase in
F4/80 macrophages. In PDG gingival samples, the expression of Tnf, Il1b, and Tnfsfll
genes reduced significantly compared to PSG, except for Tnf expression at 7 days. In
the PDG specimens was detected a significant reduction in the mRNA levels of
Tnfsf11/Tnfrsfllb ratio, at all time points. PDG specimens exhibited a significantly
higher frequency of TUNEL-positive osteoclasts than in PSG (p<0.0001) and CG
(p<0.0001) at all time points. Osteoclasts with cytoplasm strongly immunofluorescent
for caspase-3 and nuclei displaying irregular masses with conspicuous condensed
chromatin were also observed in PDG specimens, confirming osteoclast apoptosis. At
all time points, PDG specimens showed a significant increase in the number of
ALPase-positive osteoblasts compared to PSG. Our results suggest that diacerein
inhibits osteoclast formation by decreasing Tnf and 1l1b mRNA levels, resulting in the
reduction of the Tnfsf11/Tnfrsf11b (RANKL/OPG) ratio and also induces apoptosis in
osteoclasts of molar alveolar processes with periodontitis. Additionally, diacerein
possibly stimulates osteoblast differentiation, as there was a significant increase in
ALPase in PDG osteoblasts.

Keywords: Alveolar bone loss. Periodontitis. Anti-inflammatory agentes. Apoptosis.
Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € um problema de saude publica que pode acarretar a perda de dentes
devido a reabsorcédo alveolar e, consequentemente, a perda da fungcao mastigatéria,
reduzindo a qualidade de vida dos individuos®. A periodontite é considerada uma
doenca multifatorial resultante da interagéo entre os produtos bacterianos do biofilme
dental, fatores ambientais como o uso de tabaco e alcool e, principalmente, o perfil
inflamatorio do hospedeiro?. Em vista disso, a imunomodulacédo do hospedeiro por
meio da administracdo sistémica de anti-inflamatoérios tem sido estudada como uma
terapia complementar ao tratamento convencional para periodontite?.

A diacereina é um anti-inflamatorio derivado do ruibarbo e utilizado para o
tratamento de osteoartrite*®. Considerando que a periodontite e a osteoatrite sdo
desordens inflamatdrias que induzem a reabsorcdo 0ssea e, portanto apresentam
fisiopatologias semelhantes?, principalmente no que se refere as citocinas envolvidas
na instalacéo do processo inflamatorio, foi levantada a hipotese de que a diacereina
pode auxiliar no tratamento da periodontite, inibindo a reabsorcéo 6ssea e acelerando
a reparacédo do o0sso alveolar.

O objetivo do estudo foi avaliar se a diacereina interfere na expressao de
citocinas envolvidas na formacdo e sobrevivéncia de osteoclastos, além da
diferenciacdo de osteoblastos, na periodontite induzida em ratos. Com este estudo
pretendemos estabelecer uma terapia complementar para o tratamento convencional
da periodontite, o que afetar positivamente a qualidade de vida dos pacientes

periodontais, evitando a perda de dentes.
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2 PROPOSICAO

O propdsito do estudo foi investigar se a diacereina interfere na remodelacao
Ossea do processo alveolar de ratos com doenca periodontal. Assim, 0s objetivos
especificos foram investigar se a diacereina na periodontite interfere na:

Expressdo génica de Tnf (TNF-a), Il1b (IL-1B), Tnfsfll (RANKL) e Tnfrsfllb
(OPG): citocinas e fatores envolvidos na formacéo e ativacao de osteoclastos;

Distribuicdo e variabilidade das células fagociticas F4/80 na mucosa gengival;

Morte celular de osteoclastos, utilizando o método do TUNEL e
imunofluorescéncia para caspase-3, além das caracteristicas ultraestruturais;

Diferenciacéo de osteoblastos.
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3 REVISAO DE LITERAURA

A revisdo foi centrada em tépicos especificos, porém intimamente associados
ao tema da pesquisa, com o objetivo de fornecer ao leitor um parametro geral do
assunto investigado. Dessa maneira, a “Revisdo de Literatura” foi subdividida nos
seguintes topicos: periodontite, caracteristicas estruturais do tecido 6sseo, citocinas

envolvidas na remodelagéo 6ssea e diacereina.

3.1 Periodontite

A periodontite € uma doenca imunoinflamatéria que ocupa o sexto lugar dentre
as doencas de maior prevaléncia no mundo, afetando cerca de 744 milhdes de
individuos®. H& evidéncia de que a periodontite pode estar relacionada a outras
comorbidades tais como doencas respiratorias e cardiovasculares, além de ser
agravada por condicdes sistémicas como diabetes mellitus e artrite reumatoide’. A
periodontite € uma doenca desencadeada pelo acumulo de biofilme dental que,
embora o recrutamento de células inflamatérias seja desencadeado para combater
bactérias anaerobias Gram-negativas subgengivais, gera uma cascata de eventos
celulares e moleculares que acarretam alteracbes na integridade estrutural dos
tecidos periodontais®'°. Dentre as alteracdes, ocorre inicialmente a inflamacao
gengival reversivel (gengivite) que pode progredir para a destruicdo do periodonto de
sustentacao, caracterizada pela migracdo do epitélio juncional, perda de insercdo e
destruicdo do ligamento periodontal, formando as chamadas bolsas periodontais e
pode resultar em perda dentariat®*2.

Apesar do biofilme dental ser um fator essencial para desencadear a
inflamacédo, as doencas periodontais sdo desordens multifatoriais que dependem da
resposta imune do individuo e de fatores ambientes e psicossociais'*'® ou seja,
apenas a presenca do biofilme ndo é capaz de causar a doenca periodontal'®. De fato,
a progressao e a severidade da periodontite estdo relacionadas a interacéo entre o
biofilme disbidtico e a resposta inflamatéria do hospedeiro®. Dentre as espécies de
bactérias presentes na microbiota oral, as Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Tannerella forsythia tém sido apontadas e estudadas como

as principais espécies causadoras da doenca periodontall’. Quando as bactérias do
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biofilme dental entram em contato com o epitélio juncional, inicia-se uma resposta
inflamatdria marcada pelo recrutamento de neutrdfilos, macréfagos e linfocitos, e pela
secrecao de citocinas pro-inflamatérias como a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), além de mediadores secundarios, tais como
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e prostaglandina E2 (PGE2)3'81°, Em doencas
inflamatdrias 6sseas como a periodontite e a osteoartrite, a secre¢ao dessas citocinas
causa um desequilibrio entre a osteogénese e osteoclastogénese, contribuindo para
a diferenciacao e sobrevivéncia dos osteoclastos e, consequentemente, a reabsorcéo
6ssea®10:20,

De fato, uma das consequéncias marcantes da periodontite é a perda 6éssea do
processo alveolar, acarretando, portanto, perda de insercdo de fibras colagenas do
ligamento periodontal ao osso alveolar, podendo ocasionar a mobilidade dentaria.
Diante destas consideracdes, o conhecimento da complexa série de eventos celulares
e moleculares envolvidos com a homeostase 0ssea e, particularmente, aqueles
envolvidos com o processo reabsortivo é fundamental para o estabelecimento de
estratégias para amenizar os efeitos deletérios causados pela periodontite. Dessa
maneira, o texto a seguir tem a intencao de abordar apenas alguns pontos importantes

em relacdo as caracteristicas estruturais do tecido 0sseo e de suas células.

3.2 Caracteristicas Estruturais do Tecido Osseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo mineralizado composto por células e uma
matriz extracelular com componentes organicos (30%), inorganicos (60%) e agua
(10%)2. Enquanto a matriz organica ndo mineralizada é depositada por osteoblastos
e composta principalmente por colageno tipo 122, a porcdo inorganica da matriz é
composta, principalmente, por fosfato e célcio que formam cristais de fosfato de calcio
denominados de hidroxiapatita. A interac&o dos cristais de hidroxiapatita com as fibras
colagenas é responsavel pela dureza e resisténcia do 0ss023-2°,

Em condicdes fisioldgicas, o tecido dsseo apresenta quatro tipos de células
bem caracterizadas denominadas: osteoblastos, células de revestimento 0sseo,
ostedcitos e osteoclastos. Os osteoblastos sao oriundos de células mesenquimais
cuja diferenciacdo e maturacdo dependem de dois fatores de transcricao: Runx2 e

Osterix (OSX). Os osteoblastos em atividade séo as células polarizadas, com extenso
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reticulo endoplasmético rugoso e complexo de Golgi, além de diversas vesiculas e
mitocondrias®®. Osteoblastos adjacentes a superficie do tecido 6ésseo sé&o
responsaveis pela deposicdo dos componentes da matriz organica, denominada
osteoide. A matriz organica é composta principalmente por colageno, cerca de 90%,
sendo o colageno tipo 1 o mais abundante (cerca de 85%), embora outros tipos de
colageno também estejam presentes, dentre eles os tipos Ill e V. As proteinas nédo
colagenas compbem aproximadamente 10% da matriz e estdo representadas pela
osteocalcina, osteopontina, osteonectina, sialoproteina éssea Il e proteoglicanos
como biglicano e decorina®>?’. Além dos fatores de transcricdo, Runx2 e OSX
expressos pelos osteoblastos durante sua diferenciacdo, essas células também
expressam a fosfatase alcalina (ALPase) na superficie voltada para o 0sso. Embora a
funcao desta glicoproteina ainda ndo esteja completamente elucidada, a ALPase tem
sido correlacionada ao processo de mineralizagcdo. Dessa maneira, além do
osteoblasto ser responsavel pela sintese dos componentes da matriz organica do
tecido 0sseo, ha evidéncias de que esta célula tem uma participacdo na mineralizacéo
do tecido, seja por meio da ALPase bem como pela liberacdo de pequenas vesiculas
da matriz nos estagios iniciais de mineralizacdo do tecido 6sseo. A ALPase cliva o
pirofosfato, um inibidor de formacéo de hidroxiapatita, ao mesmo tempo em que
aumenta o fosfato local, essencial para a formacéo dos cristais de hidroxiapatita?’-2°.

