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Branddo DA. Modulacdo da doenca periodontal por curcumin modificado
guimicamente. Estudo de dose-resposta em modelo de roedor. [Dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Curcumin é um polifenol amarelo extraido do rizoma de uma planta tropical, do tipo
herbdcea. Possui agbes anti-inflamatéria, antioxidante, antiangiogénica,
imunomodulatéria, citotoxica, antimicrobiana e antiapoptética. A aplicacédo terapéutica
do curcumin vem sendo avaliada em modelos pré-clinicos e estudos de vérias
doencas. As limitacbes da eficacia do curcumin in vivo sdo atribuidas a sua ma
solubilidade em veiculos aquosos e baixa taxa de absor¢cdo no trato gastrointestinal.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dose-resposta do composto sintético
analogo ao curcumin (CMC2.24) em diferentes doses (1 mg, 3 mg, 10 mg, 30 mg)
sobre o processo inflamatério e osteoclastogénese em modelo de doenca
periodontal in vivo e in vitro, para analisar qual é a dose minima necesséria para que
0 composto tenha o efeito biolégico. A doenca periodontal foi induzida em ratos por
meio de injecdo de 30 pg de LPS de Escherichia coli, realizadas 3x/semana durante
4 semanas. Os controles receberam injecbes do mesmo volume do veiculo de
diluicdo do LPS (PBS). A administragdo de CMC2.24 (1, 3, 10 e 30mg/kg) foi feita
por via intragastrica (gavagem oral) diariamente, durante 29 dias (um dia antes da
primeira injecdo de LPS/PBS). A expressdo de fosfatase acido tartarato resistente
(TRAP), indicativa de diferenciacdo osteoclastica, foi avaliada por meio de
imunohistoquimica, a proporcdo de células inflamatérias, em cortes corados com
H/E, por estereometria, a presenca de citocinas através do PCR em tecido gengival
e a reabsorcdo 0ssea por analise de coloracdo por azul de metileno e microtomografia
computadorizada. Nos experimentos in vitro, macréfagos foram estimulados com
microrganismos e tratados com CMC2.24 em concentracao de 1, 3, 10 e 30 uM. A
expressdo génica foi avaliada através de PCR e ELISA, enquanto fagocitose e
guantificacdo de espécies reativas de oxigénio foram avaliadas por atividade
fagocitaria e producdo de ROS, respectivamente. De acordo com o0s resultados,
CMC2.24 reduziu significativamente o infiltrado inflamatério. Além disso, CMC diminuiu
significativamente a quantidade de células TRAP positiva a partir de 3 mg/kg e a perda
Ossea alveolar, a partir de 1 mg/kg. In vitro, experimentos utilizando macréfagos
demonstraram que o CMC inibe a producdo de TNF e IL-10 apds estimulos
microbianos. Além disso, CMC2.24 também inibiu atividade fagocitaria e estimulou a
producdo de ROS. CMC2.24 em diferentes doses demonstrou potencial terapéutico
para aplicacdo em doenca periodontal, devido a inibicdo da resposta inflamatoria e
também foi efetivo na redugéo da reabsorcdo 0ssea inflamatoria.

Palavras-chave: Periodontia. Curcumina. Reabsorcéo 0ssea.



Brandao DA. Modulation of periodontal disease curcumin chemically modified. Dose-
response studies in murine model. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade

de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

Curcumin is a yellowish polyphenol extracted from the rizome of a herbaceous tropical
plant. It has multiple biological activities described, including anti-inflammatory,
antioxidant, antiangiogenic, immunomodulatory, cytotoxic, antimicrobial and pro- and
antiapoptotic activities. Its therapeutic application is actively evaluated in preclinical
models and clinical studies of various diseases. In vivo use of curcumin is limited by its
pharmacodynamic propereties, such as poor solubility in aqueous vehicles, low
absorption rate in the gastrointestinal tract and short half-life in the peripheral
circulation. The aim of this study was to evaluate the dose-response effect of a
synthetic compound that is structurally to natural curcumin (CMC2.24) in a model of
experimental periodontal disease that mimics the host-microbial interaction and the
resultant inflammation and bone resorption that are hallmarks of this conditions in
humans. Periodontal disease was induced in mice by injection of 30 ug LPS of
Escherichia coli, carried out 3x / week for 4 weeks. Controls received injections of the
same volume of vehicle (PBS). Administration of CMC2.24 (1, 3, 10 and 30mg / kg)
was performed daily (starting the day before the first LPS/PBS injection) by oral
gavage (1, 3, 10 and 30 mg/Kg) during the whole experimental period.
Immunohistochemical detection of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) was
used to identify osteoclasts in the area of interest; the inflammatory infiltrate was
assessed by stereometric/morphological analysis in H/E-stained sections; expression
of candidate inflammatory cytokines in the gingival tissue determined by RT-PCR and
the extent of inflammatory bone resorption quantitated macroscopic analysis of the
area of exposed root surface and also by computed microtomography. In in vitro
experiments, murine macrophages were stimulated with periodontal disease-
associated microorganisms in the presence and absence of CMC2.24 (1, 3, 10 and 30
uM). Gene expression was assessed by RT-PCR and ELISA; phagocytic activity was
studied by immunocytofluorescence and production of reactive oxygen species was
determined by a biochemical assay using a ROS-substrate that emit fluorescence
upon cleavage. In vivo, administration of CMC2.24 significantly reduced the
inflammatory infiltrate, and the number of osteoclasts starting at the 3 mg/Kg dosage;
whereas inflammatory bone resorption was significantly inhibited already at the 1
mg/Kg dosage. In vitro, pre-treatment of macrophages with CMC2.24 markedly
inhibited the production of TNF and IL-10 after microbial stimuli. CMC2.24 also
inhibited phagocytic activity and stimulated production of ROS. We conclude that
CMC2.24 at low doses (3 mg/Kg) has therapeutic potential for application in periodontal
disease, due to inhibition of microbial-related inflammation.

Keywords: Periodontics. Curcumina. Bone resorption.
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1 INTRODUCAO

1.1 Curcumin: caracteristicas e atividades bioldgicas

Curcumin é um polifenol amarelo extraido do rizoma (Figura 1b) de uma
planta tropical do Sudeste da Asia, (Bisht et al.’?, 2011), do tipo herbacea
pertencente a familia das Zingiberacea, a Curcuma longa (Figura l1a). Esse
composto € largamente utilizado como condimento e agente colorante (Jacob et
al.?, 2007).

Figura 1 - Curcumin. Curcuma longa (1a) e polifenol amarelo extraido do rizoma (1b).

Fonte: www.plantamundo.com

Com a massa molecular de 368,38 g/mol e ponto de fusdo entre 179-183°C, o
Curcumin apresenta-se como um po6 praticamente insolivel em agua e éter, mas é
dissolvido em metanol, etanol, acetona, dimetilformoldeido (DMF), dimetilsuféxido
(DMSO), cloroférmio, acetonitrila (ACN), entre outros (Chignell et al.'4, 1994). Sua
estabilidade em meio aquoso melhora em pH alto (acima de 11.7), e embora alguns
de seus componentes tenham se mostrado sensiveis a luz, os efeitos combinados
de ar e luz ndo se mostraram deletérios (Goel et al.?%, 2008).

Possui multiplas ac6es biolégicas, incluindo acbes anti-inflamatoria, antioxidante,
anti-angiogénica, imunomodulatéria, citotdxica, antimicrobiana e pr6- ou anti-
apoptotica. Sua aplicacdo terapéutica vem sendo intensamente avaliada em
modelos pré-clinicos e estudos clinicos de varias doencas (Sharma et al.*3, 2005;
Maheshwari et al.®8, 2006). Para aplicacdes terapéuticas, sua administracdo pode


http://www.plantamundo.com/
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ocorrer por via intraperitoneal (Swarnakar et al.#¢, 2005), intravenosa (Zou et al.>*,
2013) ou oral (Guimardes et al.?’, 2011).

Estudos indicam que o curcumin tem valor terapéutico contra doencas crénicas,
como: neoplasias, doencas neuroldgicas, cardiovasculares, pulmonares (Aggawal et
al.l, 2003; Aggarwal, Sung?, 2009; Ammon, Wahl®, 1991), devido a sua interferéncia
nas vias de sinalizacéo do ciclo celular (Anand et al.”, 2008).

A acdo do curcumin foi avaliada em estudo prospectivo feito em 25 pacientes
diagnosticados com diferentes tipos de cancer. Esses pacientes receberam doses
gradativas de Curcuma entre 500 mg até 12 g ao dia durante 3 meses e nao foi
observada toxicidade até a dose de 8 g ao dia. Foi observada melhora histolégica das
lesdes potencialmente malignas em 7 pacientes. Portanto, a curcuma apresentou um
efeito biolégico na quimioprevencgdo sem apresentar toxicidade (Cheng et al.13, 2001).
Em modelo pré-clinico de cancer em ratos, a administracao oral de curcumin suprimiu
o crescimento tumoral, ndo apresentando toxicidade (Wilken et al.®, 2011). Um estudo
do nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade quimiopreventiva do curcumin
administrado sistematicamente na carcinogénese oral induzida por Oxido de
nitroquinolina (4NQO). A administracdo de curcumin a 100mg//kg durante 12 semanas
diminuiu a expressédo de PCNA, Bcl-2, SOCS1 e STAT3 e diminuiu a expressao de
genes associados com EMT (Gongcalves et al.?3, 2015)

Em avaliagdes in vivo, curcumin foi promissor na terapia do céncer, uma vez
gue provocou o aumento de células em apoptose através do aumento da atividade da
caspase-3 (Dai et al.'8, 2013). As caspases sdo um grupo de proteases baseadas em
cisteinas que sdo essenciais para a apoptose celular, a caspase-3 cliva outros
substratos protéicos da célula resultando no processo apoptético, sendo conhecida
como caspase efetora.

