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Costa VB. Efeito do Fumarato de Dimetila (DMF), um ativador de Nrf2, sobre a destruicdo
de tecido mineralizado e ndao mineralizado em modelo experimental de periodontite em
ratos [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O estresse oxidativo, definido como o desequilibrio entre a producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e os mecanismos antioxidantes, tem sido correlacionado a patogénese
de uma série de doencas inflamatorias, incluindo a doenca periodontal. A producao
exagerada de ROS pode aumentar o dano oxidativo de proteinas no periodonto e contribuir
para destruicdo tecidual. A producdo de enzimas antioxidantes, necessaria para
contrabalancear os efeitos nocivos do estresse oxidativo, é em parte regulada pela via de
sinalizacdo Nrf2 (nuclear factorerythroid 2 related factor 2). Alem de atuar na ativagéo de
fatores antioxidantes, Nrf2 é capaz de inibir ativagdo de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias, metaloproteinases da matriz e fatores de transcricdo envolvidos na
modulacdo de citocinas pro-inflamatorias, todos fatores envolvidos na patogénese de
doencas inflamatdrias. Em funcdo de suas atividades bioldgicas e auséncia de toxicidade,
um ativador farmacoldgico de Nrf2, fumarato de dimetila (DMF), tem sido utilizado no
tratamento clinico de doencgas inflamatorias, como esclerose maltipla e psoriase, e diversos
estudos clinicos tém avaliado seu potencial terapéutico em outras patologias inflamatérias
como cancer, diabetes e artrite reumatoide. Além da funcdo antioxidante, DMF tém
demonstrado reduzir a ativacdo de vias de sinalizagao intracelular importantes na producéo
de mediadores inflamatdrios, como NF-kB, além de inibir a osteoclastogénese in vitro e a
reabsorcao 6ssea in vivo. Na doenca periodontal, poucos estudos tém avaliado o papel de
Nrf2 sobre a progressdao da doenca, e até 0 momento, ndo ha dados sobre os efeitos
bioldgicos da administracdo de DMF na periodontite. A hipGtese deste trabalho € que a
administracdo de DMF pode reduzir a severidade da destruicdo do tecido conjuntivo e a
reabsorcdo do 0sso alveolar associadas a periodontite, através da modulagdo de vias de
sinalizacdo intracelular necessarias para expressao e ativacdo de citocinas inflamatorias e
homeostase redox. Para avaliar esta hipétese, a periodontite foi induzida pela colocacédo de
ligaduras ao redor dos primeiros molares inferiores, bilateralmente, e DMF (100mg/kg) foi
administrado por gavagem oral, diariamente, durante 10 dias. Agua destilada foi
administrada aos animais controle (com e sem ligadura). RT-gPCR foi usado para
determinar a expressdo de fator de necrose tumoral alfa (Tnf-o), prostaglandina-
endoperoxido-sintase-2 (Ptgs-2), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), e superoxido
dismutase (Sod1) nos tecidos gengivais. O processo inflamatdrio foi avaliado através da
andlise estereométrica, enquanto a modulagdo da sinalizagdo Fator Nuclear kB (NF-kB) foi
avaliada por western-blot (IKBa). A reabsorcao 6ssea foi determinada por microtomografia
computadorizada. Os resultados indicaram que DMF reduziu marcadamente a inflamagéo
nos tecidos gengivais prevenindo o aumento do infiltrado celular e de vasos sanguineos.
Estes efeitos foram associados a redugdo dos niveis de mRNA de Tnf-alpha e iNOS e
aumento da expresséo antioxidante de Sod. A reabsorc¢éo 0ssea e 0s niveis de IKBa ndo
foram modulados pelo composto. Estes resultados indicam que a administracdo oral de
DMF inibiu a resposta inflamatoria associada a periodontite, e pode ser util no tratamento
desta condigéo.