A medida que osteoblastos produzem os componentes da matriz 6ssea, a
maior parte deles se desloca cedendo espaco para a deposicao da matriz 6ssea. No
entanto, alguns osteoblastos ndo se deslocam e, consequentemente, sdo rodeados
pela matriz organica que, paulatinamente, € mineralizada. Ao ser “aprisionado” pela
matriz éssea, 0 osteoblasto reduz significativamente a sua atividade de sintese e
passa a ser denominado ostedcito, a célula mais abundante do osso encontrada em
pequenas lacunas em meio a matriz éssea mineralizada?63%31, Os ostedcitos
apresentam prolongamentos que se estendem pela matriz calcificada por meio de
canaliculos e estabelecem comunicacdo com outros ostedcitos, vasos sanguineos,
osteoblastos e osteoclastos, tendo sido apontado como responséavel pela regulacéo
da reabsorcéo 6ssea®?33, Em concordancia, Nakashima et al.3*estudaram a influéncia
do ostedcito na osteoclastogénese e concluiram que a Dmpl (proteina da matriz

dentinaria 1), uma proteina expressa principalmente em ostedcitos e essencial para
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sua formacao e funcao, é capaz de realizar a delecéo seletiva de RANKL, reduzindo
0 nimero de osteoclastos®.

Ap6s 0 0sso atingir as suas dimensfes, ha uma reducdo do volume dos
osteoblastos em consequéncia da menor atividade de sintese desta célula. Dessa
maneira, 0s osteoblastos perdem sua forma cilindrica e adquirem um formato
pavimentoso, sendo denominadas de células de revestimento. As células de
revestimento &6sseo recobrem a superficie Ossea e possuem potencial de
diferenciacdo, similarmente as células mesenquimais. Portanto, estas células sdo
consideradas osteoblastos latentes que, em certas circunstancias, podem diferenciar-
se em osteoblastos cilindricos e polarizados comprometidos com a formacgédo 6ssea®®.
Adicionalmente, um estudo recente relatou que estas células também estéo
envolvidas na osteoclastogénese, contribuindo para a formacéo de progenitores de
osteoclastos através da producao de fator estimulador de colénia de macréfagos (M-
CSF)%".

Em contraposicéo as células associadas a formacédo e manutencdo da matriz
O0ssea, 0s osteoclastos possuem caracteristicas particulares e séo facilmente
identificados, pois sdo células gigantes multinucleadas localizadas na superficie
O0ssea. Frequentemente, estas células multinucleadas estéo justapostas a superficie
escavada do tecido 6sseo, numa lacuna de reabsorcdo denominada de lacuna de
Howship. Quando ativado, o osteoclasto apresenta especializacbes em sua
membrana, desenvolvendo a borda em escova, regido com inUmeras pregas por meio
da qual sdo liberadas diversas enzimas e outras substancias que acidificam o
microambiente da superficie 6ssea. Além disso, 0 osteoclasto apresenta a zona clara
ou zona de vedacéo, que isola a borda em escova e a superficie 6ssea justaposta a
ela, formando um microambiente onde ocorre a dissolucdo da hidroxiapatita e,
subsequentemente, a degradacdo dos componentes da matriz organica?®38, A
reabsorcdo O0ssea realizada pelos osteoclastos inicia-se com a desmineralizacdo da
parte inorganica do tecido, pela acdo do &cido cloridrico liberado por meio da
membrana da borda em escova. Apos a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita,
diversas enzimas, dentre elas a fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP), catepsina
K e MMP-9 séo liberadas pelo osteoclasto e promovem a degradacdo dos

componentes organicos da matriz 6ssea3’.
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A homeostase 0ssea é mantida por citocinas e células do sistema imune, mas
em condi¢cBes patoldgicas, como na periodontite, o equilibrio pode ser perdido por
acdo das mesmas?'3°, O desequilibrio entre a atividade osteoblastica e osteoclastica
pode resultar em aumento (osteopetrose) ou diminuicdo (osteoporose) da densidade
0ssea, sendo que o numero de osteoclastos maduros e ativados é diretamente
proporcional a intensidade da reabsorgdo 6ssea®. Portanto, a formacéo e atividade
de osteoclastos estédo diretamente associados a perda éssea alveolar caracteristica
da periodontite, doenca com aspectos semelhantes a osteoartrite.

3.3 Citocinas Envolvidas na Remodelacio Ossea

Dentre os diversos sinalizadores envolvidos na formacao e diferenciacdo de
osteoclastos, destacam-se o fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF) e o
ativador do receptor do ligante do fator nuclear kappa-B (RANKL), que sao expressos
por pré-osteoblastos (ou células osteoprogenitoras), evidenciando a interacao entre
formacdo e destruicdo éssea®’. O M-CSF, proveniente de células mesenquimais
osteoprogenitoras, se liga ao c-Fms (receptor do fator estimulador de colénias de
macrofagos) expresso em precursores de osteoclastos, induzindo proteinas
sinalizadoras, principalmente Akt e ERK, que induzem a diferenciacdo de
osteoclastos. O RANKL, expresso por osteoblastos, ostedcitos, células estromais e
fibroblastos, além de células inflamatdrias®4°4!, ativa fatores de transcricdo como NF-
kB e fator nuclear de células T ativadas (NFATcl) que induzem a expressdo de
marcadores osteoclastogénicos como a TRAP e a CatK (Catepsina K)'%?¢, Em
contrapartida, a osteoprotegerina (OPG), uma citocina da familia do TNF secretada
por osteoblastos e células epiteliais*?4® atua como um receptor decoy para RANKL,
ocupando seu sitio de ligacao e impedindo sua interacdo com o RANK, agindo como
inibidor da osteoclastogénese®?. Uma vez que a inducdo de RANKL regula
negativamente a inducdo da OPG?*, estas citocinas devem ser analisadas em
conjunto®44,

O fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) e a interleucina 1 beta (IL-1B) sao
citocinas relevantes para a remodelacdo 6ssea, uma vez que a inibicdo das mesmas
inibe marcantemente a reabsorcdo do tecido**. O TNF induz a diferenciacdo de

osteoclastos indiretamente, por meio da expressdo de RANK e RANKL*%e a IL-1B



17

regula positivamente o0 RANKL*®. O TNF-a também exerce um efeito inibitorio sobre a
expressdo de OSX, Runx-2 e ALPase em osteoblastos, mas depende de IL-1( para
induzir a funcdo de osteoclastos*’. Tanto a IL-1B quanto o TNF-a sdo importantes para
a sobrevivéncia de osteoclastos, a primeira por meio da ativacao da via do NF-kB, e
o segundo por meio da reducéo da caspase-9, responsavel pela ativacdo da caspase-
3, uma caspase executora de apopotose*®-5°, Além disso, o0 TNF-a é capaz de inibidir
a diferenciacdo de osteoblastos, células importantes para a formacdo éssea®l.
Portanto, estes dados indicam que o TNF-a e a IL-1B, conjuntamente, causam
aumento na perda Ossea, induzindo a atividade osteoclastica e inibindo a
diferenciacao osteoblastica.

O TNF-a secretado por macréfagos ativados e outros tipos celulares,
particularmente em resposta ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, induz a formacéo
de osteoclastos juntamente a IL-6%2. O estimulo pode ocorrer também de forma
autocrina, quando precursores de osteoclastos, sensibilizados pelo LPS bacteriano,
sintetizam TNF-a que atua na prépria célula (osteoclasto), potencializando os sinais
pro-diferenciacdo®®®*. HA evidéncias de que a IL-1 (citocina proé-inflamatéria)
desempenha um importante papel na modulacdo da reabsorcédo 6ssea® e que, tanto
a IL-1a como a IL-B também atuam, negativamente, em processos envolvidos na
formacédo 6ssea®®>’.

Estes mediadores constituem apenas parte da complexa cascata de citocinas
envolvidas na progressdo do processo inflamatério e sdo produzidos por diferentes
células, dentre elas os macréfagos que constituem os fagécitos mononucleares®®. De
maneira geral, os macrofagos séo classificados em dois tipos, dependendo da forma
de ativacao e da funcédo que desempenha no processo inflamatorio: macréfagos M1 e
M2. O M1 é ativado pela via classica, por interferon-y (IFN-y), e esta relacionado a
fase inicial da inflamacéo, na qual possui papel fagocitario, enquanto o macrofago M2
€ ativado por IL-4 e IL-13 (via alternativa) e esta frequentemente associado as etapas
finais de reparacéo dos tecidos, sendo que uma Unica célula pode alternar entre 0s
dois tipos de macréfago®®. HA algumas evidéncias de que diferentes subpopulagées
de macrofagos possam interferir na biologia 6ssea. Estes macréfagos foram
denominados “osteomacs”, identificados pela expressdo de F4/80%°°, Estudos
sugerem que tanto o fenétipo M1 quanto o M2 aumentam num quadro de periodontite

e sdo positivos para o F4/80%. A deplecdo de “osteomacs” positivos ao F4/80, via
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administracdo de lipossomas carregados com clodronato, causa reducdo da
deposigdo de matriz éssea mineralizada, sugerindo que os “osteomacs” possuem
influéncia na formacéo éssea in vivo®!.

Considerando que o 0sso alveolar apresenta um alto indice de remodelacéo
em virtude das forcas mastigatérias exercidas sobre os dentes, além dos movimentos
pés-eruptivos®?, o periodonto, tanto em condicdes fisiolégicas como patoldgicas, se
constitui num bom modelo para o estudo da remodelagdo Ossea e, mais
particularmente, das células 6sseas e mediadores envolvidos neste processo. A
periodontite induzida em molares de ratos tem sido amplamente utilizada como um
modelo para avaliar a efetividade de diferentes farmacos como possiveis terapias
coadjuvantes ao tratamento periodontal basico, representado pela raspagem e
alisamento radicular®63-5, Dessa maneira, o uso de alguns farmacos, antimicrobianos
e anti-inflamatorios, tém sido propostos como terapia para modular a resposta do
hospedeiro, visando amenizar a resposta inflamatodria e a progresséo da periodontite,
complementando o tratamento periodontal basico®. Outro ponto importante é que o
uso de farmacos na periodontite induzida em animais constitui também uma
possibilidade de avaliar a acdo de algumas citocinas ou a deficiéncia destas sobre as
células 6sseas, contribuindo, pelo menos em parte, para a compreensao do seu papel
na complexa cascata de eventos envolvidos na diferenciacdo, atividade e
sobrevivéncias das células 6sseas. Dentre os diversos farmacos que tém sido usados
nos modelos experimentais de periodontite, a diacereina, um anti-inflamatério, tem
sido estudado pelo nosso grupo de pesquisa e demonstraram que este farmaco
promove reducao significante na reacao inflamatoria, na imunoexpresséo de IL-1B e
de MMP-8%, sugerindo, portanto, que deve interferir na atividade dos osteoclastos e

dos osteoblastos.