Com o objetivo de prevenir a resisténcia a insulina e diminuir obesidade e massa
gorda em camundongos, suplementacédo de curcumin foi adicionado a uma dieta de
alto teor lipidico, resultando em uma diminuicdo da lipogénese no figado e na
inflamacdo nos adipdcitos (Shao et al.*?, 2012). Além disso, outros estudos sobre
diabetes e curcumin mostraram que ratos diabéticos tratados com curcumina
incorporada ao iogurte, durante 31 dias na dose de 90 mg/kg, apresentavam melhores
parametros fisiologicos e bioquimicos se comparados aos ratos diabéticos tratados

com agua ou iogurte (Gutierres et al.?®, 2011).
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Estudos mostraram que o curcumin € capaz de inibir o fator nuclear Kappa B
(NF-kB) (Aggarwal, Shishodia® 2004), que esta envolvido na expressdo de genes
ligados com a promocdo de tumores, angiogénese, metastase e resisténcia aos
farmacos antitumorais (Garg, Aggarwal'®, 2002). O NF-kB é um dos principais fatores
de transcricdo encontrado em mamiferos (Hoffman et al.*°, 1999; Bremner, Heirich!?
2002), e participa da regulacdo de mais de 200 genes envolvidos com diversas
funcdes celulares e, notoriamente, com inflamacéo (Pereira, Oaskley et al.*?, 2008).

O efeito do curcumin na osteoclastogénese mostrou que osteoclastos induzidos
por RANKL foram formados tanto na sua presenca como na sua auséncia. O numero
de osteoclastos, porém, diminuiu com o aumento na concentragédo de curcumin (Bharti
et al.?, 2004).

Além disso, por reduzir as espécies reativas de nitrogénio e de oxigénio (RNS e
ROS), o curcumin diminui a gravidade da leséo celular (Aggarwal et al.?, 2006).

As limitagBes da eficicia do curcumin in vivo sdo atribuidas a sua mé solubilidade
em veiculos aquosos e baixa taxa de absor¢do no trato gastrointestinal (Anand et al.b,
2007). Sua insolubilidade em agua dificulta sua aplicacdo em meios bioldgicos. Varios
veiculos para o aumento da biodisponilidade estdo sendo desenvolvidos e testados
usando diferentes técnicas de encapsulacdo envolvendo nano e microparticulas de
caseina, proteina de soja, lipossomo, 6éleo de milho e etc (Mohanty, Sahoo?®’, 2010).
Alguns estudos de farmacocinética em animais demonstraram que a
biodisponibilidade oral de curcumina é de apenas 1% em ratos (Yang et al.%°, 2007).
O curcumin tem sido administrado com adjuvantes, como a piperina, com o intuito de
diminuir sua rapida metabolizacdo intestinal e aumentar sua concentracao

plasmatica.

1.2 Curcumin e doencga periodontal

A doenca periodontal é uma doenca com etiologia microbiana, iniciada pela
interacdo do biofilme bacteriano com a resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro.
Esta condicéo € influenciada por fatores ambientais e sistémicos, como o tabagismo
e o diabetes (Shlossman et al.*4, 1990; Page, Kornman?3°, 1997; Haffajee et al.%,
2001).
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Histopatologicamente, trata-se de uma infec¢cdo cronica do periodonto que
compromete os tecidos ndo-mineralizados e mineralizados circundando os dentes,
caracterizada pela degradacdo das fibras colagenas e como reabsorcdo do 0sso
alveolar. Citocinas inflamatorias, bem como os fatores de transcricdo NF-kB e AP-1,
além das MAPKinases, todos fatores modulados pelo curcumin, tem importante
papel na patogénese das doencas periodontais (Holt et al.3!, 2005; Kirkwood et al.®®,
2007).

O efeito do curcumin sobre a modulacdo da doenca periodontal
experimentalmente induzida in vivo foi avaliada a primeira vez pelo nosso grupo de
pesquisa. A administracdo oral de curcumin foi capaz de inibir significativamente a
degradacédo do tecido conjuntivo e da matriz de colageno, reduzindo o nimero de
células inflamatdrias e a producdo de mediadores inflamatdrios a niveis semelhantes
aos do grupo controle, efeitos associados a acao inibitéria do curcumin sobre a
ativacdo de NF-kB. (Guimaraes et al.?’, 2011).

Curcumin inibiu a osteoclastogénese induzida por RANKL in vitro, reduzindo
também a atividade dos osteoclastos. In vivo, em modelo pré-clinico, a administracédo
do curcumin reduziu o numero de células mononucleadas em doenga periodontal.
Nosso estudo anterior com uma forma quimicamente modificada de curcumin
(CMC2.24) reduziu a atividade de osteoclastos, indicada pela reducéo da expressao
de MMP-9 nas culturas celulares (Curylofo'®, 2014).

O curcumin, além de apresentar propriedades anti-inflamatérias ja
mencionadas, também favorece o reparo do tecido conjuntivo ndo-mineralizado por
meio do aumento na deposicao de colageno, angiogénese e densidade de fibroblastos
(Jagetia et al.33, 2005).

Em estudos mais recentes do nosso grupo de pesquisa, a administracao oral
de curcumin modulou a resposta do hospedeiro utilizando modelo de doenca
periodontal induzida por LPS em roedor, diminuindo a inflamacéo, com agéo potente
na reducdo da prevaléncia de células polimorfonucleares. Também se observou
diminuicdo na apoptose de ostedcitos e de células presentes nos tecidos gengivais,
tanto na presenca quanto na auséncia de inflamacéo induzida por LPS; além de inibir
efetivamente a osteoclastogénese induzida por RANKL in vitro (Curylofo®, 2014).

N&o apenas a diferenciagdo e atividade, mas também a sobrevivéncia dos
osteoclastos € reduzida por curcumin. Experimentos in vitro demonstram que 0O

tratamento de osteoclastos com 10 puM de curcumin por 12 horas produziu
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alteracdes morfologicas indicativas de apoptose, como condensacédo da cromatina e
fragmentacdo nuclear, o que foi relacionado a potente acéo inibitéria de NF-kB
(Ozaki et al.38, 2000).

Coletivamente, estes efeitos do curcumin sobre a inflamacéo, processo de
reparo e a diferenciacdo, atividade e sobrevivéncia de osteoclastos sugerem um

bom potencial para sua aplicacéo terapéutica nas doencas periodontais.

1.3 CMC2.24: Composto sintético baseado no curcumin

A sintese de compostos quimicamente modificados a base de curcumin é
uma estratégia para a superacdo das limitacbes farmacocinéticas do composto
natural. Além da melhora das propriedades farmacocinéticas, os analogos sintéticos
do curcumin podem também favorecer as propriedades farmacoldgicas, enquanto
mantém o padrdo de seguranca e auséncia de citotoxicidade do composto natural. A
variabilidade de resultados nos estudos utilizando curcumin natural pode ser devido
a mistura de ésteres do curcumin. Existem formas do curcumin que apresentam efeitos
pré-inflamatérios e citotoxicos, e outras com efeitos predominantemente anti-
inflamatérios. O CMC2.24 é constituido primariamente de bis-dimetoxi-curcumin,
forma associada a efeitos anti-inflamatorios, mantendo um padrédo de seguranca e
auséncia de citotoxicidade similar ao composto natural (Curylofo!®, 2014).

Como o0s aspectos positivos do curcumin, como sua potente acao
antiinflamatoria e virtual auséncia de toxicidade e efeitos colaterais, suportam o
interesse em suas acg0des terapéuticas, os laboratorios da State University of New York
at Stony Brook desenvolveram versfes sintéticas quimicamente modificadas do
curcumin (CMCs, chemically-modifed curcumins) com objetivo de melhorar suas
propriedades farmacoldgicas e bioldgicas. Existem relatos de variacbes importantes
nas propriedades bioldgicas dos CMCs, com alguns compostos mais potentes e outros
menos efetivos em comparacédo ao composto natural (Anand et al.8,2008).

CMC2.24 utilizado nesta proposta apresenta baixa toxicidade e potente acao
inibitéria de metaloproteases de matriz (matrix metalloproteinases, MMPs) que formam
um grupo de enzimas com a habilidade comum de degradar varios componentes da

matriz extracelular.
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E importante destacar que compostos imunomoduladores eficientes e de baixa
toxicidade sédo de grande interesse para aplicacoes terapéuticas em diversas doencas

e condicdes associadas a inflamacgéo e resposta imune.