Palavras-chave: Periodontite. Fumarato de dimetilo. Inflamagdo. Ratos.



Costa VB. Effect of Dimethyl Fumarate (DMF), an activator of Nrf2, on the destruction of
mineralized and non-mineralized tissue in an experimental model of periodontitis in rats
[dissertacéo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Oxidative stress, defined as the imbalance between the production of reactive oxygen
species (ROS) and antioxidant mechanisms, has been correlated with the pathogenesis of
a number of inflammatory diseases, including periodontal disease. The exaggerated
production of ROS can increase the oxidative damage of proteins in the periodontium and
contribute to tissue destruction. The production of antioxidant enzymes, necessary to
counterbalance the harmful effects of oxidative stress, is in part regulated by the Nrf2
(nuclear factor-erythroid 2 related factor 2) signaling pathway. In addition to acting on the
activation of antioxidant factors, Nrf2 is capable of inhibiting the activation of
inflammatory cytokines and chemokines, matrix metalloproteinases and transcription
factors involved in the modulation of pro-inflammatory cytokines, all factors involved in
the pathogenesis of inflammatory diseases. Due to its biological activities and lack of
toxicity, a pharmacological activator of Nrf2, dimethyl fumarate (DMF), has been used in
the clinical treatment of inflammatory diseases, such as multiple sclerosis and psoriasis,
and several clinical studies have evaluated its therapeutic potential in other inflammatory
pathologies such as cancer, diabetes and rheumatoid arthritis. In addition to its antioxidant
function, DMF has been shown to reduce the activation of intracellular signaling pathways
important in the production of inflammatory mediators, such as NF-kB, in addition to
inhibiting osteoclastogenesis in vitro and bone resorption in vivo. In periodontal disease,
few studies have evaluated the role of Nrf2 on disease progression, and to date, there are
no data on the biological effects of DMF administration in periodontitis. The hypothesis
of this work is that the administration of DMF can reduce the severity of connective tissue
destruction and alveolar bone resorption associated with periodontitis, through the
modulation of intracellular signaling pathways necessary for the expression and activation
of inflammatory cytokines and redox homeostasis. To assess this hypothesis, periodontitis
was induced by placing ligatures around the first molars, and DMF (100mg/kg) was
administered by oral gavage daily for 10 days. Distilled water was administered to control
animals (with and without ligature). RT-gPCR was used to determine the expression of
Tnf-alpha, prostaglandin-endoperoxide synthase-2 (Ptgs-2), iNOS and superoxide
dismutase (Sodl) in gingival tissues. The inflammatory process was evaluated by
stereometric analysis, while the modulation of NF-kB (IKBa) signaling was evaluated by
western-blot. Bone resorption was determined by computed microtomography. The results
indicated that DMF did not prevent bone resorption, but markedly reduced inflammation
in gingival tissues by preventing increased cell and blood vessel infiltration, and
decreasing Tnf-alpha and INOS mRNA levels. The pharmacological agent also increased
the antioxidant expression of Sod in periodontal tissues. Interestingly, IKBa levels were
not modulated by DMF. These results indicate that oral administration of DMF inhibited
the inflammatory response associated with periodontitis, and may be useful in the
treatment of this condition.

Keywords: Periodontitis. Dimethyl fumarate. Inflammation. Rats.
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1 INTRODUCAO

Nesta secdo apresentamos os embasamentos literrios utilizados para a execugéo do
trabalho.

1.1 Relevancia do estresse oxidativo na periodontite e o papel de Nrf2

A periodontite é uma condicdo inflamatoria cronica, resultante de uma resposta imune
inadequada a um biofilme microbiano disbi6tico! sendo considerada a doenca inflamat6ria mais
comum da cavidade bucal (afeta 10% a 15% da populacdo adulta)®>. Os patdgenos bacterianos
elicitam uma resposta inflamatéria local, que pode progredir pelos tecidos periodontais
provocando a producdo exagerada de mediadores pro-inflamatorios, enzimas proteoliticas e
espécies reativas do oxigénio (ROS), causando degradacdo dos tecidos conjuntivo e 0sseo ao
redor dos dentes.