3.4 Diacereina

A diacereina, comercializada como “Artrodar® (TRB Pharma, S&o Paulo - SP),
é um medicamento desenvolvido para o tratamento de osteoartrite4, cujo metabdlito
ativo € a reina, um anti-inflamatério ndo esteroidal com acdo antioxidante,
metabolizada no figado e filtrada nos rins®’. A diacereina é um medicamento derivado

da antraquinona extraida do ruibarbo® cujo efeito foi observado principalmente em
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articulagdes, no tratamento de osteoartrite, atuando com moderado efeito anti-
inflamatério e antipirético, além de efeitos antiartriticos®®-'°, Sugere-se que seu efeito
seja tanto sobre a sintomatologia dolorosa da artrite quanto sobre a estrutura
articular’®, desde que o principio ativo desta droga é capaz de inibir a sintese da IL-
1B por células sinoviais em pacientes com osteoartrite 2. No tecido 6sseo, a diacereina
exerceu um efeito protetivo contra a reabsorcdo 0ssea, inibindo a diferenciacao e
sobrevivéncia de osteoclastos no osso subcondral”. A diacereina apresentou eficacia
semelhante a AINES como nanoproxeno e tenoxicam em pacientes com osteoartrite ',
porém nao aumenta o risco de problemas renais e hepéaticos como outros
medicamentos anti-inflamatérios, o que lhe confere melhor risco-beneficio’™. Em
contrapartida, o tratamento com a diacereina foi relacionado a efeitos laxativos,
causando diarreia leve e moderada, reversivel apds a interrupcéo do tratamento 3.

Estudos tém demonstrado que a diacereina possui potencial efeito anti-
inflamatorio por inibir a sintese e atividade de citocinas como IL-1, TNF-a, e IL-6 em
mondcitos de humanos®®7°. Quando a IL-1B ativada se liga ao seu receptor (IL-1R)
ocorre a degradacédo do inibidor de NF-kB (IkB-a), permitindo a migragédo do NF-kB
para o nucleo, onde atua como fator de transcricdo de outras citocinas como TNF-q,
pré-1L-1B75, e contribui para a osteoclastogénese’®. A acao inibitéria da diacereina
sobre a IL-1B é explicada por meio da reducdo do IL-1R* e inibicdo da enzima
ativadora de IL-1 (caspase-1)%. Com a inibi¢do de IL-1, ndo ha degradacéo de IkB-a
e, consequentemente, ndo ha translocacdo de NF-kB para o nucleo, onde atuaria
como um fator de transcricdo essencial para transcricdo de alguns fatores, entre eles
o TNF-a, inibindo a sintese dos mesmos®8.77:78,

A respeito da dose de diacereina a ser administrada para estudos em ratos, o
estudo de Tamura et al.”® concluiu que a dose de 100mg/kg inibiu o aparecimento de
edema, reduziu significantemente o inchaco e o nivel sérico de sinalizadores
inflamatorios, além de preservar a massa 0ssea do fémur. Além disso, a diacereina
administrada diariamente na dose de 100mg/kg em ratos com periodontite reduziu
significantemente os niveis séricos de IL-1B apds 4 semanas ao inicio do tratamento?.

Diante destas considerac¢des, levantou-se a hipotese de que a diacereina pode
interferir nas citocinas envolvidas na periodontite, principalmente no que diz respeito
a remodelacao 6ssea, influenciando na formacéo e/ou na morte de osteoclastos, bem

como na atividade de osteoblastos. Considerando que a periodontite induzida em
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molares de ratos causa um aumento da reabsorcdo Ossea pela ativacdo de
osteoclastos, essa doenga constitui um bom modelo para avaliar o papel das citocinas
na biologia das células 6sseas.
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4 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 108 ratos (Rattus norvegicus albinus, Holtzman), adultos,
machos, com peso aproximado de 250 gramas, oriundos do Biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (UNESP). Os animais foram mantidos em temperatura
(23+2°C) e umidade (65-75%) controladas, com fotoperiodo das 7h as 19h (12h claro,
12h escuro) e sob regime hidrico e alimentar ad libitum. O projeto foi submetido e
aprovado a sua realizacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Araraquara (Processo CEUA n° 17/2018 e Processo
CEUA n° 12/2020).

A periodontite foi induzida com insercdo de uma ligadura (fio de algodao n°40)
no colo cervical do primeiro molar superior direito®®.0s ratos foram anestesiados com
0,08 mL/100 g de cloridrato de cetamina a 10% (Cetamin®, Syntec do Brasil Ltda)
adicionando-se cloridrato de xilazina a 2% (Xilazin®, Syntec do Brasil Ltda) na
dosagem de 0,04 mL/100 g por via intraperitonial, utilizando-se seringa de insulina.
Os animais foram posicionados numa mesa cirdrgica com 0S incisivos superiores e
inferiores presos a uma argola de aco inoxidavel. A ligadura foi realizada no primeiro
molar superior direito e mantida por 7 dias. ApOs este periodo, os animais foram
anestesiados (conforme descrito acima) e a ligadura foi removida. Os animais foram
pesados uma vez na semana, sempre no mesmo dia da semana, para ajustar a dose
de diacereina.

No mesmo dia da remocéao da ligadura, foi iniciado o tratamento com diacereina
(Artrodar®, TRB Pharma, Sdo Paulo — SP) ou solucéo fisiolégica estéril (cloreto de
sédio 0,9%). A diacereina foi administrada diariamente por gavagem, com seringa de
2 mL, na concentracdo de 100 mg/kg de peso corporal do animal, durante 7, 15 e 30
dias apds a remocéo da ligadura. A dose foi baseada em estudos que demonstraram
efeito da diacereina sobre os niveis de IL-1B e amenizando os efeitos deletérios
oriundos da osteoartrite*"°. A solucéo salina foi administrada por gavagem, no mesmo
volume utilizado na aplicacao da diacereina, durante 7, 15 e 30 dias. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em grupos (n = numero de animais/grupo). Assim, a
pesquisa foi desenvolvida com 3 grupos: grupo controle (periodonto saudavel), GPD

(periodontite tratado com diacereina) e GPS (periodontite tratado com solucao salina).
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A distribuicdo dos animais de acordo com 0s grupos e o humero de amostras para
cada metodologia estao descritas no Quadro 1.

° GPD (n = 39) — 6 animais por periodo (n total = 18) para microscopia
de luz e imuno-histoquimicas), 3 animais por periodo para a microscopia eletrénica de
transmissao (MET; n total = 9) e 4 animais por periodo (n total = 12) para andlise de
RT-PCR.

° GPS (n = 39) — 6 animais por periodo (n total = 18) para microscopia
de luz e imuno-histoquimicas), 3 animais por periodo para a MET (n total =9) e 4
animais por periodo (n total = 12) para analise de RT-PCR.

° GC (n = 30) — 6 animais por periodo (n total = 18) para microscopia de
luz (analise morfolégica e imuno-histoquimica — lado direito da maxila) e para MET
(amostras do lado esquerdo) e 4 animais por periodo (n total = 12) para analise de
RT-PCR.

Quadro 1- Descricdo do niumero de animais por grupo em cada periodo e nimero de
animais usados para cada metodologia de andlise

Metodologias

Grupos/ ML MET RT-gPCR Animais/

Periodos Grupos

GC 7 dias 6* 3* 4 10
GPD 7 dias 6 3 4 13
GPS 7 dias 6 3 4 13
GC 15 dias 6* 3* 4 10
GPD 15 dias 6 3 4 13
GPS 15 dias 6 3 4 13
GC 30 dias 6* 3* 4 10
GPD 30 dias 6 3 4 13
GPS 30 dias 6 3 4 13

Total de animais 108

ML: microscopia de luz; MET: microscopia eletrdnica de transmisséo; RT-gPCR: reacéo
de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase.

*Nos grupos controles, as 6 maxilas do lado direito foram processadas para ML e o lado
esquerdo de 3 animais (do mesmo animal usado para ML) foi coletado para MET.

Fonte: Elaboracgéo propria.

ApoOs 24 horas da ultima aplicacdo de diacereina ou solucao salina, a eutanasia

dos animais foi realizada com sobredose (aproximadamente, 3 vezes a dose utilizada
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para anestesia) de anestésico (cloridrato de cetamina a 10% e cloridrato de xilazina a
2%) por via intraperitoneal. Fragmentos da maxila foram entdo removidos e,

imediatamente, fixados.

4.1 Processamento Laboratorial para Microscopia de Luz

As maxilas de 6 ratos de cada grupo/periodo foram removidas e fixadas com
formaldeido a 4% (preparado a partir do paraformaldeido) tamponado com fosfato de
sédio 0,1 M pH 7,2 durante 48 horas. Os espécimes foram descalcificados com
solucdo de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 7% contendo 0,5% de
formaldeido em tampao fosfato de sodio 0,1 M com pH ajustado para 7,2. Os
espécimes imersos na solugcéo de EDTA foram submetidos a acdo do micro-ondas de
laboratério (Pelco BioWave® Pro; Pelco Corporation, Clovis, CA, Estados Unidos)
com poténcia ajustada para 300 W e temperatura maxima de 28°C. No total, foram
realizados aproximadamente de 35 a 40 ciclos de 1 hora cada, sendo que a solucao
de EDTA foi trocada apds 8 ciclos. Apés a descalcificacdo, os espécimes foram
desidratados em banhos crescentes de solucdes de etanol a partir da concentracao
de 70°GL até o etanol absoluto. Subsequentemente, os espécimes foram diafanizados
em 3 banhos de xilol (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda., Diadema, SP, Brasil),
com duracdo de aproximadamente 8 horas. Em seguida, 0os espécimes foram
mergulhados em 3 banhos de parafina liquida (58-60 °C), sendo que apdés a imersao
na 42 troca de parafina liquida os espécimes foram incluidos em parafina. Os
espécimes foram posicionados de modo a obter cortes sagitais seriados com
espessura de 6 um da maxila contendo os 1° e 2° molares.

