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Fernandes NAR. Efeito de uma nova Chalcona sobre a reabsor¢cdo Ossea
inflamatoria: estudo in vitro e in vivo [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

As chalconas sdao um grupo de compostos fendlicos derivados de plantas, com
diversas propriedades biolégicas. Em funcdo dos seus efeitos farmacologicos,
diferentes derivados chalcénicos sintéticos, baseados em seus analogos naturais,
tém sido investigados como agentes terapéuticos. Estudos clinicos e pré-clinicos
tém demonstrado sua efetividade no tratamento de doencas inflamatérias como
cancer e artrite, e em patologias 6sseas como osteoporose e tumores 0sSeos.
Considerando suas propriedades biol6gicas e com objetivo de identificar compostos
gue possam atuar no tratamento de doencas ésseo inflamatérias, avaliamos a
habilidade de um novo composto chalcénico, a Chalcona T4, de suprimir a
inflamacéo e osteoclastogénese em um modelo de doenca periodontal. No estudo in
Vivo, um ensaio de toxicidade em camundongos demonstrou que a administracao de
diferentes doses da chalcona T4 (5, 50, 100 e 200 mg/kg) por um periodo de 15
dias, via intragastrica, diariamente, ndo causou alteragbes fisicas ou
comportamentais. Analise histopatolégica do rim, figado e estdbmago destes animais
também indicaram auséncia de toxicidade em todas as doses avaliadas.
Determinada a auséncia de toxicidade, periodontite foi experimentalmente induzida
em ratos pela colocacdo de ligaduras ao redor dos primeiros molares inferiores.
Chalcona T4 foi administrada diariamente por gavagem intragastrica em duas doses
(5 e 50 mg/kg) durante 15 dias. Ao final do periodo experimental, as amostras
contendo tecido gengival ou hemimandibula da regido de interesse foram removidos
e utilizados para andlise dos seguintes desfechos: determinacdo da expressao de
TNF-a (ELISA); quantificacdo dos componentes celulares (infiltrado celular, fibras
colagenas e vasos sanguineos) através da analise estereométrica; avaliacdo da
extensdo da perda Ossea (coloracdo com azul de metileno e microtomografia
computadorizada (UCT)); expresséo e imunolocalizacdo de NFATc1, NF-kB e CD45
(imuno-histoquimica), ativacdo de p38 MAPK (Western Blot); e analise
microbiolégica das ligaduras (Pg, Fn, Aa) através de RT-qPCR. No estudo in vitro,
células RAW 264.7 foram pré-tratadas com diferentes concentracdes da chalcona (1,
2.5, 5 e 10 uyM) e estimuladas com RANKL para avaliacdo da expressao dos genes
alvos (Mmp-9, Ctsk, Oscar, Nfatcl e Trap). Os efeitos da chalcona sobre a
diferenciacdo e atividade dos osteoclastos foram avaliados por microscopia de
fluorescéncia e medicdo das areas de reabsorcdo em placas revestidas com fosfato
de calcio sintético, respectivamente. Seu impacto sobre as vias de sinalizacdo NF-
kB, p38 MAPK, Erk e AKT foram avaliados por Western Blot. Os resultados in vivo
indicam que a menor dose da Chalcona T4 reduziu a reabsor¢édo 6ssea e o infiltrado
inflamatorio, bem como favoreceu a angiogénese e producdo de matriz colagena
nos tecidos gengivais periodontalmente doentes, além de modular a expressdo de
NF-kB. In vitro, a Chalcona T4 foi capaz de inibir a diferenciacdo e atividade dos
osteoclastos, reduzir de maneira dose-dependente a expressao de marcadores da
osteoclastogénese, e modular a ativagdo de vias de sinalizacao intracelular (ERK,
AKT e NF-kB). Estes resultados demonstram a habilidade da Chalcona T4 na
modulacdo da resposta imune inflamatdria e osteoclastogénese, e indicam o
potencial do composto no tratamento de doencas 0sseo inflamatorias.

Palavras chave: Chalcona. Reabsor¢cdo Ossea. Doenca periodontal. Ratos.
Macrofagos. Osteoclastos.



Fernandes NAR. Effect of a novel Chalcone on inflammatory bone resorption: in vitro
and in vivo study. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2017.