Embora as espécies reativas de oxigénio tenham um importante papel na sinalizacdo
celular, regulacio génica e defesa antimicrobiana®, sua producéo exagerada por neutréfilos com
fenotipo “hiperativo™, associada a uma deficiéncia relativa de antioxidantes, pode induzir um
aumento no dano oxidativo de proteinas no periodonto e nos niveis de marcadores de
peroxidacdo lipidica na saliva e fluido gengival, causando alteracBes patoldgicas e destruicdo
dos tecidos periodontais®.

A producdo de radicais livres durante o processo de fagocitose por neutréfilos
polimorfonucleares, induz um desequilibrio oxidativo que pode provocar danos direto ao tecido
conjuntivo periodontal, além de estimular mecanismos inflamatorios relevantes tanto na
degradacgdo de tecido mineralizado quanto ndo mineralizado®. Niveis aumentados de ROS
podem induzir o aumento da razdo RANKL/OPG, além de estimular a ativacdo de fatores de
transcricdo (NF-kB, NFATcl), e mediadores inflamatérios (IL-6, TNF-a, MMP-13)
fundamentais para osteoclastogénese e degradacao tecidual®®.

Resultados de diferentes estudos tém demonstrado niveis aumentados de marcadores do
estresse oxidativo na saliva, fluido crevicular gengival e plasma de pacientes com
periodontite®*® e reducdo destes marcadores ap0s tratamento periodontal ndo cirtrgico’. De
maneira semelhante, individuos com quadro mais severo de periodontite exibem menores niveis
de capacidade total antioxidante no plasma quando comparados com pacientes periodontalmente
saudaveis®, demonstrando que o estresse oxidativo tém um papel relevante na patogénese da

doenca periodontal.
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A producdo de enzimas antioxidantes, necessaria para contrabalancear os efeitos nocivos
do estresse oxidativo, é em parte regulada pela via de sinalizacdo Nrf2. Em condi¢fes normais,
este fator de transcricdo esta presente no citoplasma celular em associacéo a keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1). Em resposta ao estresse oxidativo, residuos de cisteina de Keapl séo
modificados causando uma alteracdo conformacional que induz a fosforilacdo de Nrf2 e sua
migragdo para o nicleo, induzindo entio 0 aumento da expressdo de genes antioxidantes®.

Além do papel central no mecanismo de resisténcia ao estresse oxidativo®, Nrf2 pode
inibir a ativacdo de citocinas e quimiocinas inflamatérias, fatores de adesdo celular,
metaloproteinases da matriz e vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas na modulacéo de
citocinas pro-inflamatdrias, como NF-Kb'%!! e as MAPKinases, todos fatores importantes na
patogénese das doencas inflamatorias. De fato, uma deficiéncia na atividade de Nrf2 parece estar
relacionada a severidade do dano oxidativo em diversas doencas como cancer, diabetes, artrite
reumatoide, osteoartrite, esclerose maltipla e doenca de Parkinson!213,

Estudos pré-clinicos utilizando modelos de diabetes'*® e artrite reumatoide!’? tém
indicado um efeito positivo da ativacdo de Nrf2 sobre a melhora dos sinais e sintomas da doenca.

Redugdo do estresse oxidativo em células B-pancreéticas, maior sensibilidade a insulina e
modulagdo de citocinas inflamatorias, sdo alguns dos mecanismos associados ao efeito da
ativacdo da via na reducdo da diabetes e suas complicacdes®'?%. De maneira semelhante, a
ativacdo de Nrf2 demonstrou reduzir a migracao e proliferacdo de fibroblastos sinoviais, e a
fosforilagdo de NF-kB?* in vitro, além de suprimir a degradacdo da articulagdo sinovial e
apoptose de condrocitos em ratos®.