Em cada espécime, 3 cortes ndo seriados (com distancia minima entre eles de
100 pum) foram corados com tricrémico de Gomori para analise morfolégica. Cortes
aderidos em laminas silanizadas foram submetidos as reac¢6es imuno-histoquimicas
(anti-fosfatase alcalina, anti-F4/80) e imunofluorescéncia (anti-caspase-3); outros
cortes foram submetidos ao método do TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
Transferase-mediated dUTP Nick End Labelling), para deteccdo de morte celular.
Apés a reacdo do TUNEL, os cortes foram submetidos a reacdo histoquimica para
deteccdo da fosfatase &acida tartarato-resistente (TRAP), usada para marcar

osteoclastos.
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4.2 Imuno-Histoquimica Anti-F4/80

Para deteccéo de fagdcitos mononucleares na lamina propria (tecido conjuntivo
subepitelial) da mucosa gengival foi utilizado o anticorpo anti-F4/80 (rabbit monoclonal
anti-F4/80 antibody, Abcam, Cambridge Science, UK; c6d: ab300421). Apds a
desparafinizacéo e hidratacdo dos cortes, a recuperacao antigénica foi realizada com
tampé&o tris-EDTA (pH = 9,0) aquecido no micro-ondas durante 30 minutos. Apds o
bloqueio da peroxidase com a imerséao das laminas em H202 a 5% por 20 minutos a
temperatura ambiente, os cortes foram lavados em tampé&o fosfato de sédio 0,1 M (pH
7,0) e incubados com BSA 2% (Albumina sérica bovina; Sigma - Aldrich Co.) por 30
minutos em camara umida a temperatura ambiente para evitar reacdes inespecificas.
Em seguida os cortes foram incubados em camara umida overnight (16-18h) a 4°C
com anticorpo primario anti-F4/80 (rabbit monoclonal anti-F4/80 antibody, Abcam)
diluido em tampéo fosfato de sédio 0,1 M (pH = 7,0) na propor¢cao de 1:500. Apos a
lavagem, os cortes foram incubados utilizando o Kit da VECTASTAIN Elite ABC
Reagent (VECTASTAIN® Elite® ABC Universal PLUS Kit Peroxidase Horse Anti-
Mouse/Rabbit IgG, Vector Laboratories, Newark, CA). Primeiramente, os cortes foram
incubados com o complexo IgG biotinilado durante 40 minutos. Subsequente as
lavagens, os cortes foram incubados com o complexo avidina/biotina por 40 minutos.
Em seguida, os cortes foram lavados, e a imunomarcacdo foi revelada com
cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB; Dako North America, Inc. Carpinteria, CA,
USA,; ref: K3468) na diluicdo de 10:1000, por 3-5 minutos e contracorados com
hematoxilina de Carazzi. Como controle negativo, cortes foram incubados com soro
nao imune.

O numero de células imunopositivas ao F4/80 (em castanho) foi computado na
lamina propria da mucosa gengival interproximal (entre o primeiro e segundo molares).
Em cada espécime, 3 campos (cada campo contendo 0,0145 mm?) foram capturados
da lamina prépria da mucosa gengival usando a objetiva de 100x, conforme
metodologia descrita previamente®. Com auxilio de um programa de andlise de
imagens (Image-Pro Express 6.0, Olympus, Téquio, Japao), o numero de células

imunopositivas em cada area foi obtido.
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4.3 Imuno-Histoquimica Anti-Fosfatase Alcalina

Para avaliar se a diacereina tem algum papel na diferenciacéo e atividade de
osteoblastos, foi utilizado o anticorpo anti-fosfatase alcalina (ALPase) produzido em
coelho (Rabbit alkaline phosphatase, Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA; sc30203).
Para a recuperagdo antigénica, os cortes desparafinizados foram tratados com uma
solucédo de 200 pl de tripsina (5mg/ml) com 200 pl cloreto de célcio (10mg/ml) e 1600
pl de agua destilada, aquecida a 37°C durante 30 minutos. Apés o bloqueio da
peroxidase com H>O> a 5%, os cortes foram lavados com tampao fosfato de sddio 0,1
M (pH 7,2) e incubados com BSA 2% (Sigma- Aldrich Co.) por 30 minutos em camara
Umida a temperatura ambiente para impedir reagfes inespecificas com o anticorpo
primario. Os cortes foram incubados overnight (16-18h) com o anticorpo anti-fosfatase
alcalina diluido na proporcéo de 1:100 numa camara umida a 4°C. No segundo dia,
apos alavagem, os cortes foram incubados com as solucdes do Kit da Dako EnVision
Dual Link System-HRP (Dako North America) e a atividade da peroxidase foi revelada
com o DAB, conforme descrito acima. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Carazzi. Como controle negativo, os cortes foram incubados com soro
nao imune.

O numero de osteoblastos ALPase-positivos (em castanho) na superficie do
processo alveolar inter-radicular (entre as raizes do primeiro molar). Inicialmente,
imagens do processo alveolar de cortes submetidos a deteccdo de ALPase foram
capturadas com um microscopio de luz (BX-51; Olympus) usando a objetiva de 4x
(aumento final de 65x). A superficie éssea linear do processo alveolar inter-radicular
foi delimitada com o software de analise de imagens (Image-Pro Express 6.0;
Olympus) e, consequentemente, foi obtido a extenséo desta superficie. Esta superficie
mensurada foi observada ao microscépio (com a objetiva de 40x) e o numero de
osteoblastos imunopositivos foi computado. Dessa maneira, o nimero de osteoblastos
ALPase-positivos por milimetro de superficie linear do processo alveolar foi obtido em

cada espécime, estabelecendo-se uma média para cada grupo por periodo.
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4.4 Reagao do TUNEL

Os cortes foram submetidos ao método do TUNEL utilizando o kit ApopTag®
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection (Temecula, CA, USA). Apés a
desparafinizacdo e hidratacéo, foi realizada a incubacg&o dos cortes em camara umida
com 20 pg/ml de proteinase K (Sigma-Aldrich, Alemanha) diluida em PBS durante 15
minutos a 35°C. Apds o bloqueio da peroxidase com H202 a 5% durante 20 minutos,
os cortes foram incubados com o 50 ul de tampao de equilibrio (fornecido pelo Kit) em
camara umida a temperatura ambiente. Apds 10 minutos, os cortes foram incubados
por 1 hora a 35°C com tampdao de reacdo, TdT e agua destilada, de acordo com o
datasheet fornecido pelo fabricante. As laminas entdo foram mergulhadas em solucao
de stop wash (fornecido pelo Kit) por 10 minutos e, em seguida, foram submetidas a
lavagem em agua corrente, agua destilada e PBS 0,01 M (pH 7,2). Finalmente, os
cortes foram incubados com anti-digoxigenina por 30 minutos a temperatura ambiente.
A reacgao da peroxidase foi revelada com cromégeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB;
Dako North America) por 3 minutos e os cortes foram contracorados com hematoxilina
de Carazzi. Como controle positivo foram utilizados cortes de glandula maméaria em
involucdo (fornecidos pelo fabricante do Kit); no controle negativo, os cortes foram
submetidos ao mesmo procedimento, porém a enzima “TdT” foi substituida por agua
destilada.

Em cada espécime, foram analisados, no minimo, 2 cortes ndo seriados
submetidos a reacdo do TUNEL. A frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos foi
estimada em todos os espécimes de todos 0s grupos e periodos (n = 6 por
grupo/periodo). Com auxilio do microscépio BX-51 (Olympus, Toquio, Japao) foram
computados aproximadamente 25 osteoclastos contendo 2 ou mais nucleos e que
estavam justapostos a superficie do processo alveolar ao redor do 1° molar. A partir
destes 25 osteoclastos de cada espécime, o numero de osteoclastos exibindo pelo
menos 1 ndcleo TUNEL-positivo (nacleo em castanho) foi computado.
Subsequentemente, o percentual de osteoclastos positivos foi calculado, obtendo-se
assim a frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos em cada espécime.

ApOs a reacdo do TUNEL, os cortes foram submetidos ao método do TRAP,
seguindo a metodologia previamente padronizada®. O método do TRAP seguido a

reacdo do TUNEL foi realizado para confirmar a identificacdo de osteoclastos®.
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Brevemente, apds a incubacdo com anti-digoxigenina por 30 minutos e lavagem em
agua destilada, os cortes foram incubados numa solu¢do de 50 mL de acetato de
sédio 0,2 M (pH 5,0) onde foi dissolvido 70 mg de Fast Red Salt TR (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO). A esta solucdo foram adicionado 8 mg de naftol AS-BI
fosfato (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) previamente dissolvido em 500 pl
de N-N-dimetilformamida. Subsequentemente, 50 mM de tartarato de sédio foram
adicionado a solucao e, finalmente, a solugéo foi filtrada. Os cortes foram incubados
neste meio a 37°C por aproximadamente 4 horas. Em seguida, os cortes foram
lavados, corados com hematoxilina de Carazzi e montados em meio aquoso. A reacao
do TRAP subsequente ao método do TUNEL foi realizada nos cortes com a finalidade

de ilustrar os resultados.

4.5 Imunofluorescéncia para Detecc¢éao da Caspase-3

Considerando que o método do TUNEL isoladamente ndo pode ser utilizado
para caracterizar apoptose®-®4, foi adicionado no estudo a deteccédo da caspase-3.
Apos a desparafinizacéo e hidratacéo, os cortes foram submersos em 0,001 M citrato
de sodio (pH=6,0) que foi aquecido a 98° C no micro-ondas por 30 min, para
recuperacao antigénica. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, os cortes foram
lavados em tampé&o PBS, incubados com BSA 2% e, subsequentemente no anticorpo
primario produzido em coelho anti-caspase-3 (Abcam, cod. ab 4051), na diluicdo de
1:100 em um meio preparado com PBS/BSA 2% na propor¢ao 1:1. A incubacéo
ocorreu em camara umida a 4°C por 16-18 horas. Apos a lavagem em tampéo PBS,
os cortes foram entédo incubados por 1 hora no anticorpo secundario conjugado com
fluorocromo anti-coelho produzido em cabra (Alexa Fluor® 488 Abcam) na diluicdo
1:1000. Subsequentemente as lavagens em PBS, foi realizada a coloracdo nuclear
por 5 minutos com o DAPI (NucBlue™ Fixed Cell ReadyProbes™, Invitrogen), na
proporcao 2:1000 em PBS. Finalmente, as laminas foram montadas com o meio
aquoso (Faramount Agueous Mounting Medium, Dako). Como controle negativo, 0s
cortes foram incubados com soro ndo imune em substituicdo a incubacdo com o
anticorpo primario; as demais etapas foram realizadas sem qualquer modificacdo. As
imagens de osteoclastos exibindo citoplasma imunofluorescente foram capturadas

com a objetiva de 40x usando a camera DFC 550 (Leica, Wetzlar, Alemanha) acoplada
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a um microscopio de fluorescéncia (BM4000 B LED, Leica Microsystems, Alemanha).
Considerando que a frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos foi estimada, as
reacoes para deteccdo de caspase-3 foram realizadas apenas para confirmar o

processo de morte por apoptose (e ndao necrose) dos osteoclastos.