Estudos anteriores do nosso grupo, mostraram que a dose de 30 mg/Kg foi

capaz de reduzir significativamente a reabsorcdo Ossea inflamatoria e o numero de

osteoclastos presentes nas proximidades do osso alveolar (Elburki et al.l’, 2014).
O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dose-resposta do composto sintético
anélogo ao curcumin (CMC2.24) em diferentes doses (1mg, 3 mg, 10 mg, 30 mgQ)
sobre o processo inflamatério e osteoclastogénese em modelo de doenca in vivo e in
vitro, para analisar qual € a dose minima necessaria para que o composto tenha o efeito
biolégico esperado. A verificacdo do efeito dose-resposta pode ter importantes
implicagBes no aspecto farmacoldgico/biolodgico, uma vez que nem sempre o efeito é
diretamente proporcional a dose; e também implicacbes no aspecto
econdmico/seguranca, uma vez que € possivel que doses menores tenham o mesmo

efeito biologico desejavel.
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2 PROPOSICAO

A hipétese principal desta pesquisa é que existe um efeito dose-resposta do
CMC2.24 administrado sistemicamente sobre o turnover do tecido 6sseo durante os
processos de progressdo e reparo da doenca periodontal. Como hipdtese
secundéaria, a concentracdo do CMC2.24 também pode ter influéncia na modulacdo da
resposta celular de macrofagos in vitro. Sendo assim, os objetivos especificos desse
trabalho séo:

1) Determinar, em modelo in vivo de doenca periodontal experimental, a acdo de
CMC2.24 administrado em diferentes concentracdes (1, 3, 10, 30 mg/Kg) na
reabsorcdo Ossea inflamatéria, nimero de osteoclastos e niumero de células
inflamatérias, além da expressédo de genes inflamatorios no tecido gengival;

2) Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes (1, 3, 10, 30 uM) de CMC2.24
in vitro sobre a expressdo génica, atividade fagocitaria e producdo de ROS
por macrofagos.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Obtencado e manutencédo dos animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados 36 ratos Holtzman (Rattus
norvegicus albinus Holtzman) machos e adultos com peso entre 190 e 220 gramas.
Esses animais foram alojados sob condi¢Bes isentas de agentes patolégicos no
biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara, de acordo com o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Comissé&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) dessa InstituicAo, que aprovou o protocolo deste
experimento no dia 17 de agosto de 2014 — Proc CEUA n° 15/2014 (Anexo A). Os
animais foram acomodados em grupos de 3 a 4 em gaiolas de prolipropileno, em
estante isoladora em condi¢ées SPF com temperatura (21 £ 1° C) e umidade (65-
70%) controladas, além de ciclo de iluminacdo (12 horas de luz/ 12 horas de
escuro). Receberam alimentacéo granulada (Labina/Purina) e agua ad libitum, sendo
pesados semanalmente. A limpeza das caixas era feita 3 vezes na semana e o controle

de racdo/agua era realizado diariamente.

3.2 Administracdo dos compostos e inducdo da doenca periodontal por injecao
de LPS/PBS

O composto testado, CMC2.24, foi preparado e fornecido por meio de acordo
de transferéncia de material (MTA — Material Transfer Agreement) assinado com o
grupo do Dr. Lorne M. Golub, Departament of Oral Biology and Pathology, State
University of New York at Stony Brook (NY USA). O CMC2.24 foi dissolvido em
carboximetilcelulose 2,5% e administrado aos animais por via oral, diariamente, nas
dosagens de 1, 3, 10 e 30mg/kg de peso corporal (dosagens ajustadas segundo a
pesagem semanal dos animais), uma vez ao dia durante os 28 dias de experimento.
O preparo (dissolugcdo) do CMC2.24 foi realizado sempre imediatamente antes da
administracdo aos animais. Nesse periodo, 0 grupo controle recebeu apenas o
volume de veiculo (carboximetilcelulose 2,5%) equivalente ao administrado na maior
dose de CMC 2.24 (grupo controle-veiculo).

No dia seguinte ao inicio da administracdo do CMC2.24 (ou do mesmo
volume de carboximetilcelulose no grupo controle-veiculo), foi iniciada a inducéo da
doenca periodontal. Nesse estudo, foi utilizado modelo de indugcédo de doenca
periodontal por injecdo de lipolissacarideos de Escherichia coli (LPS) na regiao

palatina e como controle negativo foi usada a injecdo do mesmo volume de tampao
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fosfato (PBS) utilizado na diluicdo do LPS. A injecdo de LPS nos tecidos gengivais é
um modelo experimental amplamente utilizado, inclusive pelo nosso grupo de
pesquisa (Graves et al.?*, 2012; Elburki et al.l’, 2014; Guimardes et al.?’, 2011;
Curylofo'®, 2014), para a inducdo de inflamacédo associada a reabsorcdo do 0sso
alveolar.

Para realizar as injecdes, os ratos eram submetidos a anestesia geral pela
inalacdo de uma mistura de isofluorano/oxigénio (4kgf/cm?).

Trés vezes por semana foram realizadas injecbes de 30 pug de LPS de
Escherichia coli (strain 055:B55, Sigma Chem Co.) diluido em PBS (concentracdo de
10mg/mL). Em cada regiéo foi utilizado um volume total de 3pL, injetados no tecido
gengival palatino, proximo a margem gengival entre 1° e 2° molares superiores
esquerdos e direitos (Figura 2) utilizando uma microseringa do tipo Hamilton com

agulha customizada de gauge 30 e comprimento de 0,6 cm (Agilent).

Figura 2 - Diagrama representando o local das inje¢Bes bilaterais e foto ilustrativa do procedimento (&
direita do esquema)

Fonte: Fonte prépria

Em um periodo de 4 semanas (28 dias) foram realizadas 12 injecfes, num
total de 360 pg de LPS aplicados em cada sitio. O grupo controle recebeu inje¢do do
mesmo volume (3 pL) do veiculo de diluicdo do LPS (PBS). As injecbes eram

realizadas no lado esquerdo e também no lado direito do animal (Figura 3).
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Figura 3 - Grupos experimentais segundo a injecdo e o composto administrado.

Experimental groups (total n = 36 rats - 6 rats/group)
PBS/PBS + no treatment (negative control)
LPS/LPS + carboxymethylcellulose vehicle (positive control)
LPS/LPS + 1 mg/Kg/day CMC 2.24
LPS/LPS + 3 mg/Kg/day CMC 2.24
LPS/LPS + 10 mg/Kg/day CMC 2.24
LPS/LPS + 30 mg/Kg/day CMC 2.24 (treatment control)

O 0 OO0 OO

Fonte: Fonte propria
3.3 Eutanéasia dos animais, obtencdo de amostras e delineamento experimental
Apoés 28 dias do inicio de doenca periodontal e 29 dias apds o inicio da
administracdo oral do CMC2.24 ou veiculo, os animais foram eutanasiados por dose

letal de anestésico. A cronologia do experimento esta representada na Figura 4.

Figura 4 - Representacéo esquematica do desenho experimental in vivo.

CMC 2.24 / vehicle administration

L 4

Bilateral PBS or LPS injections

»

01 15 23 Days

Sacrifice

Fonte: Fonte prépria

Cada animal foi anestesiado com 0,5 mL de anestésico, sendo 0,3mL de
ketamina e 0,2 mL de xilazina antes de ser sacrificado. Apoés certificarmos que o animal
estava anestesiado, mais 0,2 mL de xilazina foi injetado no coragao para que houvesse
a eutanasia.

Imediatamente foram dissecadas as hemi-maxilas dos animais. O tecido
gengival na area em que foram realizadas as injecdes foi cuidadosamente dissecado
de um lado da maxila de todos os animais. Esses tecidos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido, sendo armazenados a -80°C até o momento da
extracdo do RNA. Apos a remocéo do tecido gengival, a hemimaxila foi armazenada

em alcool para posterior analise da extensdo da reabsor¢cado 0ssea inflamatoria por
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meio da coloracdo da superficie radicular com azul de metileno e também por
microtomografia computadorizada (UCT). O lado contralateral da maxila (em que nao
foi dissecado o tecido gengival) foi armazenado em paraformaldeido 4%, por 24 horas,
lavado e transferido para solucédo de EDTA (acido etileno-diamino tetracético)

0.5 M, pH 8.0 para descalcificacdo durante 2 meses, sendo a solucdo de EDTA
renovada a cada 3 dias. ApOs confirmada a descalcificacdo por avaliacdo da textura
da peca com agulha hipodérmica em &rea nédo relevante da amostra, as pecas foram
submetidas ao processamento histolégico de rotina para inclusdo em parafina e
posterior obtencdo de cortes histolégicos semi-seriados (4 pum de espessura) no
sentido vestibulo-lingual (plano frontal), utilizados nas analises
histoldgica/estereométrica (corados com hematoxilina e eosina) e
imunohistoquimica.

3.4 Microtomografia computadorizada (UCT)

Para a microtomografia computadorizada as pecas foram conservadas em
estado ndo descalcificado em etanol a 70% até o momento da analise, que foi
realizada pela varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia
computadorizada (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003). As
imagens tridimensionais foram geradas pelo microtomografo SkyScan utilizando
cortes de 18um (50Kv e 500mA, atenuacao em filtro de aluminio de 0.5 mm). Apés a
binarizacdo das imagens em tons de cinza, as imagens obtidas pela projecdo dos
raios-X nas amostras foram reconstruidas tridimensionalmente pelo software
NRecon (SkyScan, versdo 1.4.4 64-bit). Foram analisadas 6 hemi-maxilas (1 de
cada animal) para cada grupo experimental.

Inicialmente as imagens foram reorientadas espacialmente nos trés planos
(Figura 5) de forma padronizada utilizando sempre 0os mesmos pontos de reparo
anatbmicos utilizando o software DataViewer (Skyscan). Com o software CT
Analyser (Skyscan), foi estabelecido um limite de contraste (threshold 255-80 na
escala de tons de cinza) para distinguir tecidos mineralizados de ndo-mineralizados.
Para a determinacdo da regiao de interesse (ROI), duas medidas foram realizadas,
assim maximizando a quantificacdo do 0sso, minimizando a inclusdo de dentes e
raizes e usando o minimo de marcacdes possiveis, o0 ROI foi delimitado no sentido
mesio-distal a partir da face distal da raiz mesial do 1°. molar até a face mesial da
raiz distal do segundo molar; no sentido cervico-apical do teto da furca do primeiro

molar até o final das raizes. Assim, toda a area 6ssea da regido interproximal e
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regido de furca do segundo molar foi envolvida na ROI. Esta regido foi analisada por
ser o local onde as injecdes foram feitas.

Os valores foram fornecidos como a proporcdo ou percentual de tecido
mineralizado na regido de interesse. As andlises foram realizadas por um

examinador previamente treinado e “cego” para 0s grupos experimentais.

Figura 5 - Planos de orientacdo para analise de microtomografia computadorizada. Visualizacdo dos
trés eixos de orientacdo da peca anatbmica. A: Plano coronal, B: Plano transaxial/frontal, C: Plano
sagital/mesio-distal. No plano sagital pode-se visualizar, nitidamente, o primeiro e segundo molares.
No plano transaxial observa-se as duas raizes distais do primeiro molar e no plano coronal, as raizes
do primeiro e segundo molares.