ABSTRACT

Chalcones are a group of phenolic compounds derived from plants with diverse
biological properties. Due to their pharmacological effects, different synthetic
chalconic derivatives, based on their natural analogues, have been investigated as
therapeutic agents. Clinical and preclinical studies have demonstrated its
effectiveness in the treatment of inflammatory diseases such as cancer and arthritis,
and in bone pathologies such as osteoporosis and bone tumors. Considering its
biological properties and aiming to identify compounds that can act in the treatment
of inflammatory bone diseases, we evaluated the ability of a new chalconic
compound, Chalcone T4, to suppress inflammation and osteoclastogenesis in a
model of periodontal disease. In the in vivo study, a toxicity test in mouse
demonstrated that the daily intragastric gavage administration of different doses of
chalcone T4 (5, 50, 100 and 200 mg/kg) for a period of 15 days, did not cause any
physical or behavioral changes. Histopathological analysis of the kidney, liver and
stomach of these animals also indicated absence of toxicity in all evaluated doses.
Once the absence of toxicity was determined, periodontitis was experimentally
induced in rats by ligature placement around the lower first molars. Chalcone T4 was
administered daily by intragastric gavage in two doses (5 and 50 mg/kg) for 15 days.
At the end of the experimental period, samples containing gingival or hemimandibular
tissue from the region of interest were removed and used for analysis of the following
outcomes: determination of TNF-a expression (ELISA); quantification of cellular
components (cell infiltrate, collagen fibers and blood vessels) by stereometric
analysis; evaluation of the extent of bone loss (methylene blue dye staining and
computed microtomography (uCT)); expression of NFATc1, NF-kB and CD45
(immunohistochemistry), activation of p38 MAPK (Western Blot); and microbiological
analysis of the ligatures (Pg, Fn, Aa) by RT-gPCR. In the in vitro study, RAW 264.7
cells were pretreated with different concentrations of chalcone (1, 2.5, 5 and 10 uM)
and stimulated with RANKL to evaluate the expression of target genes (Mmp-9, Ctsk,
Oscar, Nfatcl and Trap). The effects of chalcone on osteoclast differentiation and
activity were evaluated by fluorescence microscopy and measurement of resorption
areas on plates coated with synthetic calcium phosphate, respectively. Their impact
on the NF-kB, p38 MAPK, Erk and AKT signaling pathways were assessed by
Western Blot. The in vivo results indicate that the lowest dose of Chalcone T4
reduced bone resorption and inflammatory infiltrate, as well as favoring angiogenesis
and collagen matrix production in the gingival tissues, in addition to modulating NF-
kB expression. In vitro, Chalcone T4 was able to inhibit osteoclast differentiation and
activity, reduce dose-dependent expression of osteoclastogenesis markers, and
modulate the activation of intracellular signaling pathways (ERK, AKT and NF-kB).
These results demonstrate the ability of Chalcone T4 in modulating the inflammatory
immune response and osteoclastogenesis and indicate the potential of the
compound in the treatment of inflammatory bone diseases.

Keywords: Chalcone. Bone resorption. Periodontal disease. Rats. Macréfagos.

Osteoclasts.



ABREVIATURAS
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1 INTRODUCAO

1.1 Reabsorc&o Ossea Inflamatoria e Compostos Naturais Ativos

Duas das principais fun¢des da inflamacdo sdo remover patdégenos, e manter
a homeostase tecidual. A resposta inflamatéria aguda se inicia com a liberacdo de
mediadores inflamatérios que aumentam a permeabilidade vascular, resultando no
recrutamento de leucdcitos (neutréfilos e macréfagos) para o local da infeccao, e
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas por estas células. Células
imunes, que infiltraram o local da infeccdo, fagocitam os patégenos, quando
presentes,e secretam metaloproteinases e fatores de crescimento para que ocorra a
remodelacao tecidual. A resolucéo da inflamacéo e restabelecimento da homeostase
tecidual ocorrem pelo sucesso na remocéo do patdégeno e/ou consequente aumento
de citocinas antiinflamatérias?; entretanto, a perpetuacdo do processo inflamatério
resulta na secrecao continua de citocinas e consequente destruicdo tecidual.