4.6 Processamento Laboratorial para Microscopia Eletronica de Transmissao

Para andlise ultraestrutural foram coletados 3 espécimes de cada grupo por
periodo. Os fragmentos de maxila contendo a regido interproximal (entre os 1° e 2°
molares) foram coletados e fixados em solucao contendo 4% de glutaraldeido e 4%
de formaldeido (preparado a partir do paraformaldeido) em tampé&o cacodilato de
sodio 0,1M (pH 7,2) por 48 horas a temperatura ambiente. Os fragmentos de maxila
foram descalcificados em solucdo de EDTA 7% tamponado com cacodilato de sédio
0,1 M contendo 0,5% de formaldeido em pH 7,2 por, aproximadamente, 40 dias. Apés
a descalcificacédo, os fragmentos foram reduzidos, pos-fixados durante 1 hora com
tetroxido de 6smio a 1% em tampao cacodilato de soédio 0,1 M. Apos lavagens em
agua destilada, os fragmentos foram contrastados en bloc com acetato de uranila a
2% durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds lavagens em agua destilada, os
fragmentos foram desidratados, tratados com 6xido de propileno e, em seguida,
procedeu-se a infiltracdo do material, iniciando-se com uma mistura de 6xido de
propileno/Araldite na proporcdo de 1:1 onde permaneceu overnight. Entdo os
espécimes foram infiltrados em resina pura, por aproximadamente 72 horas, com 3
trocas; Os espécimes foram incluidos em moldes de silicone e a polimeriza¢ao ocorreu
em estufa a 56°C durante 72 horas. Os blocos foram aparados e os cortes semifinos
corados com azul de toluidina a 1% contendo 1% de borato de sodio foram observados
para selecédo das areas de interesse (areas do 0sso alveolar contendo osteoclastos)
para a ultramicrotomia. Cortes ultrafinos foram obtidos com o ultramicrétomo (Ultracut
UCT, Leica, Alemanha), coletados com tela de cobre. Apds o0s cortes serem
contratados com 1% de acetato de uranila em etanol 70° GL e citrato de chumbo, os
espécimes foram analisados e capturados em microscopio eletrénico de transmissao
(Tecnai G2 Spirit, FEI Company) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas de Botucatu
(UNESP).
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4.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase da Transcricdo Reversa em Tempo Real
(RT-gPCR)

ApGs a coleta, as amostras de mucosa gengival foram imediatamente imersas
em solugdo de RNA Keeper (LGC Biotecnologia: Cotia, Brasil) e armazenadas a -
20°C. Apo6s 24 horas, a solucdo de RNA keeper foi descartada e as amostras
armazenadas a -80°C. Para a extracdo do RNA foi utilizado o kit ReliaPrep ™ RNA
Tissue Miniprep System (Promega, USA) e a transcrigéo reversa foi realizada usando
o Kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems). Foram
utilizados o PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) como marcador
e o sistema QuantStudio 3 (Applied Biosystems) para analise do qPCR em tempo real.
Previamente foram escolhidos os primers para analise dos genes alvo de rato, cujas
sequéncias estao descritas na Tabela 1. Os genes escolhidos foram: Tnf e 1l1b (TNF-
a e IL-1B) por serem alvos primarios da diacereina e Tnfsfll e Tnfrsf11b (RANKL e
OPG) que possuem influéncia na formacgéo e ativacdo de osteoclastos, além da 3-
Actina para controle endégeno e normalizacdo. O PCR em tempo real foi conduzido
em duplicata para cada amostra e gene, e a expressao foi determinada pelo método

AACT e testes T entre 0s grupos.

Tabela 1 — Primers utilizados para RT-qgPCR

Gene alvo gene n° NCBI n° de bases sequéncia do primer (5’ — 3’) Tm °C

B-Actina NM_031144.3 20 (F) ACGGTCAGGTCATCACTATC 59
(Sigma Aldrich, EUA) 19 (R) TGCCACAGGATTCCATACC 63.4

Tnf NM_012675.3 20 (F) CTCCAAAGTAGACCTGCCCG 60
(Exxtend, Brasil) 20 (R) AGAGCGGTGATTCAAAGGCA 55
l11b NM_031512.2 20 (F) AACAGCAATGGTCGGGACAT 55
(Exxtend, Brasil) 20 (R) TTGACCAGAATGTGCCACGG 57
Tnfsfll NM_057149.1 20 (F) CTTGGGATTTTGATGCTGGT 53
(Exxtend, Brasil) 20 (R) TCGGGTTCCCATAAAGTCAG 55
Tnfrsfllb NM_012870.2 20 (F) CCTCTTTCTCAGGGTGCTTG 57
(Exxtend, Brasil) 20 (R) GAATGGTCACTGGGCTGTTT 55

Fonte: Elaboracgéo propria.
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4.8 Andlise Estatistica

Os dados quantitativos referentes as reac¢Bes imuno-histoquimicas foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, analise de variancia de dois
fatores (two-way ANOVA) e pos-teste de Tukey. A andlise de expressdo génica foi
realizada através do método AACT para quantificacao relativa e analise de variancia
de um fator (one-way ANOVA) com pos-teste de Tukey para os genes de Tnf e Il1b
(TNF-a e IL-1B), e two-way ANOVA para analise da razdo Tnfsf11/Tnfrsfllb
(RANKL/OPG), também com pos-teste de Tukey. A significancia considerada foi de p
< 0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados do trabalho foram subdividos de acordo com a metodologia de

andlise.

5.1 Analise Morfolégica

A coloragcdo com tricromico de Gomori evidenciou a desorganizacao do
periodonto nos grupos GPD (Figuras 1D-1F) e GPS (Figuras 1G-1l), tanto em relagéo
a mucosa gengival quanto o tecido 6sseo, em contraste com os espécimes do GC
(Figuras 1A-1C). No GC, a porgéo mais apical do epitélio juncional estava situada na
juncéo cemento-esmalte e 0 processo alveolar se projetava pouco aquém da jungao
cemento-esmalte, recoberto invariavelmente pelo grupo de fibras colagenas
interdentarias (Figuras 1A-1C). Nos espécimes do GPD e GPS, a papila interdentaria
nao exibia o tipico formato filiforme (Figuras 1E-1H) apresentando-se com aspecto
ulcerado; o epitélio juncional estava adjacente a superficie do cemento, apicalmente
a juncdo cemento-esmalte (Figuras 1D-11). Nos grupos GPD e GPS, a lamina propria
(tecido conjuntivo subjacente ao epitélio) da mucosa gengival continha marcante
presenca de células inflamatorias em comparacao aos espécimes do GC. Além disso,
nos espécimes do GPD e GPS havia a presenca de diversas papilas conjuntivas na
interface entre o epitélio e a lamina prépria. Nos molares com periodontite (GPD e
GPS), os grupos de fibras interdentarias estavam inseridas no cemento, porém
distante da juncdo cemento-esmalte (Figuras 1D-11) em comparacdo ao nivel de
insercdo nos animais do GC (Figuras 1A-1C). Evidente perda na altura do processo
alveolar foi também observada nos animais dos grupos GPD (Figuras 1D-1F) e GPS
(Figuras 1G-11).
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Figura 1 - Fotomicrografias de cortes corados com tricrémico de Gomori
GC GPD GPS

7 dias

15 dias

30 dias

Figura 1A-11: Fotomicrografias de cortes sagitais de maxila de ratos mostrando por¢des da regiéo entre o primeiro
(1M) e segundo (2M) molares. 1A-1C. Grupo controle (GC) evidenciando periodonto saudavel: por¢édo mais apical
do epitélio juncional (EJ) coincidente com a juncdo cemento-esmalte (JCE), mucosa gengival (MG) com aspecto
filiforme, grupo de fibras interdentérias (Fl) inseridas no cemento imediatamente subjacente ao término do epitélio
juncional (EJ) e processo alveolar (PA) recoberto pelas fibras interdentarias. 1D-1I. Grupos GPD e GPS — término
do epitélio juncional (EJ) é observado aquém da juncdo cemento-esmalte (JCE), auséncia do formato filiforme da
mucosa gengival (MG), mucosa gengival (MG) exibe epitélio espesso (em vermelho), interface epitélio/lamina
prépria da MG com profundas papilas conjuntivas (setas), além das fibras interdentérias (Fl) inseridas na superficie
da raiz, distante da juncdo cemento-esmalte (JCE). LP, ligamento periodontal. Tricrémico de Gomori. Barras: 182

um.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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5.2 Imuno-Histoquimica Anti-F4/80

Os cortes submetidos a detecgcdo imuno-histoquimica anti-F4/80 revelaram
imunomarcacao (em castanho) no citoplasma de células com nucleos elipticos ou
irregulares na lamina propria da mucosa gengival dos espécimes de todos 0s grupos
e diferentes periodos (Figuras 2A-2I). No entanto, acentuada imunomarcacédo foi
observada frequentemente nos espécimes dos grupos GPD (Figuras 2D-2F) e GPS
(Figuras 2G-21) em comparacao aos do GC (Figuras 2A-2C).

A anadlise quantitativa (Figura 2J) revelou discreta imunomarcacao na lamina
prépria dos espécimes do grupo GC em todos os periodos; além disso, o nimero de
células imunopositivas no GC néo variou significantemente com o decorrer do tempo.
Em todos os periodos, o numero de células imunomarcadas foi significantemente
maior nos espécimes do GPS em comparacao ao GC (7 dias: p < 0,0001; 15 dias: p
< 0,0001; 30 dias: p = 0,0326) enquanto diferencas significantes ndo foram
observadas entre GPS e GPD (7 dias: p > 0,9999; 15 dias: p = 0,8443; 30 dias: p =
0,7162). Embora aos 7 e 15 dias a imunoexpressao tenha sido significantemente
maior no GPD em comparacdo ao GC (p < 0,0001), ndo foi detectada nenhuma
diferenca significante entre estes dois grupos aos 30 dias (p = 0,6555). De 7 para 15
dias, o numero de células imunomarcadas nao apresentou diferencas significantes
nos grupos GPD (p = 0,9980) e GPS (p > 0,9999). Porém de 15 para 30 dias uma
reducéo significante foi observada no GPD (p = 0,0001) enquanto no GPS, nenhuma

diferenca significante foi detectada (p = 0,5279).
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Figura 2 - Fotomicrografias mostrando a imunomarcacéo para F4/80
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Figuras 2A-2I: Fotomicrografias mostrando por¢des da lamina propria da mucosa gengival de molares de ratos
dos grupos GC, GPD e GPS aos 7, 15 e 30 dias. Os cortes foram submetidos a reacdo de imuno-histoquimica
para deteccéo de fagdcitos mononucleares F4/80+ (em castanho) e contracorados com hematoxilina de Carazzi.
No GC (Figuras 2A-2C), poucas células imunopositivas ao F4/80 (setas) em comparag¢édo aos grupos GPD (Figuras
2D-2F) e GPS (Figuras 2G-2l). Barras: 13 um. Figura 2J: Gréafico de barras mostrando os valores (média + desvio
padréo) de células imunopositivas para F4/80 na lamina propria da mucosa gengival dos grupos dos GC, GPD e
GPS aos 7, 15 e 30 dias de tratamento. A comparacao entre 0s grupos esta indicada por letras mindsculas e entre
os periodos, por numeros; letras e nimeros diferentes indicam diferencas significantes entre os grupos e periodos,
respectivamente (teste Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Arquivo pessoal da autora
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5.3 Imuno-Histoquimica Anti-Fosfatase Alcalina