Fonte: Fonte prépria

3.5 Azul de metileno

As pecas destinadas a quantificagdo da reabsorcdo inflamatoria do osso
alveolar por meio da técnica complementar de coloracdo com azul de metileno foram
mantidas em solucdo de peroxido de hidrogénio por 24 horas e limpas por friccao
vigorosa com compressas de gaze para remoc¢do do tecido mole remanescente e
entdo coradas com azul de metileno. A solugao de azul de metileno foi preparada com
a adicdo de 0,7g do corante dissolvidos em 50 ml de etanol a 95% com
posterior diluicdo de 2,5 ml dessa solucdo em 47,5 ml de agua (0.7 mg/mL de azul

de metileno) e manutengao das pecas no corante durante 5 minutos. Em seguida, a
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face lingual das pecas foi fotografada em estereomicroscopio (Leica HZ6 -
magnificacdo de 4x) e as mesmas analisadas por um examinador treinado e cego para
0S grupos experimentais (todos os animais dos grupos foram analisados). Assim,
a regido compreendida entre o inicio da raiz do primeiro molar superior e a segunda
raiz do segundo molar superior foi considerada para a mensuracdo da area de perda
0ssea, compreendida entre a juncdo cemento esmalte e 0 0sso alveolar. A area corada
pelo azul de metileno corresponde a superficie radicular exposta (o esmalte dental ndo
€ corado pelo azul de metileno) e corresponde diretamente a extensdo da reabsorcao
o0ssea que foi analisada histomorfometricamente utilizando o programa ImageJ (NIH

Image).

3.6 Imunohistoquimica — Fosfatase Acida Tartaro-Resistente (TRAP)

Para identificar e quantificar os osteoclastos localizados nas proximidades do
0sso alveolar, os cortes histolégicos foram desparafinizados em xilol, reidratados em
concentracfes decrescentes de etanol (100/90/70%) até a agua destilada e
posteriormente incubados em peréxido de hidrogénio (2%) durante 30 minutos para
inativacdo da atividade de peroxidase enddgena nos tecidos. Os cortes foram
lavados em agua destilada e incubados por 2 horas com solucédo de BSA 3%
(X0909, Dako) para bloquear interac6es nao especificas do anticorpo primario via
porcdo Fc da imunoglobulina. Apds nova lavagem dos cortes em agua destilada, os
cortes foram incubados com anticorpo policlonal de cabra especificos para a enzima
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) (sc-30833, Santa Cruz
Biotechnology). O anticorpo primario foi diluido 1:100 em PBS e deixado sobre os
cortes por 18 horas “overnight” a 4°C em um compartimento umidificado. Apds a
reacao do anticorpo primario este foi removido por aspiracdo, os cortes foram
lavados com PBS e incubados com anticorpo secundario anti-cabra produzido em
porcos e biotinilado. Os anticorpos secundarios foram (LSAB-2 Dako Cytomation).
Apdbs remocao por aspiragdo e nova lavagem em PBS, os cortes foram incubados
com estreptavidina conjugada a HRP por 20 minutos e em seguida foi acrescentado
o substrato DAB (3.3’ diamino-benzidina) por 1 minuto e 20 segundos. Ao final do
protocolo de marcagao, os cortes foram contra-corados com hematoxilina (Carrazzi,
Sigma) por 2 minutos e deixados secar a temperatura ambiente por 2 horas e em
seguida recobertos com as laminulas montadas com permount. Apds esse processo

foram observados em microscoépio de luz (Leica DM 2500, Wetzlar, Alemanha) na
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magnificacdo de 200 X, mantendo-se constante os parametros de captura de
imagem (brilho, contraste e tempo de exposicao).

Para quantificacdo de osteoclastos, 4 animais por grupo foram analisados,
sendo 18 cortes semi-seriados (3 diferentes regibes no sentido mesio-distal, com
espagcamento de 180 uM entre a primeira e Ultima regido analisada) por animal. Foram
contadas as células localizadas proximas ao osso alveolar, marcadas positivamente
para TRAP e contendo 3 ou mais nucleos. A area determinada para contagem foi
estabelecida através de uma reta de 600um tracada a partir da porcao apical do

epitélio juncional em direcédo ao centro do palato (Figura 6).

Figura 6 - Fotomicrografia mostrando corte de maxila submetido a reacado de imunohistoquimica e
contra-corada com hematoxilina para deteccéo de células TRAP positivas. As linhas em vermelho
representam os limites considerados em cada contagem de células. A contagem foi feita seguindo todo

o contorno do osso até a regido de furca. As medidas foram determinadas por meio de um software

(Leica Application Suite 3.8, Wetzlar, Alemanha).

Fonte: Fonte propria
A analise da contagem do numero de células TRAP-positivas nesta area de
interesse foi feita por examinador treinado sem conhecimento dos grupos

experimentais.
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3.7 Estereometria

A andlise estereométrica do processo inflamatorio foi realizada em cortes corados
com hematoxilina e eosina com o auxilio de um microscépio de luz (Leica DM 2500,
Wetzlar, Alemanha) na magnificacdo de 200 X. A técnica estereométrica de contagem
foi empregada nos tecidos para avaliar a propor¢cao de componentes teciduais em um
plano bidimensional por microscopia. Este procedimento permite a avaliacdo quantitativa
do processo inflamatério, de acordo com o protocolo descrito por Odze et al. (1996).
Para esse procedimento, 4 animais de cada grupo foram analisados, usando um total de
9 laminas, ou 27 cortes semi-seriados por animal.

A regido de interesse para obtencdo das imagens em magnificacdo de 200 X foi
determinada inicialmente em imagens obtidas na magnificagdo de 40X, nas quais foi
tracada uma reta de 600 um Leica Application Suite 3.8, Wetzlar, Alemanha) a partir da
regido apical do epitélio juncional em direcdo ao centro do palato, sendo registrado um
ponto de referéncia no tecido conjuntivo (vaso sanguineo ou célula). Utlizando este
ponto de referéncia determinado na imagem com magnificacdo de
40X, avaliou-se todo o campo microscopico visualizado em aumento de 200 X.
(Figura 7).
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Figura 7 - Limite para analise de estereometria. Imagem de corte corado com H/E no aumento de 40X

com a reta tracada e uma representacdo da &rea avaliada (campo microscépico) no aumento de
200X.

Fonte: Fonte propria

As células presentes no campo microscopico no aumento de 200X foram
classificadas segundo seu tamanho e morfologia nuclear em células mononucleares,
polimorfonucleares e fibroblastos.

3.8 PCR convencional — tecido gengival

O tecido gengival dos animais removido durante a eutanasia dos animais foi
armazenado em temperatura de -80°C até o momento da extracdo do RNA. Para esse
experimento, foram usadas 4 amostras de cada grupo.

O RNA total foi extraido com sistema de colunas de afinidade para isolamento e
purificacdo do RNA total, incluindo o tratamento com DNAse (RNAqueous-4-PCR,
Ambion). Apo6s quantificacdo do RNA total em espectrofotbmetro UV de
microvolumes (Nanovue, GE Health Sciences), 100 ng de RNA total foram utilizados
para a sintese de cDNA, utilizando random hexamers como primers e moloney leukemia
virus reverse transcriptase, segundo as instru¢ées do fornecedor do kit (High Capacity
Reverse Transcription kit, Applied Biosystems). Foram utilizadas amostras de RNA

provenientes do tecido gengival de 4 animais diferentes por grupo experimental.
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A reacdo de PCR convencional inicialmente foi otimizada para cada par de

primers, considerando a concentracdo de cloreto de magnésio, temperatura de
anelamento e numero de ciclos. Foram utilizados primers desenhados com o algoritmo
Primer-BLAST para deteccéao do gene-alvo Il 1b e do gene constitutivo Gapdh de ratos
(Tabela 1).

Tabela 1 - Informacdes sobre os primers pré-otimizados para PCR semiquantitativo (Promega Gotaq
Flexi).

Gene Sequéncia (5’ - 3’) Ciclos Ta Concentracao
Alvo (°C) |de Cloreto de
Magnésio (mM)

Gapdh GTCAGTGGTGGACCTGACCT 30 52° 1,5
AGGGGTCTACATGGCAACTG

Il 1b GACCTGTTCTTTGAGGCTGA 36 55° 1,5
CGTTGCTTGTCTCTCCTTGT

Fonte: Fonte prépria

As reacdes de PCR foram realizadas em termocicladora MyCycler (Bio-Rad)
em um volume de 25 pL/amostra utilizando reagentes obtidos comercialmente (GoTaq
Green, Promega Corp).

Os produtos da reacdo de PCR foram submetidos diretamente a eletroforese
horizontal em gel de agarose (55 V constantes, por 60 min) em tampdo TBE. Ao
preparo do gel de agarose na concentracao de 1,5%, acrescentou-se 0.5 pg/mL de
brometo de etideo para possibilitar a visualizacdo do DNA dupla-fita (produtos da
reacdo de PCR) sob transiluminacdo UV em sistema de documentacéo digital (Bio-
Rad Gel Doc Xr,Bio-Rad Lab.).