Todo este processo inflamatorio esta diretamente associado com a
patogénese das doencas osteoliticas, como fraturas, osteoporose, artrite reumatoide
e doenca periodontal. Enquanto a inflamacao aguda é importante para 0os processos
de remodelacdo 6ssea, a inflamacdo cronica pode influenciar negativamente o
turnover 6sseo contribuindo para a progressao destas patologias.

O metabolismo Osseo € regulado através da atividade coordenada de
osteoclastos e osteoblastos?, e o aumento na diferenciacdo e atividade de
osteoclastos esta intimamente relacionado com a patogénese das doengas 6sseas®.
Os osteoclastos séo células gigantes multinucleadas, originadas de precursores
hematopoiéticos cujo processo de diferenciacdo envolve uma série de etapas, tais
como a diferenciacdo de células fosfatase acida tartarato-resistentes (TRAP), fuséo
para formacéo de células multinucleadas, ativacdo da reabsorcdo 0ssea e apoptose
espontanea*. Este processo de diferenciacdo é induzido fundamentalmente pelo
ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL), que media a
osteoclastogénese através da sua ligacdo com o receptor ativador nuclear kappa-B
(RANK) presente nas células precursoras, e pelo fator estimulador de colénias de
monocitos (M-CSF), que transmite sinais de sobrevivéncia e proliferacdo as células
pré-osteoclasticas®. A ligacdo de RANKL ao seu receptor RANK induz uma cascata
de sinalizacdo que envolve o recrutamento do fator 6 associado ao receptor TNF

(TRAF6) e de vérias vias downstream, tais como do fator de transcricdo nuclear
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kappa B (NF-kB), proteina-quinases ativadas por mitbgenos (MAPKSs) (incluindo p38
MAPK, quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase c-Jun N-terminal
(INK))8, bem como ativacdo da proteina ativadora-1 (AP-1) e o eixo Src/PI3K/Akt"8,
Estas vias de sinalizacdo, por sua vez, levam a ativacao do fator nuclear das células
T ativadas (NFATcl) que induz entdo a expressao de diversos genes como
metaloproteinase 9 (MMP-9), catepsina K (CTSK), TRAP, receptor de ativagdo de
osteoclasto (OSCAR) entre outros, que estdo relacionados com a formacdo e
atividade dos osteoclastos®.

NFATcl1 é um regulador da diferenciacdo de osteoclastos, e esta relacionado
com a regulacdo de genes especificos desse processo, como TRAP, CTSK e
OSCAR através da cooperacdo com o fator de transcricdo associado a microftalmia
(MITF) e c-Fos!®!3 Células-tronco embrionarias deficientes para NFATcl néo
podem se diferenciar em osteoclastos, entretanto, a expressao ectopica de NFATc1
em células precursoras de osteoclastos induz a diferenciagdo destas células, mesmo
na auséncia de RANKL?! Esses achados mostram que NFATcl é um fator
indispensavel na diferenciacao de osteoclastos.

OSCAR, um receptor associado a FcRy, estimula a diferenciacdo destas
células e tem sua expressdo aumentada durante a diferenciacdo de osteoclastos4.
A expressdo de OSCAR tem sido associada com reabsorcédo 0ssea inflamatoria. Na
artrite reumatoide, a expressdao de OSCAR em mondcitos é correlacionada com a
atividade da doenca, e mondécitos com alta expressdo desse gene possuem um
maior potencial de se diferenciar em osteoclastos?®.

CTSK é uma protease altamente expressa por osteoclastos que induz a
degradacéo do colageno tipo 1 do tecido 6sseo. Desempenha um importante papel
no processo inicial da reabsorcdo 6ssea, e tem sido considerada um alvo potencial
para o tratamento de doencas como a osteoporose, na qual a reducdo da
reabsorcdo 6ssea é o principal objetivo terapéutico®®.