A deteccao de fosfatase alcalina (ALPase) revelou, em todos os grupos, células
adjacentes a superficie 6ssea com citoplasma acastanhado, indicando positividade
para a reacdo imuno-histoquimica (Figuras 3A-3l). De acordo com a Figura 3J, o
namero de osteoblastos exibindo positividade a ALPase nos espécimes do GPD foi
significantemente maior em comparacao aos espécimes do GPS (p < 0,0001), em
todos os periodos. Embora aos 7 dias nenhuma diferenca significante tenha sido
encontrada entre os espécimes dos grupos GC e GPD (p = 0,9948), o numero de
osteoblastos positivos para ALPase no GPD foi significantemente maior em
comparacao aos espécimes do GC aos 15 (p = 0,0032) e aos 30 (p < 0,0001) dias.
Em contraste, o GPS apresentou valores significantemente menores em comparagao
ao GC aos 7 (p < 0,0001) e 15 (p < 0,0001) dias enquanto, aos 30 dias, ndo houve
diferenca significante entre os grupos GPS e GC (p = 0,8300).
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Figura 3 - Fotomicrografias mostrando a imunomarcacao para fosfatase alcalina
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Figuras 3A-3l: Fotomicrografias da superficie 6ssea ao redor das raizes do primeiro molar de ratos dos grupos
GC, GPD e GPS nos periodos de 7, 15 e 30 dias. Os cortes foram submetidos a reagdo de imuno-histoquimica
para deteccdo de ALPase (em castanho) e contracorados com hematoxilina de Carazzi. Osteoblastos (setas)
exibindo citoplasma positivo a ALPase (em castanho) estéo na superficie do processo alveolar (B). Barras: 13 pm.
Figura 3J: Gréafico mostrando os valores (média + desvio padrdo) de células imunopositivas para ALPase nos
grupos dos GC, GPD e GPS aos 7, 15 e 30 dias. A comparacao entre 0s grupos esta indicada por letras e entre
os periodos, por numeros; letras e nimeros diferentes indicam diferencas significantes entre os grupos e periodos,
respectivamente (teste Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Arquivo pessoal da autora
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5.4 Osteoclastos TUNEL/TRAP-Positivos, Imunoexpressdo de Caspase-3 e
Anélise Ultraestrutural

Osteoclastos, células multinucleadas adjacentes a superficie dssea, exibindo
um ou mais nucleos positivos ao método do TUNEL (em castanho), foram observados
no periodonto dos animais do GPD (Figuras 4B, 4E e 4H) e GPS (Figura 41) bem como
no GC (Figura 4G). Estruturas arredondadas/ovoides exibindo positividade ao TUNEL
foram também observadas proximas a superficie 6ssea (Figuras 4C, 4D, 4E e 4l). Os
cortes submetidos ao método do TUNEL e, em seguida ao TRAP, mostraram
osteoclastos com atividade positiva a fosfatase acida resistente ao tartarato revelado
pelo citoplasma em vermelho contendo nucleos TUNEL-positivos (Figuras 4J e 4K).
Os cortes de glandula mamaria usados como controle positivo apresentaram diversas
células com nucleos em castanho (TUNEL-positivos) enquanto nenhuma marcacao
foi observada nos cortes usados como controle negativo (dados néo ilustrados).

Como mostrado na figura 5, a frequéncia de osteoclastos exibindo positividade
ao método do TUNEL foi significantemente maior no GPD (p<0,0001) em comparagao
aos grupos GPS e GC, em todos os periodos. Em contraposicdo, diferencas
significantes ndo foram observadas entre o GPS e GC aos 7 (p=0,6351), 15
(p>0,9999) e 30 (p=0,3176) dias. De 7 para 30 dias, ndo houve diferenga significante
nos espécimes do GPD (p=0,6091) enquanto, no GPS, um significante aumento na
frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos foi observado (p=0,0053). No GC,
diferencas significantes ndo foram detectadas na frequéncia de osteoclastos TUNEL-
positivos entre os periodos (p=0,9988).

Nos 3 grupos, osteoclastos exibindo citoplasma positivo a caspase-3 (em verde)
foram observados em todos os periodos (Figuras 6A-61). No entanto, no GPD (Figuras
6D-6F) osteoclastos exibiram areas citoplasmaticas fortemente positivas a caspase-3

em comparacao aos grupos GPS (Figuras 6G-61) e GC (Figuras 6A-6C).
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Figura 4 - Fotomicrografias mostrando a reagdo do TUNEL
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Figuras 4A-4l: Fotomicrografias de cortes sagitais dos grupos GC, GPD e GPS nos periodos de 7, 15 e 30 dias
submetidos ao método de TUNEL (em castanho) e contracorados com hematoxilina. Em todos os grupos, alguns
osteoclastos (Oc) exibindo nicleos TUNEL-positivos (Figuras 4B, 4E, 4G, 4H e 4l) sdo observados na superficie
ossea (B). Estruturas TUNEL-positivas (asteriscos) justapostas a osteoclastos (Oc) séo observadas no GC (Figura
4D), GPS (Figuras 4C e 4l) e GPD (Figura 4E). Note que osteoclastos (Oc) com nucleos TUNEL-negativos séo
observados em todos os grupos (Figuras 4A, 4C, 4E, 4F). Barras: 43 pym. Figuras 4J e 4K: Fotomicrografias de
cortes sagitais de maxila do GPD submetidos ao método do TUNEL (em castanho) e, subsequentemente, a reacéo
da TRAP (em vermelho). Osteoclastos (Oc) exibindo forte positividade citoplasmatica a fosfatase acida resistente
ao tartarato (em vermelho) apresentam alguns ndcleos TUNEL-positivos (cabegas de seta). Barras: 10 pm.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Figura 5 — Frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos
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Figura 5: Gréfico ilustrando os valores (média + desvio padrao) da frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos
nos grupos GC, GPD e GPS nos periodos de 7, 15 e 30 dias. A comparagédo entre os grupos € indicada por letras
e, entre os periodos, indicada por nimeros; letras e nimeros diferentes indicam diferencas significantes entre os
grupos e periodos, respectivamente (teste Two-way ANOVA com pos-teste de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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Figura 6 - Fotomicrografias mostrando a imunofluorescéncia para caspase-3
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Figuras 6A-61: Fotomicrografias mostrando por¢des do processo alveolar dos grupos GC, GPD e GPS. Os cortes
foram submetidos a imunofluorescéncia para detec¢éo da caspase-3 (em verde) e marcagéo nuclear com DAPI.
No grupo GPD, alguns osteoclastos exibem forte positividade a reacéo (setas). PA, processo alveolar; VS, vaso
sanguineo. Barras: 18 ym.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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A andlise ultraestrutural revelou a presenca de osteoclastos exibindo zona clara
e borda em escova com profundas invaginacdes entre as finas projecdes
citoplasmaticas (Figuras 7B e 7C) no 0sso alveolar de todos os grupos. Em contraste,
osteoclastos mostrando nucleos com conspicuas massas de cromatina elétron-opaca
(Figura 7D) ou cromatina periférica condensada (Figura 7E) foram frequentemente
observados nos espécimes do GPD; borda em escova e zona clara ndo foram
observadas nestes osteoclastos alterados (Figuras 7D- 7F). Os osteoclastos alterados
estavam situados proximos a superficie 6ssea entre osteoblastos e osteoclastos com

aspecto aparentemente normal.
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Figura 7 — Eletromicrografias mostrando osteoclastos

Figuras 7A-7F: Eletromicrografias do osso alveolar (B) mostrando osteoclastos (OC) dos grupos GPS (7A-7C) e
GPD (7D-7F). Em GPS, osteoclastos multinucleados (Figuras 7A e 7B) estao justapostos as superficies escavadas
do osso alveolar (B). Em 7A, um osteoclasto (OC) mostra uma porgao da zona clara (CZ) em intima justaposi¢édo
a superficie do osso alveolar (B). O inset, area delimitada em 7A, mostra os numerosos microfilamentos tipicamente
observados na zona clara (CZ). N, nicleo. Barras: 5 pm e 1 ym (inset). Em 7B, uma porc¢ao de osteoclasto (OC)
exibindo borda em escova (RB) intimamente justaposta a superficie 6ssea (B) em reabsor¢do. Varios vacuolos (V)
com variadas formas e tamanho estéo situados proximos a borda em escova (RB). N, nucleo. Barra: 3,5 um. Figura
7C: é&rea delimitada na Figura 7B, mostra numerosas projecdes citoplasmaticas (P) e profundas invaginacdes da
membrana (asteriscos) da borda em escova (RB). Barra: 1 um. Figura 7D: um osteoclasto (OC) apresenta nucleos
(N) com massas irregulares de cromatina condensada. Pequenos corpos (SB) exibindo cromatina condensada,
localizados préximos aos nucleos (N), séo também observados no osteoclasto (OC). Barra: 5 pm. Na Figura 7E,
um osteoclasto (OC) contendo um nucleo (N1) com cromatina periférica condensada esta situado numa profunda
area escavada (setas finas) da superficie do osso alveolar (B). Na superficie apical do osteoclasto (OC), a
membrana plasmética préxima a superficie 6ssea (B) apresenta-se quase completamente continua/lisa (setas
grossas), além da presenca de diversas mitocondrias (M). Barra: 5 um. Figura 7E: &rea delimitada em 7D em
maior aumento. Porcéo apical do citoplasma do osteoclasto, adjacente a superficie 6ssea (B), contém diversas
mitocdndrias (M) e mostra a sua membrana plasmatica quase que completamente continua/lisa (setas grossas)
em comparacao a Figura 7C; projegdes citoplasmaticas ou zona clara ndo sdo observadas. Um material amorfo
de aspecto granular (asteriscos) e estruturas elétron-opacas (S) sdo observadas entre as superficies do
osteoclasto e do osso alveolar. REr, reticulo endoplasmatico rugoso. Barra: 1 pm.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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5.5 Expressao Génica (RT-gPCR)

Em todos os periodos, os espécimes do GPD apresentaram diminuicdo
significante na expressao Il1b em relagcdo ao GPS (Figuras 8A-8C). Aos 7 e 30 dias,
diferencas significantes na expressao de Il1b ndo foram observadas entre os
espécimes dos grupos GPD e GC enquanto, aos 15 dias, a expressao de Il1b foi maior
no GPD em comparacdo ao GC. Em contraste, o0 GPS apresentou niveis
significantemente maiores na expressao génica de Il1b em comparacdo ao GC, em
todos os periodos.