3.9 Expressao génica em macré6fagos — PCR convencional

Nos experimentos in vitro, utilizamos a linhagem de macrofagos murinos Raw
264.7 plagueados em placas de 6 pocos na concentracdo de 5x10° células por poco.
Os experimentos foram repetidos 3 vezes, de forma independente e utilizando
passagens diferentes da linhagem celular (passagens 10 -17). O tratamento das
culturas com CMC2.24 foi realizado um minimo de 4 h apds o plagueamento para
possibilitar a adesao das células ao substrato plastico. Foram utilizadas diferentes

concentragbes de CMC2.24: 1, 3, 10 e 30 uM. Como controle-veiculo, foi utilizado
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um volume de DMSO (veiculo) correspondente ao maior volume utilizado de CMC2.24.
Uma hora apos o tratamento com CMC2.24 ou veiculo, foram realizados os estimulos
com 1 ug/mL LPS (E. Coli, sorotipo 055:B55), 50 ug/mL de PMA (forbol-miristil
acetato) e Porphyromonas gingivalis inativadas por calor (Pg, ATCC

#38277) na proporcdo 10:1 (bactérias : células).

ApOs 24 horas, procedeu-se a lise das células e extragdo do RNA total utilizando
sistema de colunas de afinidade com tratamento para eliminacdo de DNA gendémico
segundo o protocolo do fornecedor dos reagentes (RNAqueous- 4PCR kit, Ambion).
Em seguida, a quantificacdo do RNA foi feita em espectofotdbmetro de microvolumes e
a sintese do cDNA realizada utilizando 100 ng de RNA total, como descrito
anteriormente. Foi determinada a modulacdo da expressdo génica de IlI-

10 e Tnfa por meio de PCR convencional.

A reacdo de PCR convencional inicialmente foi otimizada para cada par de

primers, considerando a concentracdo de cloreto de magnésio, temperatura de

anelamento e numero de ciclos (Tabela 2).

Tabela 2 - InformagBes sobre primers pré-otimizados para PCR semiquantitativo (Promega Gotaq
Flexi).

Gene-alvo Ciclos Ta (°C) Concentracdo de
Cloreto de

Magnésio (mM)

Gapdh 26 52 1,5
Tnfa 30 54 2,0
1110 30 54 2,0

Fonte: Fonte propria

As reacdes de PCR foram realizadas em termocicladora MyCycler (Bio-Rad)
em um volume de 25uL/amostra utilizando reagentes obtidos comercialmente
(GoTaq Green, Promega Corp).

Os produtos da reacdo de PCR foram por eletroforese horizontal em gel de
agarose (60 V contantes, por 60 min) em tamp&o TBE. Ao preparo do gel de agarose
na concentracdo de 1,5%, acrescentou-se 0,5ug/mL de brometo de etideo para
possibilitar a visualizacdo do DNA dupla-fita (produtos da
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reacdo de PCR) sob transiluminacdo UV em sistema de documentacdo digital
(BioRad Gel Doc Xr, Bio-Rad Lab.).

3.10 Atividade fagocitaria

Para o experimento de atividade fagocitaria, as células Raw 264.7 foram
plagueadas em placas de 96 pocos com a concentracdo de 1x10° células por poco,
em duplicata. Foram realizados 3 experimentos independentes com passagens
diferentes das linhagens celulares. Apés 4 horas para possibilitar a adesao das células
ao substrato plastico, estas foram tratadas com CMC2.24 nas concentracdes de 1, 3,
10 e 30 uM (ou o volume do veiculo DMSO correspondente ao maior volume utilizado
de CMC2.24) por 1 hora. Ao final deste periodo, o meio de cultura foi removido por
aspiracdo e 100 pL de particulas bacterianas marcadas com fluoréforo vermelho
(E.coli Bioparticles® conjugate for phagocytosis, Life Technologies) suspensas em
PBS na propor¢cédo 10:1 (bactérias:células) foram acrescentadas. Apos 2 horas, as
bactérias foram removidas por aspiracao, as células lavadas gentilmente com 200 uL
de PBS e fixadas com paraformaldeido 2.5% por 1 minuto a temperatura ambiente
(Cytofix, BD Biosciences).

A placa de 96 pocos foi armazenada protegida da luz por 12 horas a 4°C,
apos ser lavada com PBS gentilmente, duas vezes. Para o periodo de armazenamento
foi adicionado PBS em cada poc¢o para que este ndo secasse. Apds
12 horas, os pocos foram permeabilizados em 2% de saponina (BD Perm/Wash) por
15 minutos em temperatura ambiente.

A marcacdo da actina do citoesqueleto foi feita com 5 ug/mL de Faloidina
conjugada a AlexaFluor 488 (Molecular Probes, cat# A12379 — Life Technologies)
por 40 minutos ao abrigo da luz, seguida da marcacdo do DNA genbémico com 2.5
ug/mL de DAPI para possibilitar a visualizagcdo do nucleo celular (Sigma-Aldrich Co,
D9542) por 5 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As células foram
novamente lavadas com PBS e visualizadas em microscopio invertido de fluorescéncia
(Evos fl, AMG Micro). Um examinador treinado e cego para 0S grupos experimentais
realizou a contagem de células com e sem particulas bacterianas em seu interior em
5 campos aleatorios na magnificagdo de 200X por pogo.

3.11 Producéao de ROS
As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e para a adesdo das

células ao substrato plastico, 4 horas foram aguardadas.
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A producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada por meio de
ensaio utilizando substrato soltvel absorvido passivamente por células vivas que sofre
oxidacdo na presenca de espécies de oxigénio reativas presentes no citoplasma
e passa a emitir fluorescéncia quando excitado por luz no comprimento de onda de
488 nm (ROS - CellROX Green, Molecular Probes — Life Technologies). Brevemente,
as células foram 'carregadas’ com este reagente (40 uM) por 1 h previamente
ao tratamento com CMC2.24 (1, 3, 10 e 30 uM) ou veiculo (DMSO no volume
correspondente ao maior volume de CMC2.24 utilizado). Apds o carregamento, as
células recuperadas do estresse com a manutencdo em cultura em meio de
crescimento por 30 minutos e entdo estimuladas com LPS (1 ug/mL) ou per6xido de
hidrogénio (4 mM) por 5 minutos, As células foram destacadas enzimaticamente do
substrato plastico de cultura e analisadas em citdbmetro de fluxo (FACS Verse, BD
Biosciences) para avaliacdo da proporcdo de células emitindo fluorescéncia (i.e.,
produzindo ROS). A intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de ROS
produzida na célula e foi detectada no canal FL2 (FITC) de citdmetro de fluxo.

3.12 ELISA

Para esse experimento, 3x10° macréfagos foram plagueados em duplicatas,
sendo o experimento repetido de forma independente 3 vezes, cada um utilizando
passagens distintas da linhagem celular. Apés 4 horas para adesdo celular ao
substrato plastico, as células foram tratadas com CMC2.24 em diferentes
concentragdes (1, 3, 10 e 30uM) e apdés 1 hora estimuladas com LPS (1 ug/mL) e Pg
inativados por calor (10:1, bactérias: células).

Apbs 24 horas, o meio de cultura dos macréfagos foi coletado, centrifugado a
4°C, e o sobrenadante aliguotado e armazenado a -80C até a realizagdo do ELISA
sandwich para IL-10 e TNF-alfa, seguindo as instru¢des do fornecedor (DuoSet ELISA
kit, R&D Systems). Brevemente, as placas foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura e 100uL de padrao/amostra foram adicionados a cada po¢o seguindo-se a
incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos lavagens, foi acrescentado o
anticorpo de deteccdo e apOs sua remogao por aspiracdo e novas lavagens,
acrescentou-se streptavidina-HRP, seguido da solugéo substrado de HRP, sendo a
reacdo encerrada apés 20 minutos com a adicdo do reagente de parada (Stop
Solution). A absorbancia a 450 nm (com correcéo para a absorbancia em 540 nm) foi
determinada em leitor de placas UV-Vis (Spectramax-L, Molecular Probes). A
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concentracao relativa da citocina de interesse (IL-10 ou TNF-alfa) foi determinada com
base na curva-padrédo. A normalizacdo dos resultados foi feita pela quantidade de
proteina total existente em cada uma das amostras, determinada pelo método de
micro-BCA (Pierce, ThermoFisher Scientific).
3.13 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir de cada experimento foram analisados
separadamente utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). Os graficos (em forma de coluna) foram feitos usando médias
com desvio padréo e para as comparacdes entre grupos foi utilizado o teste One-way
ANOVA com Post-hoc Test Tukey.
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4 RESULTADO

Administracdo oral de CMC2.24 reduz a reabsorcdo Ossea associada a doenca
periodontal induzida por LPS ja a partir de 1 mg/Kg

Por analise de coloracao por azul de metileno, observou-se que os grupos tratados com
CMC2.24 apresentaram reducdo significativa da perda 6ssea alveolar em compara¢do com o

grupo injetado com LPS e tratado com o veiculo carboximetilcelulose (Figura 8).
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Figura 8 - CMC2.24 reduziu a perda 6ssea alveolar em modelo de doenca periodontal induzida por LPS.
(A) Imagens representativas de cada grupo experimental obtidas em lupa estereoscopica (aumento de 4X). (B)
Resultados quantitativos da andlise da area de superficie radicular exposta, demonstrando que a administragéo
de CMC2.24 reduziu significativamente a reabsorcdo 6ssea na area de interesse entre a raiz mesial do primeiro
molar e a raiz distal do segundo molar superiores. Diferenca estatistica também foi notada entre os grupos 1
e 10 mg/kg. (*) indica p<0,001 em comparacao ao grupo controle (inje¢Ges do veiculo PBS). As barras indicam
os valores médios e as linhas verticais o erro padrao médio (SEM). (Continua)

