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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.



SUMARIO

LINTRODUGAO . ......coiiieieteeeee ettt 10
2 PROPOSICAO. ... .ottt 11
3 REVISAO DE LITERATURA .. ....oiiittie ettt ettt 12
1 T80 I == o To o T 0 1 (= PR 12
3.2 Caracteristicas Estruturais do Tecido OSSO0 ..........cccevvevvreveceiieieeceeeenns 13
3.3 Citocinas Envolvidas na Remodelagdo OSS€a ..........cccceevveveeveeveereeeeneeneenna, 16
G D - V=Y =13 - U 18
4 MATERIAL E METODO.......couiiiiiitiecte ettt eae s 21
4.1 Processamento Laboratorial para Microscopiade Luz ............cccoeeeeeeiiieenn. 23
4.2 Imuno-Histoquimica Anti-FA/80 .........cc.uuiiiiieee e 24
4.3 Imuno-Histoquimica Anti-Fosfatase Alcalina..........ccccceevviiiiiiiiiiee e, 25
4.4 Reac80 dO TUNEL ....oooiiiiiii 26
4.5 Imunofluorescéncia para Detecgdo da Caspase-3 .......oooovveiiiiiiiiiiiniininnnnenn, 27
4.6 Processamento Laboratorial para Microscopia Eletrénica de

I = L =T 13T T 1 28
4.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase da Transcricdo Reversa em

Tempo Real (RT-qPCR)......ccooii e 29
4.8 ANAlise EStatiStiCa......ooooiii i 30
B RESULTADOS ....ottiiiiiee ettt s st e e e e e e s st e e e e e e e e e s s e e aeeeeesansnnneeeaaeeeas 31
I AN o1 = 1Y, (o Y {0 o o T o - NPT 31
5.2 Imuno-Histoquimica ANti-F4/80 ..........ccoiviiiiiii e 33
5.3 Imuno-Histoquimica Anti- Fosfatase Alcalina..........ccccccoeeeiiviiiiiiiine e, 35
5.4 Osteoclastos TUNEL/TRAP-Positivos, Imunoexpressao de Caspase-3 e
ANALISE UIIra@StrULUFAl ......eeeiiiiiiiiii s 37

5.5 Expressao GEnica(RT-PCR).......coooiiiiii e 42
B DISCUSSAD. ..ottt sttt ettt ettt ettt ne s eeenens 46
7 CONCLUSAO ...ttt ettt 52

REFERENCIAS .....oouiiitiitiietet ettt ettt 53

ANEXO A it — e e e e ——aa e e e e a i —aaaaaaan 62

ANEXO B ..ttt a e e e e — e e e e e e raaaaaean 63

ANEXO C oo 64



Akt
ALPase
CatkK
ERK
ICE
IFN-y
IL-13
IL-1R
IL-18
IL-4
IL-6
IkB-a
LPS
M-CSF
MMP-8
MMP-9
NFATcl
NF-kB
OPG
OSX
PGE2
RANK
RANKL
TNF-a
TRAP
Tnf

l11b
Tnfsfll
Tnfrsfl1lb
TUNEL
RT-gPCR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Proteina quinase B

Fosfatase Alcalina

Catepsina K

Quinase regulada por sinal extracelular
Caspase-1

Interferon-y

Interleucina 13

Receptor de Interleucina 1

Interleucina 1 beta

Interleucina 4

Interleucina 6

Inibidor do NFkB alfa

Lipopolissacarideo

Fator recrutador de colénia de macrofagos
Metaloproteinase da matriz 8
Metaloproteinase da matriz 9

Fator nuclear de células T ativadas 1

Fator nuclear Kappa B

Osteoprotegerina

Osterix

Prostaglandina E2

Receptor ativador do fator nuclear Kappa B
Ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B
Fator de necrose trumoral alfa

Fosfatase acida resistente ao tartarato
Gene para TNF-a

Gene para IL-18

Gene para RANKL

Gene para OPG

Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End Labelling

Reacdo em cadeia da polimerase da transcrigdo reversa em tempo real



10

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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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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