Os mediadores inflamatérios, por sua vez, podem atuar de maneira direta e
indireta no processo de osteoclastogénese. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
pode aumentar o nimero de células precursoras de osteoclastos e a expressdo de
RANKL nestas células, além de diminuir a diferenciacdo de osteoblastos?’.
Interleucina 6 (IL-6), quando associado ao receptor de superficie (IL-6R) e a
molécula adaptadora gp130 pode atuar sobre a osteoclastogénese, estimulando a

formacgédo de osteoclastos e induzindo a reabsorgdo 6ssea'®. TNF-a e IL-6 estimulam



14

a diferenciacao de osteoclastos de maneira sinérgica e regulam a osteoclastogénese
tanto de forma indireta, estimulando células estromais a produzirem RANKL, como
também agindo diretamente sobre os osteoclastos e seus precursores®?°, Em
cenarios inflamatérios, IL-6 e TNF-a podem estimular a produgcdo autdcrina e
paracrina de MMP-13, que encontra-se, portanto, hiperexpressa em diversas
doencas inflamatérias. Além da atividade proteolitica destrutiva, degradando
coladgeno presente em tecidos mineralizados e ndo mineralizados, a MMP-13 pode
agir diretamente sobre a formagédo e atividade dos osteoclastos, favorecendo o
desenvolvimento de lesGes osteoliticas?!.

Em funcdo da capacidade de alguns compostos bioativos, naturais e
sintéticos, de modularem multiplos alvos moleculares, especialmente relacionados a
patogénese das doencas inflamatdrias, estudos tém sido desenvolvidos com objetivo
de avaliar o potencial terapéutico de alguns destes compostos sobre as patologias
6sseo inflamatoérias??22,

O uso de produtos naturais ativos como matéria-prima, ou molécula prototipo
para a sintese de analogos mais potentes e seletivos tém contribuido
significativamente para o desenvolvimento de agentes terapéuticos. Cerca de 50%
dos farmacos atualmente disponiveis no mercado sédo elaborados com base em
moléculas bioativas?4, e mais da metade das 150 drogas mais prescritas nos
Estados Unidos nos Ultimos anos sdo derivadas de recursos naturais?®. O interesse
das industrias farmacéuticas pelos compostos naturais estd direcionado,
principalmente, para a selecdo de moléculas lideres para desenho de novos
medicamentos. O estudo destas moléculas torna possivel a andlise da relacdo
estrutura-atividade e permite pequenas alteracdes em seu esqueleto com objetivo de
torna-las mais efetivas. A modificacdo da estrutura quimica de uma molécula
constitui-se uma das estratégias mais utilizadas para a obtencdo de compostos
farmacologicamente ativos, uma vez que estas alteracbes podem melhorar suas
propriedades fisico-quimicas e aumentar significativamente a poténcia e duracdo de

seus efeitos bioldgicos.

1.2 Chalconas

As chalconas, um grupo de substancias fendlicas derivadas de plantas, estao
entre 0s compostos naturais que tém demonstrado potencial anti-reabsortivo. As

chalconas séo as responsaveis por conferir o pigmento amarelo de algumas plantas
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e podem ser encontradas em raizes, frutos e sementes. Quimicamente, s&o
moléculas de cadeia aberta que contém dois anéis aromaticos ligados por um
fragmento enona de trés carbonos (Figura 1). Biologicamente, elas também podem
ser definidas como uma classe de compostos pertencentes a familia das fitoalexinas,

produzidas durante a biossintese de flavonoides.

Figura 1 — Estrutura fundamental das chalconas

Ar: Anel Aromatico
Fonte: Elaboracéo prépria

Além de mostrarem-se como uma fonte abundante para a obtencédo de
principios ativos, as chalconas apresentam uma ampla variedade de propriedades
biolégicas, incluindo acdo analgésica, antioxidante, antifingica, antibacteriana?®,
antimutagénica?’ e anti-inflamatoria?®2°.

A estrutura quimica destes compostos permite modificacdes estruturais que
podem alterar suas propriedades fisico-quimicas, aumentando a poténcia e duracao
de seus efeitos bioloégicos®®. Com este objetivo, de potencializar as
propriedades farmacolégicas das chalconas, diversos pesquisadores tém trabalhado
na sintese e analise biolégica de chalconas sintéticas, que além de apresentarem
eficacia muitas vezes superior as chalconas naturais, ndo tém sido relacionadas
a toxicidade in vivo®.