PBS

3mg/kg

10mg/kg 30mg/kg
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Figura 8 - CMC2.24 reduziu a perda 6ssea alveolar em modelo de doenca periodontal induzida
por LPS. (A) Imagens representativas de cada grupo experimental obtidas em lupa estereoscopica
(aumento de 4X). (B) Resultados quantitativos da analise da area de superficie radicular exposta,
demonstrando que a administracdo de CMC2.24 reduziu significativamente a reabsorgdo 0ssea na
area de interesse entre a raiz mesial do primeiro molar e a raiz distal do segundo molar superiores.
Diferenca estatistica também foi notada entre os grupos 1 e 10 mg/kg. (*) indica p<0,001 em
comparacao ao grupo controle (injecdes do veiculo PBS). As barras indicam os valores médios e as
linhas verticais o erro padrao médio (SEM). (Concluséo)
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Além disso, a andlise tridimensional por microtomografia computadorizada
confirmou a reducao significativa da perda 6ssea alveolar nos grupos tratados com
CMC2.24 em comparagdo ao grupo injetado com LPS e tratado com o veiculo
carboximetilcelulose (Figura 9). Nao houve diferenca estatistica entre o grupo tratado

com CMC2.24 e o controle injetado com veiculo PBS.
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Figura 9 - CMC2.24 reduziu significativamente a perda 6ssea alveolar em modelo de doenga
periodontal induzida por LPS. Resultados quantitativos da analise por uCT, demonstrando que a
administracdo de CMC em diferentes concentra¢6es reduziu a reabsorcédo 6ssea incluindo 1° e 2°
molares superiores. As barras indicam os valores médios e as minhas verticais o erro padrdo médio
de no minimo trés animais por grupo. Os "' no grafico alternativo de barras indica diferenca
significativa (p<0.05) em comparacédo ao grupo LPS.
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Fonte: Fonte prépria

O numero de células multinucleadas TRAP-positivas, identificadas por
imunohistoquimica, foi contado nas proximidades do osso alveolar (Figura 10). Uma
diminuicao estatisticamente significante foi observada nos grupos que receberam 3,
10 e 30 mg/kg de CMC2.24 com comparacao ao grupo LPS (Figura 11).



40
Figura 10 - Imagem representativa da imunohistoquimica para deteccdo de células TRAP-
positivas (c). Observa-se osteoclastos identificados por pela morfologia, tamanho, localizagdo e
positividade para expressdo de TRAP (aumento de 400X). Osteoclastos assim identificados foram
contados na superficie do osso alveolar da regido correspondente ao teto da furca até uma distancia
de 400 pm da superficie dental em dire¢cdo ao centro do palato.

Fonte: Fonte propria
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Figura 11 - Reducdo significativa no niumero de osteoclastos a partir da dose de 3 mg/Kg de
CMC2.24. Injecdes de LPS aumentaram o nimero de osteoclastos em comparac¢do ao grupo controle
gue recebeu inje¢bes de PBS (*p<0,001). O ndimero de células TRAP-positivas nos grupos tratados
com 3, 10, 30 mg/kg de CMC2.24 foi significamente reduzido (p<0,001). As barras indicam os valores
médios e as linhas verticais o erro padrao médio (SEM).
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Fonte: Fonte prépria

Efeito dose-dependente do CMC2.24 na reducdo do infiltrado inflamatorio

De forma similar aos resultados de diminuicdo do nimero de osteoclastos, as
analises do infiltrado inflamatério mostraram efeito significativo a partir da dose de 3
mg/Kg de CMC2.24. A anélise estereométrica indica que o grupo tratado com 1 mg/Kg
de CMC2.24 apresentou maior proporcdo de células mononucleares e de neutrdéfilos

em comparacao aos outros grupos experimentais (Figura 12).
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Figura 12 - Efeitos das diferentes doses de CMC2.24 na modulacéo da resposta inflamatéria —
Andlise estereométrica. (A) Contagem diferencial de células mononucleares segundo as
caracteristicas morfolégicas. Nota-se diferenca estatistica entre o grupo que recebeu 1mg/kg e os
grupos de 3,10 e 30mg/kg. (B) Contagem diferencial de neutrdfilos segundo as caracteristicas
morfologicas. Nota-se diferenca estatistica entre o grupo que recebeu 1mg/kg e os grupos de 10 e

30mg/kg. As barras indicam os valores médios e as linhas verticais o erro padrdo médio (SEM).
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Além disso, observou-se um aumento na proporcéo de células com morfologia
de fibroblastos também de forma dose-dependente, até a concentracdo de 10 mg/Kg
de CMC2.24, embora a diferenca estatistica s6 seja observada entre os grupos de
1 e 10 mg/Kg de CMC2.24, resultado que corrobora a atenuacdo da resposta
inflamatoéria com a administracdo do CMC2.24 (Figura 13). Em resumo, estes dados
nao indicam um efeito dose-dependente na modulacdo da resposta inflamatoria, mas
apenas que o efeito do CMC2.24 significativamente mais potente a partir da dose de

3 mg/Kg.
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Figura 13 - Uma grade de 1600um?2 foi colocada sobre o tecido conjuntivo palatino situado a 600um
do dente e a proporcdo de fibras colagenas foi determinada. Houve um aumento na proporcao de
fibras colagenas nos grupos de 10 mg/kg em comparacédo estatistica com o grupo experimental de 1
mg/kg. As barras indicam os valores médios e as linhas verticais o erro padrdao médio (SEM).
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Modulacdo da expressdo génica de TNF por CMC2.24 ndo apresenta efeito
dose-dependente e depende da natureza do estimulo externo

In vivo, observamos que o tratamento com CMC2.24 reduziu
significativamente a expressao de TNF-alfa em comparacdo ao grupo injetado com
LPS e tratado com veiculo carboximetilcelulose, porém sem diferenca entre as
doses de CMC2.24 administradas (Figura 14).
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Figura 14 - Administracdo de CMC2.24 inibe a expresséo de TNF-alfa nos tecidos gengivais em
modelo experimental de doenca periodontal. Os tecidos gengivais do grupo tratado com veiculo
carboximetilcelulose apresentou os maiores niveis de expressdo de TNF-alfa. O tratamento com
CMC2.24 inibiu de forma significativa, mas ndo dose-dependente a expressao de TNF-alfa (A).
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Modulacéao significativa de expressao de Tnfa em macréfagos
O tratamento de macréfagos in vitro também resultou em modulacéo
significativa da expressao de Tnfa e 1110, demonstrando a bioatividade do composto.
In vitro, observamos um discreto (e néo significativo estatisticamente) efeito dose-
dependente a partir da concentracéo de 3 UM de CMC2.24; no entanto a expressao
de IL-10 e de TNF-alfa induzidas por LPS, foi mais marcantemente inibida pelo
tratamento com 1 uM de CMC2.24.
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Figura 15 - CMC2.24 inibe a expressédo génica de TNF-alfa e IL-10 ap6s estimulo de TLRs. Modulagéo
da expressao génica (RNAm) de TNF-alfa e IL-10 por macréfagos estimulados com LPS (1ug/mL) (‘A’) ou
P. gingivalis inativado por calor (MOI 10:1) (‘B’) na presenga e auséncia de pré- tratamento com 1, 3, 10 e
30 uM de CMC2.24. Ap6s 24h, o RNA total foi extraido e utilizado para sintese de cDNA, o qual foi
utiizado em reacdo de PCR convencional. As barras indicam os resultados da expressao relativa
utilizando a expressédo do gene constitutivo GAPDH para normalizacdo dos resultados. Resultados obtidos

a partir de amostras de RNA de trés experimentos independentes.
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O estimulo dos macrofagos com P.gingivalis teve a intencdo de avaliar o
efeito do CMC2.24 na modulacdo da expressao de TNF-alfa e IL-10 apés a ativagédo de
TLR2/TLR4 (ativados pelo LPS de Pg) e de outros receptores envolvidos no
reconhecimento de outras estruturas e componentes microbianos (por ex., flagelo, CpG
DNA).
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Em contraste ao observado com o estimulo com LPS (agonista de TLR4),
ndo observamos inibicdo significativa da expresséo génica de TNF-alfa ou IL-10 com pré-
tratamento com 1 ou 3 uM de CMC2.24. O tratamento com 10 uM de CMC2.24 resultou
em aumento significativo da expressédo de TNF-alfa e IL-10, enquanto o tratamento com
30 uM de CMC2.24 aumentou significativamente apenas a expressao de IL-10 (Figura
15).

Considerando os resultados distintos obtidos segundo o estimulo dos macréfagos
com LPS ou Pg, avaliamos também os efeitos do CMC2.24 na modulacédo da expressao
destes genes em resposta a um estimulo inflamatério ndo- microbiano. Apés estimulo
com PMA (5 ug/mL), observamos marcante e significativa reducao na expressao de TNF-
alfa e IL-10 em todos as concentracdes de CMC2.24, sem efeito dose-dependente. A
Unica excecdo ocorreu, a exemplo do observado apdés estimulo com Pg, na
concentragdo de 10 puM, que né&o produziu reducdao significativa da expressao de TNF-
alfa ou IL-10 (Figura 16).
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Figura 16 - CMC2.24 na concentracdo de 10 uM néo inibe a expressao génica de TNF-alfa (A) e IL-
10 (B) induzida por PMA em macréfagos. Células Raw 264.7 foram pré-tratadas com as
concentracdes indicadas de CMC2.24 (ou o maior volume de DMSO) por 40 minutos e entéo
estimuladas com PMA (5 ug/mL) por 24 h. O RNA total foi extraido e utilizado para sintese de cDNA, o
qual foi utilizado em reacdo de PCR convencional. As barras indicam os resultados da expressao relativa
utilizando a expressdo do gene constitutivo GAPDH para normalizacdo dos resultados.