Conforme ilustra a Figura 9, embora aos 7 dias nédo tenha sido observada
diferenca significante na expressao de Tnf entre os grupos GPD e GPS, a expressao
génica para esta citocina foi significantemente menor no GPD em comparacao ao
GPS, nos periodos de 15 e 30 dias. Além disso, aos 30 dias ndo foi observada
diferenca significante entre os grupos GPD e GC (Figura 9C).

Figura 8- Expressao génica de Il1b
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Figuras 8A-8C: Graficos representando a expressédo génica de ll1b nos periodos de 7 (8A), 15 (8B) e 30
(8C) dias. Teste One-Way ANOVA com poés teste de Tukey. Nivel de significancia p < 0,05.

Fonte: Elaboragéo proépria.
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Figura 9- Expresséo génica de Tnf
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Figuras 9A-9C: Graficos representando a expresséo génica de Tnf nos periodos de 7 (9A), 15 (9B) e 30
(9C) dias. Teste One-Way ANOVA com pés teste de Tukey. Nivel de significancia p < 0,05.

Fonte: Elaboracéo prépria.

De acordo com as Figuras 10A-10C, os espécimes do GPD apresentaram menor
expressao do gene de Tnfsfll, para a transcricdo de RANKL, em comparacao aos do
GPS apds 7 e 30 dias. Nestes periodos, nenhuma diferenca significante foi observada
entre os grupos GC e GPD. Aos 15 dias, diferencas significantes ndo foram detectadas
entre os grupos GPD e GPS, os quais mostraram expressao génica significantemente
maior que os espécimes do GC. Em todos os periodos, o GPS apresentou valores
significantemente superiores aos espécimes do GC. A expressao génica de Tnfrsfllb
(OPG) nao apresentou diferencas significantes entre os espécimes dos grupos GPD
e GPS, em todos os periodos. Entretanto, tal expressao foi significantemente menor
nestes grupos em comparacao ao GC, em todos os periodos (Figuras 11A-11C). A
razao entre Tnfsf11/Tnfrsfl1lb (RANKL/OPG; Figura 12) revelou que, em todos os
periodos, tal razao foi significantmente maior no GPS em comparacédo ao GPD e GC.
Embora aos 7 e 15 dias os valores da razdo Tnfsf11/Tnfrsf11b foram maiores no GPD
em comparacéo ao GC, nenhuma diferenca significante foi observada entre estes dois

grupos aos 30 dias.
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Figura 10- Expresséo génica de Tnfsf11l (RANKL)
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Figuras 10A-10C: Graficos representando a expressao génica de Tnfsfl1l nos periodos de 7 (10A), 15
(10B) e 30 (10C) dias. Teste One-Way ANOVA com pds teste de Tukey. Nivel de significancia p < 0,05.

Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 11- Expresséo génica de Tnfrsfllb (OPG)
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Figuras 11A-11C: Graficos representando a expressdo génica de Tnfrsfllb nos periodos de 7 (11A), 15
(11B) e 30 (11C) dias. Teste One-Way ANOVA com pds teste de Tukey. Nivel de significancia p < 0,05.

Fonte: Elaboracéo prépria.

Figura 12- Razao Tnfsf11/Tnfrsfl1b (RANKL/OPG)
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Figuras 12: Gréfico representando a razdo Tnfsf11/Tnfrsf11b (RANKL/OPG) nos periodos de 7, 15 e 30 dias. A
comparagao entre 0os grupos esta indicada por letras mindsculas e entre os periodos, por nimeros. Letras e
nameros diferentes indicam diferencas estatisticas (teste Two-way ANOVA com pds-teste de Tukey, p < 0,05).

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a reducdo causada pela diacereina na expressao de Tnf
e Il1b na mucosa gengival deve induzir a diminuigdo da osteoclastogénese. Essa
hipétese € reforcada pela significante reducdo na razdo Tnfsf11/Tnfrsfllb
(RANKL/OPG) no GPD. O presente estudo sugere fortemente que a diacereina
administrada sistemicamente promove a apoptose de osteoclastos em osso alveolar
de molares de ratos com periodontite. Além disso, o0s resultados indicam que a
diacereina induz a diferenciacdo de osteoblastos visto que um marcante aumento da
imunoexpressédo de ALPase foi observado em osteoblastos do osso alveolar dos
animais do GPD.

A periodontite induzida por 7 dias nos molares dos animais dos grupos GPD e
GPS foi confirmada pelas seguintes caracteristicas morfologicas: migragéo do epitélio
juncional, aspecto ulcerado da gengiva interdentaria, presenca marcante de células
inflamatorias, presenca de profundas papilas conjuntivas na interface entre tecido
epitelial e lamina prépria, além da significativa perda do processo alveolar,
particularmente na regido entre o primeiro e segundo molares. Uma acentuada perda
do processo alveolar e a persisténcia do processo inflamatoério foram reportadas em
ratos com periodontite apés 7, 15 e 30 dias da remocéao da ligadura®®. No presente
estudo, o significante aumento da expressao de ll1b, Tnf e Tnfsf1l1l nos espécimes do
GPS confirma que a ligadura por 7 dias foi um modelo eficiente para estimular a
atividade osteoclastica e, portanto, permitiu a avaliacao da interferéncia da diacereina
na formacdo e sobrevivéncia de osteoclastos do osso alveolar. Na periodontite, o
organismo do hospedeiro recruta células que liberam enzimas liticas e mediadores
inflamatorios, como a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), além de complexos proteicos, como RANK/RANKL/OPG, e fatores de transcri¢ao
gue estimulam a osteoclastogénese e inibem a atividade de osteoblastos, culminando
na perda 6sseal®®.

A IL-1 possui duas isoformas, a IL-1a e a IL-1B, mas ambas se ligam aos
mesmos receptores (IL1R tipo 1 e tipo 2) e séo sintetizadas a partir da ativacdo dos
fatores de transcricdo NF-kB e AP-1 (proteina ativadora 1), e estdo envolvidas na
atividade osteoclastica em varios processos, como a diferenciacdo, multinucleacgéo,

ativacdo e sobrevivéncia®. Além disso, existem dois tipos de receptores conhecidos
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para a IL-1, o receptor estimulador (IL-1R1 ou receptor tipo 1) e receptor supressor
(IL-1R2 ou receptor tipo 2) expressos em niveis semelhantes na superficie de
osteoclastos maduros em o0sso saudavel. Por outro lado, em condi¢cfes patoldgicas
como a artrite, os receptores estimuladores (IL-1R1) sdo majoritariamente expressos
em osteoclastos ativados, induzindo evidente destruicdo 6ssea®>®5. A IL- 1B aumenta
a producdo de RANKL e, consequentemente, estimula a reabsorcao éssea in vivo e
in vitro*>. Além disso, a IL- 18 também promove diferenciagcdo de osteoclastos
independente da via RANKL®. A acéo inibitéria da diacereina sobre a IL-1B é
explicada por meio da reducdo do IL-1R*, inibicdo da enzima ativadora de IL-1
(caspase-1)"? e aumento da producdo do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra)"3.
Em conformidade, a diacereina parece também ser capaz de neutralizar o aumento
dos niveis hepaticos de NLRP3 e IL-18 e imunoexpresséo de caspase-1, observado
apos injecado de paracetamol em camundongos®’. No presente estudo foi demonstrado
gue o tratamento sistémico com diacereina deve ser responsavel pela reducéo
significante da expresséao de Tnfsf11 nos espécimes do GPD em relacédo aos do GPS,
aos 7 e 30 dias atraves da reducéo da expresséo génica de Il1b no tecido gengival de
ratos com periodontite induzida por ligadura.

Bloqueadores de TNF-a em pacientes com artrite reumatoide causou um
aumento na quantidade de marcadores de neoformacdo, como a AlLPase e
osteocalcina, além da reducdo de marcadores de reabsorcdo Ossea coOmo
desoxipiridinolina/creatina (Dpd/Crea) e fragmentos de colageno | telopeptideo N-
terminal/creatina (NTx/Crea), evidenciando uma possivel acao protetora exercida pela
terapia anti-TNF-a®. O TNF-a ativa o NF-kb, estimulando proteina quinase ativada
por mitdbgeno (MEK), quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase c-Jun-
N-terminal (JNK)®. NK-kb e AP-1 induzem a expresséo inicial de NFATc1, um fator
de transcricdo auto-amplificado que regula a expressdo de genes especificos de
osteoclastos como TRAP, MMP-9 e catepsina K, em conjunto com NF-kB e AP-11786,
Além disso, o TNF-a estimula a formagao de osteoclastos na presenca de M-CSF, por
meio dos receptores TNFR1 e TNFR2, de modo independente de
RANK/RANKL/OPG®. Visto que a periodontite experimental estimula a expresséo de
TNF-0° e que esta citocina influencia na diferenciagéo, atividade e sobrevivéncia de
osteoclastos, poderiamos sugerir que o tratamento com diacereina parece ter um

efeito protetor no tecido 0sseo, pois a expressao para transcricdo dessa citocina
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reduziu apés 15 dias de tratamento. Este resultado esta de acordo com o estudo de
Gao et al.??, no qual a reina foi capaz de inibir a expressédo de TNF-a em cultura de
macréfagos obtidos de camundongos. O TNF-a esta relacionado ao aumento da
sobrevivéncia de osteoclastos pois reduz a apoptose dessas células por meio da
reducdo de caspase-9 que cliva pro-caspase-3 em caspase-3 ativa, uma protease
importante na cascata irreversivel do processo de apoptose®3%4.