Estudos avaliando os possiveis mecanismos biologicos envolvidos na acéo
antiosteoclastogénica das chalconas acreditam que sua atividade anti-inflamatoéria
seja um dos principais mecanismos associados. As chalconas podem atuar sobre
uma série de alvos do processo inflamatério, incluindo fatores de transcricéo,
moléculas de adeséo, de sinalizagdo intracelular e mediadores inflamatérios?®3° que
sdo essenciais no processo de ativacao e diferenciacdo dos osteoclastos, e dessa
forma tém-se mostrado uma opcdo terapéutica interessante em doencgas
inflamatérias (e.g. doencas inflamatérias intestinais, artrite reumatoide, sepse)3!3? e

patologias osteoliticas (cancer 6sseo e osteoporose)33-3°,
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Derivados chalconicos, como o Xanthohumol, tém demonstrado inibir a
formacdo de células multinucleadas TRAP-positivas e das lacunas de reabsorgéo
0ssea induzidas por RANKL em macréfagos murinos (RAW 264.7), mostrando atuar
tanto sobre a formacgdo quanto sobre a atividade dos osteoclastos®®. Estes efeitos
parecem ser mediados pela modulacdo da expressao génica de TRAF6, ERK, PI3K,
NFATcl e c-Fos pelo composto, bem como de genes relacionados diretamente com
os eventos reabsortivos (CTSK e MMP-9)3.

O efeito anti-osteolitico das chalconas também tem sido observado in vivo.
Em um modelo de reabsorcdo Ossea induzida por RANKL, ratas ovariectomizadas
foram
tratadas durante 5 semanas com injecdo intraperitoneal (10mg/kg) diaria de
Xanthohumol, apés aplicagdo de RANKL na calvaria dos animais®. A andlise
histomorfométrica da vértebra lombar mostrou que o volume 0sseo e o numero de
trabéculas 0sseas foram significantemente aumentados nas ratas tratadas com a
chalcona, enquanto a distancia entre as trabéculas foi diminuida. Colora¢do imuno-
histoquimica dos cortes histologicos contendo amostras da calvaria demonstrou que
um menor numero de células TRAP-positivas foi encontrado nos animais tratados
com Xanthohumol, indicando que o composto pode reduzir a perda 6ssea e inibir a
atividade osteoclastica in vivo®.

Outros estudos avaliando o potencial das chalconas sobre a
osteoclastogénese tém demonstrado que a modulacdo de NF-kB por estes
compostos tem um papel critico neste processo regulatério®. A ativacdo da via NF-
KB pode induzir a producdo de genes que estimulam a diferenciacdo dos
osteoclastos, favorecem sua sobrevivéncia e a reabsorcdo 6ssea, além de ativar 0os
fatores de transcricdo NFATcl e c-Fos, que sdo essenciais para a diferenciacéo de
osteoclastos®.

Corroborando estes estudos, autores observaram que Cardamonin e Butein,
compostos chalcbnicos naturais, reduziram a osteoclastogénese em macréfagos
(RAW 264.7) através da supressdo de NF-kB3%4°, RANKL é capaz de estimular a
fosforilacdo e degradacdo da proteina inibitéria kappa B (IkBa), que uma vez
degradado permite a translocagéo nuclear e ativacdo de NF-kB. De acordo com os
resultados encontrados, as chalconas inibiram a degradagao de IkBa, inibindo desta

forma a ativacdo de NF-kB3%49,
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Estudos avaliando a relevancia de NF-kB em doencgas osteoliticas tém
demonstrado que a ativacado deste fator de transcricdo ndo apenas aumenta a
atividade de osteoclastos e a perda O6ssea, como também atua diminuindo a
atividade de osteoblastos e a formacdo Ossea®4'42, Embora haja ainda uma
escassez de informacbes sobre os mecanismos de agcdo de NF-kB sobre os
osteoblastos, sabe-se que este fator de transcricdo pode modular as principais
células responséaveis pelo metabolismo ésseo (osteoblastos e osteoclastos), e este
conhecimento tem incentivado a comunidade cientifica na busca por drogas que
possam inibir a atividade de NF-kB, como uma alternativa terapéutica para as
doencas 6sseas inflamatdrias.