Resultados representativos de trés experimentos independentes.
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CMC2.24 inibe significativamente a producédo de IL-10 e TNF-alfa induzida por
estimulos microbianos em macrofagos a partir da concentracéo de 3 uM

Considerando os resultados dos experimentos avaliando a modulagdo da
expressdo génica e o fato de que tanto TNF-alfa quanto IL-10 apresentam regulacéo pos-
transcricional, indicando que pode néo existir correspondéncia direta entre os niveis de
RNAmM e da proteina secretada, avaliamos os efeitos das diferentes concentragbes de
CMC2.24 nos niveis protéicos de IL-10 e TNF-alfa secretados pelo macréfagos apos
os estimulos com LPS e Pg. Os resultados demonstraram que CMC2.24 inibiu de
forma consistente, significativa e sem efeito dose- dependente a producédo de IL-10
tanto apds estimulo com LPS quanto com Pg. Similarmente, ndo houve diferencas nos

efeitos do CMC2.24 segundo a natureza do estimulo (LPS ou Pg) na producédo de TNF-
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alfa; porém a inibicado so foi significativa a partir da concentracado de 3 uM de CMC2.24

(Figura 17).

Figura 17 - A partir da concentragcdo de 3 uM CMC2.24 inibiu com eficacia a producao de IL-10 e TNF-
alfa induzida por estimulos microbianos em macréfagos. As células foram tratadas por 40 minutos
com as concentracdes indicadas de CMC2.24 ou com o volume de DMSO correspondente ao maior volume
de CMC2.24 utilizado antes do estimulo com LPS “A” (1 ug/mL) e Pg “B”(10:1 MOI). Apos 24 horas, 0
sobrenadante das culturas foi coletado e utilizado em ensaios ELISA para quantificar a expressao das
citocinas TNF-alfa e IL-10. Os testes foram realizados de acordo com as instru¢Bes do fabricante e os
resultados foram normalizados com a concentracao total de proteinas em cada amostra. As barras indicam
os resultados médios e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM) de trés experimentos

independentes avaliados em triplicata.
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CMC2.24 e atividade fagocitaria em macrofagos

Macréfagos tem um papel central na inflamacé&o crénica de origem infeccciosa
associada as doencas periodontais, ndo apenas na producdo de citocinas e outros
mediadores inflamatérios, mas também na fagocitose e apresentacdo de antigenos
microbianos. Assim, considerando o efeito ‘imunosupressor do CMC2.24,
representado pela inibicio da producdo de mediadores inflamatorios pelos
macrofagos, avaliamos os efeitos também sobre a atividade fagocitaria. Experimento
in vitro indicou que o pré-tratamento com CMC2.24 reduziu de forma significativa a
atividade fagocitaria ja a partir da concentracdo de 1 pM, porém sem efeito dose-

dependente (Figura 18).
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Figura 18 - CMC2.24 inibe significativamente a atividade fagocitaria de macrofagos. (A) NUmero
de células Raw 264.7 com presenca de bactérias fagocitadas no citoplasma (3 campos/poco, trés
experimentos independentes). (B) Imagens representativas obtidas no microscopio de fluorescéncia
invertido de pocos de cada grupo experimentais (azul: nicleo celular marcado com DAPI; verde:
actina citoplasmatica marcada com Faloidina conjugada com AlexaFluor488; vermelho: particulas
bacterianas marcadas com pHRodo Red (phRodo Red E.coli Bioparticles, Molecular Probes),
aumento de 40X (linha horizontal indica escala de 100 pum). (Continua)
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Figura 18 - CMC2.24 inibe significativamente a atividade fagocitaria de macrofagos. (A) Namero
de células Raw 264.7 com presenca de bactérias fagocitadas no citoplasma (3 campos/poco, trés
experimentos independentes). (B) Imagens representativas obtidas no microscépio de fluorescéncia
invertido de pocos de cada grupo experimentais (azul: nacleo celular marcado com DAPI; verde:
actina citoplasmatica marcada com Faloidina conjugada com AlexaFluor488; vermelho: particulas
bacterianas marcadas com pHRodo Red (phRodo Red E.coli Bioparticles, Molecular Probes),
aumento de 40X (linha horizontal indica escala de 100 pm). (Concluséo)
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CMC2.24 estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por
macroéfagos de forma dose-dependente

Com o surto oxidativo e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é
um indicador importante da resposta bioldgica de macrofagos a estressores externos
e também um mecanismo envolvido na indu¢cdo de morte de microrganismos
fagocitados, avaliamos os efeitos do CMC2.24 na producdo de ROS pelos
macréfagos (Figura 19). Os resultados do experimento avaliando a producdo de

ROS por macrofagos indicam um efeito estimulatorio dose-dependente do CMC2.24.
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Figura 19 - CMC2.24 estimula de forma dose-dependente a producédo de ROS por macréfagos.
Barras indicam percentual médio % de macréfagos produzindo ROS, e linhas verticais o erro padrao
da media (SEM). Resultados de trés experimentos independentes avaliados em duplicata.
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5 DISCUSSAO

Os resultados mostram que a administracdo sisttmica de CMC 2.24 inibiu
significativamente a perda 0ssea, a osteoclastogénese e a inflamagdo no modelo de
doenca periodontal induzida por injecdes de LPS (lipolissacarideos) ja a partir da dose
de 3 mg/Kg, poréem sem efeito dose-dependente. In vitro, experimentos utilizando
macréfagos demonstraram que o CMC2.24 (curcumin modificado quimicamente) inibe
a producdo de TNF e IL-10 ap6s estimulos microbianos. Além disso, CMC2.24
também inibiu atividade fagocitaria e estimulou a producdo de ROS em macroéfagos.

As principais caracteristicas histopatolégicas das doencas periodontais sédo a
reabsorcdo do osso alveolar e a inflamacédo dos tecidos periodontais (Garlet et al.?°,
2010). A homeostase do tecido 6sseo depende de um equilibrio entre os processos
de formacao/aposicdo pelos osteoblastos e de reabsorcdo por osteoclastos
(Goltzman??, 2002). Desequilibrios neste processo combinado  de
aposicao/reabsorcdo estdo associados ao desenvolvimento de diversas doencas,
como a osteoporose, a artrite reumatdide e as doencas periodontais. O composto
natural curcumin foi capaz de inibir a formacgao de osteoclastos a partir de inibicdo dos
precursores de osteoclastos através do bloqueio de ativacdo de NF-k@, porém em
trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa, observamos que a administracédo
sistémica de curcumin resultou em marcante inibicdo da resposta inflamatéria, porém
sem efeito significativo na reabsorcdo 6ssea em modelo de doenca periodontal
(Guimarées et al.?’, 2011).

Existem evidéncias indicando que curcumin possui propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias e anti-amiloidogénicas (Zhao et al.53, 1989); porém, suas pobres
propriedades farmacodindmicas podem representar uma limitacdo a sua
aplicabilidade, especialmente na administragdo sistémica, incluindo a baixa taxa de
absorcdo gastrointestinal, rapida eliminacdo/curta meia-vida sérica e baixa
solubilidade em meio aquoso (Epstein et al.*8, 2010). Outra complicacao
associada ao uso do curcumin natural obtido como extrato fitoterapico é a
complexidade de sua composi¢ao quimica, que inclui diferentes formas estéricas do
curcumin, as quais apresentam diferentes propriedades biolégicas e podem estar

presentes em diferentes propor¢cdes no extrato, dependendo da metodologia de
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extracao / preparo do fitoterapico e também da origem geografica (composicdo do
solo) onde foi cultivada a planta herbacea Curcuma longa.

Analogos sintéticos do curcumin vém sendo desenvolvidos e testados com o
objetivo de proporcionar maior consisténcia nos efeitos biolégicos e melhorar as
propriedades farmacodinamicas. O curcumin modificado quimicamente (CMC)
utilizado neste trabalho foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Dr. Lorne M. Golub
(Department of Oral Biology, State University of New York at Stony Brook, New
York, NY) que nos forneceu o composto CMC2.24 para estudos em colaboracéo, por
meio de acordo de transferéncia de material (MTA, Material Transfer Agreement).
O CMC2.24 € um composto mais sollvel em meio aquoso e possui capacidade de se
ligar ao zinco, inibindo a atividade de diversas metaloproteinases (MMPs). Como este
composto € unico e ndo disponivel comercialmente, ndo temos outros trabalhos
utilizando este composto para comparacao; assim vamos nos referir a trabalho
anterior de nosso grupo de pesquisa (Curylofo'®, 2014) e a estudos descrevendo as
propriedades do curcumin natural nesta discusséo dos achados deste trabalho.

A apoptose € considerada importante na resolucdo de processos
inflamatérios, sendo responsavel pela eliminacéo das células inflamatérias quando o
processo diminui a atividade (Wylee®!, 1991; Searle et al.*!, 1982), bem como pode
ser importante na mediacao dos efeitos anti-neoplasicos do curcumin (Vallianou et
al.*?, 2015). Estudos mostraram que o curcumin foi capaz de provocar apoptose de
forma dose-dependente, sendo este efeito relacionado ao aumento na producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) decorrente de um rapido esgotamento de
glutationa oxidada (GSH), que aumenta os niveis de espécies reativas de oxigénio e
eleva a eliminacéo de peréxido no citosol, bem como na mitocodndria. Por possuir essa
caracteristica, o curcumin libera fatores indutores de apoptose (caspases, citocromo
c), bem como de endonucleases, causando fragmentacdo do DNA. A administracao
sisttmica de CMC2.24 (na dose de 10 mg/Kg) no modelo de doenca periodontal
induzida por LPS, no entanto, ndo resultou em notavel aumento de apoptose nos
tecidos gengivais (Curylofo'®, 2014). Os autores observaram que as maiores
concentragdes / doses de CMC2.24 utilizadas nos experimentos in vitro e in vivo nao
levam a apoptose, consideramos que o0s efeitos biol6gicos observados ndo séo

influenciados por aumento da morte celular.
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Além de sua relevancia na apoptose, 0 estresse oxidativo com a geracao de
ROS séo implicados na fisiopatologia de muitas desordens degenerativas e
inflamatérias, por exemplo, a aterosclerose. Por outro lado, a geracdo de ROS,
particularmente anions superoxido e radicais hidroxil também é um importante
mecanismo de inducdo de morte de microrganismos por células fagocitarias da
resposta imune, exercendo, assim, um papel importante na defesa do hospedeiro
em condi¢cdes infecciosas. Observamos que CMC2.24 in vitro aumentou
significativamente e de forma dose-dependente producdo de ROS por linhagem
celular de macrofagos murinos. Por outro lado, a atividade fagocitaria dos
macréfagos foi significativamente inibida pelo CMC2.24.