De fato, foi observada uma marcante reducao na expresséo do Tnf, aos 15 e
30 dias e, em todos os periodos, na expressao da ll1b nos animais do GPD. A reducao
na expressao destes genes deve ser responsavel, pelo menos em parte, pela maior
frequéncia de osteoclastos TUNEL-positivos nos animais do GPD indicando, portanto,
gue a diacereina, uma droga anti-IL-18 e TNF-a, deve promover a morte de
osteoclastos. Como o método do TUNEL detecta terminais 3'-hidroxila nos fragmentos
de DNA contendo cerca de 180 pares de bases que ocorrem nos processos de morte
celular, tanto em células em necrose ou em apoptose®, a deteccédo da caspase-3 e a
analise ultraestrutural tém sido associadas ao TUNEL para caracterizar o processo de
morte celular por apoptose®2839 A caspase-3 € uma caspase executora responsavel
pela clivagem de substratos nas etapas finais da apoptose, como proteinas do
citoesqueleto, além de ativar nucleases que realizam a fragmentacdo do DNA&. No
presente estudo, uma acentuada imunorreatividade a caspase-3 foi observada nos
osteoclastos do grupo GPD em todos os periodos, em relacdo ao GPS e GC. Elevados
niveis de TNF-a reduz a liberagcédo de caspase-9, uma enzima essencial para clivar a
pro-caspase-3 para caspase-3, uma protease envolvida na complexa cascata de
eventos moleculares que conduzem a morte celular por apoptose®9%4. Dessa maneira,
€ concebivel sugerir que a acentuada expressao de Tnf observada nos espécimes do
GPS deve explicar a fraca imunoexpreessdo de caspase-3 observada nos
osteoclastos dos espécimes deste grupo. Além disso, a significante reducdo da
expressdo do Tnf no GPD aos 15 e 30 dias associado a presenca de osteoclastos
fortemente positivos a caspase-3 e a maior incidéncia de osteoclastos TUNEL-
positivos suporta a ideia de que a diacereina, um anti-TNF-a e anti-IL-1, induz
apoptose em osteoclastos. Adicionalmente, a microscopia eletrénica de transmisséo
revelou osteoclastos exibindo nucleos irregulares e com massas de cromatina
condensada nos animais do GPD. Nestes osteoclastos alterados, ndo foram observas

zona clara e borda em escova. Estas caracteristicas ultraestruturais sdo semelhantes
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aquelas apresentadas por osteoclastos em apoptose induzida pelo estrégeno 6%,
cimetidina® e bifosfonatos®1%, indicando que a supressdo de Tnf e Il1b pela
diacereina pode induzir a apoptose de osteoclastos.

O tratamento com diacereina, um anti-TNF-a e anti-IL-1B3, causou reducgao
significante na razdo Tnfsfl1/Tnfrsfl1lb (RANKL/OPG), indicando que este
medicamento deve inibir a osteoclastogénese. Evidente redugéo na expressao génica
de Tnfsfll (RANKL) foi induzida pela diacereina ap6s 7 e 30 dias, enquanto
marcantes alteracdes ndo foram observadas na expresséao de Tnfrsfl1lb. Sabe-se que
a interacdo do RANKL ao seu receptor (RANK) resulta em diferenciacéo e ativagao
de osteoclastos*'. Em contraposicéo, a osteoprotegerina (OPG) atua como inibidor de
osteoclastogénese, ligando-se ao RANKL e impedindo sua ligagdo com o
RANK®264182 In vitro, a diacereina foi relacionada a diminuicdo da expresséo de
RNAmM de Tnfsfll e aumento da expressdo de Tnfrsf11b'l. Dessa maneira, a
proporcgédo entre RANKL:OPG tem sido considerada como um importante indicativo da
sinalizacdo da osteoclastogénese, tendo mais relevancia do que os parametros
analisados isoladamente®*4. No presente estudo, a razdo dos valores da expressao
génica de Tnfsf11/Tnfrsfl11b, reduziu no grupo GPD em todos os periodos, reforcando
a ideia de que a diacereina reduziu a osteoclastogénese.

Embora um estudo realizado em nosso laboratorio tenha demonstrado que,
apos 7 dias de tratamento, a diacereina causou significante redu¢cdo no processo
inflamatorio induzido pela ligadura no molar de ratos®®, a diacereina néo interferiu no
namero de macréfagos F4/80* recrutados pela doenca periodontal. E importante
considerar que os macrofagos constituem uma populacdo de células que, dentre as
suas diversas funcdes, destaca-se sua atividade fagocitica, assim também como
mondcitos e células dendriticas®?. Assim, apds 7 dias da remocédo da ligadura, em
ambos os grupos (GPD e GPS), é concebivel sugerir gue o aumento dos macréfagos
esteja associado a fagocitose e digestdo de células inflamatérias em degeneracao,
restos celulares e componentes da matriz extracelular parcialmente degradados em
consequéncia do processo de remodelacéo do tecido conjuntivo da mucosa gengival.
De fato, foi demonstrado um aumento significante de MMP-8 na mucosa gengival
inflamada de molares de ratos apés a remocéo da ligadura®®, suportando a hip6tese
gue a degradacdo dos componentes da matriz extracelular constitui uma etapa

necessaria para a reparacéo do tecido conjuntivo subepitelial da gengiva. Outro ponto



50

gue deve ser considerado € que o F4/80 € expresso por dois subtipos de macrofagos,
M1 e M2, sendo o M1, uma célula fagocitaria enquanto o M2, com funcdo
reparadora®®®°. Na periodontite, o M1 pode estimular o recrutamento de
polimorfonucleares que fagocitam e digerem os patdgenos, enquanto o M2 interrompe
a progresséo da doenca induzindo a apoptose do M1 e estimulando reparo tecidual
por meio do seu papel anti-inflamatério, além de poder ativar osteoblastos!®. De um
ponto de vista do sistema imunitario, monécitos e macrofagos sdo fagdécitos
mononucleares F4/80" capazes de produzir IL-1 e TNF-a apos estimulo pelo LPS
bacteriano”™. Contudo, nossos resultados mostraram que ndo houve diferencas
significantes na quantidade de células F4/80+ entre os grupos GPS e GPD.
Considerando que tanto o M1 quanto o M2 expressam o F4/80 e desempenham
funcdes importantes na periodontite, seria necessaria a andlise para cada tipo de
macroéfago, além do célculo da razdo M1/M2 (CD86+/CD206+)'%4. A significante
reducdo naimunoexpressao de MMP-8, associada ao aumento de colageno reportado
na mucosa gengival de ratos com periodontite tratados com diacereina®®, sugere que
este farmaco deve acelerar a reorganizacdo do tecido conjuntivo. Dessa maneira,
seria plausivel sugerir que o M2 deve ser o tipo predominante na mucosa gengival.
No entanto, futuros estudos sdo necessarios para diferenciar os dois tipos de
macrofagos e, consequentemente, melhor esclarecer a participacdo desta célula no
processo de remodelacdo da mucosa gengival.

O efeito inibidor da diacereina sobre o RNAmM de Tnf e Il1b na periodontite
induzida deve também explicar o significante aumento observado na imunoexpressao
da ALPase observada nos osteoblastos do processo alveolar nos animais do GPD.
Embora o papel da ALPase nédo esteja completamente elucidado, sabe-se que essa
enzima degrada o pirofosfato (PPi), um inibidor da formacdo de cristais de
hidroxiapatita, por meio de duas outras proteinas, a pirofosfatase/fosfodiesterase
ectonucleotidea 1 e a proteina de anquilose progressiva'®>1%, Ha evidéncia de que a
ALPase também é capaz de inativar a osteopontina, um inibidor de calcificacdo. Um
aumento dos niveis de RNAm de Alpl (ALPase) foi também demonstrado quando
tiomida, um derivado da reina, foi adicionada a cultura de osteoblastos, resultando em
aumento da precipitacdo de nodulos de calcificacdo detectada pelo método de

coloracéo com vermelho de alizarina?’.



51

Dessa maneira, nossos resultados indicam que a diacereina administrada
sistemicamente reduz os niveis de RNAm do Tnf e Il1b na mucosa gengival de ratos
com periodontite, culminando na diminuicdo da formacéo e do tempo de sobrevivéncia
dos osteoclastos. Além disso, a reducdo da expressdo de Tnf e lllb, causada pela
diacereina na periodontite induzida em ratos, estimulou a atividade de ALPase em
osteoblastos, sugerindo que este anti-inflamatério pode estimular a diferenciacdo de
osteoblastos. No entanto, futuras pesquisas sao necessarias para reforcar a ideia de
gue a diacereina na periodontite, além de inibir a formacédo e a sobrevivéncia de
osteoclastos, pode estimular também a atividade de osteoblastos, favorecendo a

reparacao periodontal.
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7 CONCLUSAO

Nos ratos com periodontite, a reducao de Tnf e ll1b, causada pela diacereina,
ndo foi capaz de reduzir a populacdo de macréfagos F4/80, mas promoveu uma
diminuicdo na razdo Tnfsf11/Tnfrsf11b (RANKL/OPG), através da supressao de Tnf e
lI1b, indicando que este farmaco inibe a osteoclastogénese. A reducao de Tnf e ll1b
também induziu apoptose nos osteoclastos e promoveu um aumento na atividade da
ALPase nos osteoblastos. Estes resultados reforcam o conceito de que estas citocinas
sdo cruciais para a formacédo e sobrevivéncia dos osteoclastos, e que a diacereina

parece induzir a diferenciacéo de osteoblastos em ratos com periodontite.
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ANEXO B — AUTORIZACAO DO CEUA PARA A REALIZACAO DA PESQUISA



ANEXO C - DECLARACAO RELATORIO FINAL SUBMETIDO

AVA
AVAVAY

unesp ™

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

FOAR

FACULDADE

Campus de Araraquara DE ODONTH
Faculdade de Odontologia Z/INOS DE ARAR
DECLARACAO

DECLARO que a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de

Odontologia de Araraquara - UNESP recebeu o relatério final do projeto “Interferéncia

da diacereina na osteoclastogénese associada a reabsor¢do dssea do processo alveolar

com doenca periodontal induzida em molares de ratos” (PROCESSO CEUA N°

12/2020), o qual foi apresentado pelo pesquisador Prof. Dr. Paulo Sérgio Cerri.

O referido relatorio deu entrada nesta Comissdao em 09/02/2024 e se encontra em fase de

tramitagao para analise.

Araraquara, 15 de fevereiro de 2024.

Documento assinado digjtalmente

v'b GISELE FARIA
g Data: 15/02/2024 14:27:01-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Gisele Faria
Vice-coordenadora da CEUA - FOAr
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N&o autorizo a publicacdo deste trabalho pelo prazo de até 2 anos ap0s a data
de defesa.

Direitos de publicacéo reservado ao autor.
Araraquara, 15 de marco de 2024.

Gabriella de Oliveira
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