A habilidade das chalconas de modularem a via de sinalizacdo MAPK (p38,
ERK, JNK), também parece contribuir com seus efeitos inibitérios sobre a
inflamacédo. As MAPK s&do um grupo de enzimas responsaveis pela transducdo de
diversos sinais extracelulares, e promovem a fosforilacdo dos aminoacidos treonina
e serina em multipos substratos protéicos, incluindo outras enzimas, fatores de
transcricdo e proteinas ligantes ao RNA. Citocinas e mediadores inflamatérios
enddégenos, LPS e outros antigenos microbianos e fatores de crescimento sao
capazes de ativar as MAPKs. Além de exercerem papéis relevantes no
desenvolvimento e homeostasia, um grande numero de evidéncias pré-clinicas e
clinicas confirmam seu papel critico na inflamacdo e resposta imune e,
consequentemente, no desenvolvimento de doencas inflamatérias®.
Especificamente na osteoclastogénese, as MAPKs sdo capazes de modular a
expressdo de NFATcl e c-Fos induzida por RANKL*47 e sua inibicdo tem
demonstrado reduzir a diferenciacdo e fungdo dos osteoclastos*’. Macréfagos (RAW
264.7) estimulados com RANKL e tratados com Panduratin-A, um derivado
chalconico, apresentaram uma reducdo na expressao dos fatores de transcricdo
NFATcl e c-Fos, bem como nos niveis de catepsina K, através da modulacdo de
JNK, ERK e p-38, indicando o envolvimento das MAPKs nos efeitos inibitérios do
composto sobre a osteoclastogénese?.

Embora ndo haja evidéncias mostrando o envolvimento de outras vias de
sinalizacdo, como PI3K-Akt, no efeito das chalconas sobre a reabsorcao
inflamatoria, € possivel que o composto tenha alguma acdo sobre a expressao
destas proteinas intracelulares. Akt estd diretamente envolvida na regulacdo da

resposta inflamatéria, atuando como inibidor da apoptose em neutréfilos?®,
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macrofagos® e células dendriticas®, além de participar em outras funcdes
bioldgicas destas células como a migracao/quimiotaxia e producdo de mediadores
inflamatorios. Além disso, existem evidéncias sugerindo um papel direto de Akt na
diferenciacdo e funcdo de osteoblastos e de um papel indireto na
osteoclastogénese. A inibicdo da expresséo génica de Aktl estimula a diferenciacao
de células estromais da medula 6ssea em osteoblastos, fenbmeno associado ao
aumento da expressdo do fator de transcricdo Runx2. Em animais geneticamente
deficientes para Aktl, além da maior diferenciacao osteoblastica, observa-se inibicdo
de formacao e atividade de osteoclastos, fen6meno correlacionado com a inibigéo
da producgdo de citocinas RANKL e OPG, pelos osteoblastos®?®3, Desta forma, a
ativacdo de Aktl pode estar relacionada a menor formagdo e maior reabsorcéo
0ssea, sugerindo que a inibicdo seletiva de Aktl pode ser uma estratégia terapéutica

para diminuir a perda 0ssea/favorecer o ganho 6sseo.

1.3 Chalconas Como Moduladoras do Turnover Osseo na Periodontite

Periodontite € uma infeccdo crénica iniciada por biofilmes complexos que se
formam sobre a superficie dentaria. Substancias liberadas por estes biofilmes, como
o lipopolissacarideo (LPS), antigenos e outros fatores de viruléncia, penetram no
tecido gengival e iniciam uma resposta inflamatoria, levando a ativacao de células de
defesa do hospedeiro. Como resultado da ativacdo celular, mediadores
inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas coletivamente
contribuem para a destruicéo tecidual e reabsorcéo 6ssea.

A resposta do hospedeiro frente ao desafio microbiano envolve uma complexa
interacdo entre produtos bacterianos, populacdes celulares e mediadores
inflamatorios. O LPS estimula os mastécitos a secretarem aminas vasoativas e a
secrecdo de mediadores inflamatérios por células residentes do tecido gengival.
Leucécitos secretam enzimas lisossomais, e em resposta ao aumento dos
mediadores inflamatdrios, ha um aumento também no nivel de metaloproteinases
(MMPs) que degradam os tecidos gengivais. Linfécitos e macréfagos invadem o
tecido. Células apresentadoras de antigeno ativam linfocitos T que podem aumentar
ou diminuir a producdo de mediadores inflamatérios®*. Citocinas e prostaglandina E2
(PGE2) afetam a expressdo de RANKL e osteoprotegerina (OPG), resultando na