Em macrofagos murinos primarios (isolados a partir do periténio de ratos), 10
UM de curcumin inibiu a geracdo ROS (Joe, Lokesh34, 1994). Efeito semelhante é
relatado in vivo, com reducdo de ROS no sangue periférico apds a administracao de
curcumin (Tonnesen, Greenhill*8, 1992). Também existem relatos de que o curcumin
tem papel importante na eliminacdo de radicais de anion superéxido e de radicais
hidroxil (Sreejayan, Rao* 1996). Concentracdo reduzida (0.5 puM) do curcumin
natural aumentaram a atividade fagocitica de células gliais do sistema olfatério (Tello
et al.#’, 2014), enquanto concentracdes maiores de curcumin inibiram a fagocitose
de peptideos beta-amiloide por células gliais (He et al.?°, 2016). Interesante
observar que estudo empregando a mesma linhagem celular de macréfagos murinos
relata que o curcumin natural aumentou significativamente a atividade fagocitaria
nao-inflamatoria (autofagia), porém inibindo significativamente a atividade fagocitaria
inflamatéria (na presenca de LPS bacteriano) (Bisht et al.!, 2009).

Estas discrepancias podem estar relacionadas a diversos fatores, em especial
as diferencas de ac¢do bioldgica entre CMC2.24 e o curcumin natural devido a
composigao quimica menos variavel e diferengas nas propriedades farmacodinamicas,
em especial a solubilidade. Além disso, diferengcas na abordagem experimental,
incluindo tipo celular, metodologia de avaliagdo da producao de ROS e da atividade
fagocitaria podem estar envolvidas nas diferengas entre nossos resultados e os relatos
da literatura.

As propriedades anti-inflamatérias do curcumin tém sido atribuidas a sua
capacidade de prevenir a ativacdo do fator nuclear kappa B e consequentemente, a
expressdo de mediadores proé-inflamatérios, como por exemplo, citocinas, moléculas

de adeséo, ciclooxigenase 2, fosfolipase A2, mieloperoxidase, colagenase, bem
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como sua capacidade de modular a atividade de linfocito T e macréfagos (Sharma et
al.*3, 2005). Nas doencas periodontais, niveis aumentados de mediadores
inflamatorios estdo direta e/ou indiretamente relacionados com a degradacdo de
tecidos mineralizados e ndo mineralizados. Estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa (Curylofo!®, 2014) demonstrou que a administracdo sistémica diaria de
CMC2.24 na dose de 30 mg/Kg, durante 15 dias reduziu significativamente a perda
Ossea alveolar e o infiltrado inflamatério em modelo de doenca periodontal induzida
por LPS. Neste estudo, a intencéo foi verificar se doses inferiores de CMC2.24
apresentavam os mesmos efeitos biolégicos neste modelo, pelos seguintes motivos:
1) possibilidade que os efeitos biologicos sejam inversamente relacionados a
dose/concentracdo do composto; 2) doses menores estdo associadas a menor risco
de efeitos adversos / interferéncia com outros processos fisioldgicos e interacdes
com outros medicamentos, além de apresentarem melhor custo-beneficio. Assim,
utilizamos a mesma dose do estudo anterior (30 mg/Kg), como controle positivo e
verificamos a efetividade anti-inflamatoria do CMC2.24 em concentracfes de 1, 3, e
10 mg/Kg, que reduziram significativamente a perda Ossea alveolar e o infiltrado
inflamatério em modelo de doenca periodontal induzida por LPS. Os resultados do
experimento in vivo foram, em geral, menos marcantes para a dose de 1mg/Kg de
CMC 2.24, porém a partir da dose de 3 mg/Kg observamos um plateau nos efeitos
biolégicos do CMC 2.24, indicando que esta é a dose minima associada aos efeitos
biologico significativos neste modelo experimental. Estes resultados séo relevantes,
na medida em que a dose minima efetiva de 3 mg/Kg € 10 vezes menor que a dose
utilizada no experimento anterior (30 mg/Kg). N&o podemos descartar a
possibilidade que doses inferiores a 3 mg/Kg e maiores que 1 mg/Kg também
tenham os mesmos efeitos bioldgicos; porém as doses utilizadas neste projeto foram
determinadas arbitrariamente e limitadas pela quantidade de CMC 2.24 disponivel,
além dos custos envolvidos na realizacdo de experimentos com grande numero de
animais,

Estudo anterior de nosso grupo (Guimaréaes et al.26, 2012) demonstrou que o
curcumin natural reduziu significativamente o infiltrado inflamatério e inibiu de forma
potente a expressdo génica dos mediadores inflamatorios IL-6, TNF e
prostaglandina E2- sintase. Nesse estudo, observamos que CMC 2.24 inibiu
significativamente a expressdo génica de citocina inflamatoria (TNF) e anti-

inflamatéria (IL-10) nos tecidos gengivais a partir da dose de 1mg/Kg. In vitro, 0s
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resultados de modulacédo da expressdo génica nao corresponderam exatamente aos
resultados de producédo e secrecdo das proteinas, possivelmente devido ao fato das
duas citocinas-alvo avaliadas (TNF e IL-10) apresentarem regulacdo pos-
transcricional. Assim, uma vez que as proteinas apresentam a funcédo biologica
considerando os dados de secrecdo/producdo de IL-10, observamos marcante
inibicdo com todas as concentracgdes testadas do CMC2.24, enquanto a producgao de
TNF-alfa foi significativamente inibida a partir da concentracdo de 3 pM in vitro,
indicando seu potente efeito anti-inflamatorio e sugerindo a inducdo de um estagio
de anergia nos macréfagos. Embora seja tentador relacionar estes resultados com
os dados do experimento in vivo, em que a reducdo de osteoclastos foi significativa
apenas a partir da dose de 3 mg/Kg, € preciso destacar que nao ha correspondéncia
direta entre as doses utilizadas no experimento in vivo e as concentracfes
empregadas nos experimentos in vitro.

A proposta principal deste trabalho foi respondida: 3 mg/Kg de CMC 2.24
administrado sistemicamente é a dose minima eficaz na reducdo da perda 6ssea e
inflamacédo associados ao modelo de doenca periodontal utilizado, indicando a
poténcia do composto. Para fins comparativos, estudo anterior de nosso grupo no
mesmo modelo experimental de doenca periodontal induzida por LPS (dados nao
apresentados, estudo em fase de preparo para submissao), a administracao sistémica
do composto natural curcumin sé foi eficaz na inibicdo da reabsorcdo Ossea
inflamatéria na dose de 400 mg/Kg (mais de 100X maior que a dose minima eficaz de
CMC2.24). Os experimentos in vitro demonstraram supressdo da funcdo de
macrofagos, com reducdo da atividade fagocitaria e da producdo de TNF-alfa e IL-
10. Por outro lado, observamos significativo aumento da producdo de ROS por
macroéfagos apdés o tratamento com CMC2.24, resultado que ndo conseguimos
interpretar em conjunto com os demais dados obtidos in vitro e com os dados de
estudos anteriores, indicando a auséncia de citotoxicidade do CMC2.24.

Os experimentos in vitro sdo limitados por avaliarem apenas um unico tipo
celular, bem como pelo fato de se tratar de uma linhagem celular de camundongo e
nao de macréfagos primarios de ratos. Existe, ainda, a impossibilidade de comparacao
com as doses de CMC2.24 utilizadas no experimento in vivo com as concentragdes
de CMC2.24 empregadas nos experimentos in vitro, jA mencionada anteriormente. Os
resultados de producdo de ROS sugerem que o CMC2.24 resulta em marcante

estresse nos macrofagos, o qual pode estar relacionado a inducéo de
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anergia ou de apoptose inicial. Isso é sugerido pelas alteracdes morfolégicas celulares
observadas no experimento de atividade fagocitaria, em que pesem os dados do
estudo anterior indicando a auséncia de citotoxicidade do CMC2.24 avaliada por
ensaio de exclusdo de azul e, consequentemente inibicdo da producéo de IL-10
e TNF, bem como inibicdo da atividade fagocitaria.

Finalmente, é preciso considerar que a administracdo de CMC2.24 in vivo nao
alterou o peso dos animais em relacdo aos animais do grupo controle. Mudancas em
relacdo a aparéncia (pelagem) e ao comportamento dos animais também n&o foram
observadas, indicando a auséncia de efeitos adversos deste composto e reforcando
0 potencial interesse em sua aplicacdo terapéutica na modulacdo da inflamacéo e
reabsorcdo Ossea associada a esta inflamacdo. Estudos subsequentes deverdo
avaliar o potencial do CMC2.24 em humanos, em particular com aplicacao local do
composto nos sitios afetados pela doenca periodontal.
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6 CONCLUSAO

A administracao oral de CMC 2.24 reduziu de forma significativa a partir da dose
de 3 mg/Kg a reabsor¢do 6ssea inflamatoria e 0 nimero de osteoclastos presentes
nas proximidades do osso alveolar, bem como a inflamacao associada ao modelo de
doenca periodontal induzida por LPS.

Em macréfagos murinos, CMC 2.24 inibiu significativamente a producao de
TNF e IL10 e a atividade fagocitaria de forma ndo dependente da concentracdo, mas
significativa a partir da concentracao de 3 uM, A producédo de ROS por macrofagos
foi aumentada pelo CMC 2.24 de forma dependente da concentracao, sendo

significativa ja a partir da concentracéo de 1 uM.
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