formacdo e ativacdo de osteoclastos que causam a reabsorcao 0ssea inflamatéria.
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Um desequilibrio no processo de formacéo e reabsorcdo Ossea, através de
mecanismos que incluem um aumento na diferenciacao e atividade de osteoclastos,
sdo observados na periodontite. Citocinas como IL-1B3, IL-6, IL-17 e PGE> estéo
entre os mediadores inflamatérios relevantes na ativacdo de osteoclastos®. No
contexto das doencas periodontais, niveis elevados de RANKL e niveis reduzidos de
OPG foram detectados no fluido gengival de pacientes com periodontite e a razdo
RANKL/OPG foi sugerida como um possivel biomarcador para deteccdo de
reabsorcdo 6ssea®®. IL-1 e TNF estimulam a osteoclastogénese e por consequéncia
a reabsorcdo 6ssea®’. Citocinas inflamatérias como II-1B8 induzem a expressdo de
RANKL e OPG em diferentes tipos celulares, como osteoclastos, fibroblastos
gengivais e fibroblastos do ligamento periodontal®®®°, enquanto IL-6 induz a
osteoclastogénese e estimula a reabsorcéo o0ssea.

Mediadores inflamatorios relacionados a osteoclastogénese, que podem ser
modulados pelas chalconas, tém importante papel na patogénese das doencas
periodontais. Neste contexto, o uso de compostos com virtual auséncia de efeitos
secundarios e com propriedades imuno-modulatérias, como as chalconas, pode
representar um beneficio relevante no tratamento das doencas periodontais.

Dados de experimentos preliminares realizados pelo nosso grupo avaliando o
efeito de uma chalcona sintetizada pelo colaborador deste projeto, Chalcona T4,
corroboram aqueles encontrados na literatura, demonstrando o potencial anti-
inflamatorio dos compostos chalconicos. RAW 264.7 foram estimuladas com LPS de
Escherichia coli (E. Coli) e tratadas com diferentes concentracdes nao citotdxicas da
chalcona T4 por 24h. A expressdo em nivel de mRNA de IL-6, MMP-13 e TNF-a foi
avaliada. Os resultados mostraram que a chalcona T4 foi capaz de reduzir
significativamente a expresséo dos genes inflamatdrios, mesmo quando utilizada em
concentragbes tdo baixas quanto 1uM; e quando utilizada em concentragdes
maiores (10uM) reduziu a expressao de IL-6 e MMP-13 a niveis inferiores ao
controle. Estes mediadores foram avaliados por estarem intimamente relacionados a
patogénese das doencas periodontais, e terem participacdo ativa no processo de
osteoclastogénese.

Além do efeito supressivo sobre a expressédo dos genes pro-inflamatérios, a
chalcona T4 destaca-se entre outros compostos chalconicos pela poténcia dos seus
efeitos, uma vez que mais de 50% dos niveis de mMRNA dos genes avaliados foram

reduzidos apos tratamento das células com 1uM do composto. Este resultado é



20

superior a outros encontrados na literatura, em que diferentes derivados chalcénicos
foram avaliados sobre a expressdo génica de mediadores inflamatérios®%-61,
Considerando os resultados preliminares apresentados demonstrando a
efetividade da chalcona T4 na modulacdo de mediadores inflamatorios relevantes na
inflamacéo e osteoclastogénese, este estudo tem como objetivo identificar um novo
agente anti-inflamatorio e anti-reabsortivo com potencial na modula¢do do turnover
0sseo associado a doenca periodontal, e investigar 0s possiveis mecanismos

moleculares envolvidos em seus efeitos sobre a osteoclastogénese.
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo nos permitem concluir que a administracao
sistémica da chalcona T4 além de segura, € efetiva na reducdo da perda O6ssea
alveolar experimentalmente induzida in vivo. Seus efeitos anti-reabsortivos foram
associados a modulacdo negativa de TNF-a e NF-kB, e a reducdo de células
inflamatérias nos tecidos gengivais. Resultados do estudo in vitro corroboraram o
potencial anti-osteolitico do composto demonstrando o potencial da chalcona na
inibicdo tanto da formacdo quanto da atividade dos osteoclastos. Modulacdo de
mediadores (tais como Trap, Mmp-9, Ctsk e Oscar), e de vias de sinalizacdo
intracelular (ERK e AKT) relevantes na osteocastogénese, estdo implicados nos
efeitos biolégicos observados.
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