Apesar dos diversos resultados demonstrando a funcéo relevante de Nrf2 na patogénese
de doencas inflamatdrias, poucos estudos tém avaliado seu papel na periodontite. Dados
anteriores demonstraram que neutrofilos de pacientes com periodontite cronica apresentaram
uma modulacgdo negativa na expressdo de mais de 20 genes relacionados ao estresse oxidativo,
além de inibicdo da ativacdo de Nrf2, em relacio aos neutrofilos de pacientes saudaveis'®. Além
disso, animais nocaute para Nrf2 submetidos a inducdo da doenca periodontal em modelo
experimental de ligadura, mostraram um grau de periodontite mais severa e maiores niveis de
fatores oxidantes nos tecidos gengivais'4, indicando o aumento do estresse oxidativo nestes

animais.
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1.2 DMF, um importante ativador de Nrf2 com diversas propriedades anti-inflamatorias

Recentemente, diversos compostos com habilidade de ativar a via de sinalizagao de Nrf2
tém sido investigados pelo seu potencial anti-inflamatorio, antioxidante e anti-carcinogénico.
Entre estes compostos, DMF tém atraido especial atengdo em funcgdo da sua eficécia e seguranga
farmacoldgica.

Aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento clinico de
pacientes com esclerose miltipla e psoriase?®, a administragio de DMF tém demonstrado reduzir
0s sintomas e a progressao destas doencas, além de reduzir o niumero de pacientes com
recidiva®’. Seu mecanismo de agdo ainda ndo é totalmente compreendido, mas esta bem
estabelecido que o DMF desempenha efeitos imunorreguladores em varios tipos de células
imunes, reduzindo o estresse oxidativo (através da reducdo de ROS, aumento na producdo de
fatores antioxidantes e ativacdo de Nrf2)?® e modulando importantes vias de sinalizagdo
intracelular, como NF-kB?°. Além disso, pacientes com esclerose maltipla tratados com DMF
também apresentaram menor expressdo células T CD8+ e T CD4+, células B e células
dendriticas plasmocitdides em comparagdo ao grupo placebo, mostrando o efeito do composto
em diversas células do sistema imune®°,

De fato, muitos dos efeitos bioldgicos de DMF estdo relacionados a capacidade do
composto de inibir KEAP1, favorecendo a translocacéo nuclear e ativacao de Nrf2, e habilidade
de inibir direta e indiretamente a via NF-kB, o0 que faz destes fatores de transcri¢do, alvos
preferenciais do composto®!. Curiosamente, enquanto DMF inibe a via NF-xB, capaz de induzir
eventos intracelulares que levam a diminuicdo da inflamacdo, esses eventos estimulam a
ativacdo de Nrf2; e da mesma forma, a ativacdo de Nrf2 por DMF induz eventos intracelulares
que estimulam a inibicdo de NF-kB3L. O equilibrio entre a ativacdo da via NRF2/KEAP1 e NFxB
por DMF parece ser, portanto, imperativo para os efeitos anti-inflamatorios do composto.

Além das propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, a auséncia de toxicidade e
facilidade no regime de administracdo (via oral), tem motivado a realizacdo de diversos estudos
clinicos (fase I e I1), avaliando os efeitos do composto sobre diferentes tipos de cancer, doencas
inflamatorias intestinais, artrite e esclerose.! Uma busca no site de registros clinicos® encontrou
125 estudos clinicos, 22 deles em fase ativa.

Em modelos pré-clinicos, DMF também tem demonstrado atenuar a progressdo de
doencas inflamatorias. A administracdo oral do composto, preveniu em 25% a incidéncia de
diabetes autoimune em modelo espontaneo da doenca em camundongos (NOD, nonobese
diabetic)®. Reducdo dos niveis sistémicos de mediadores inflamatorios (IL-1a, IL-1B, IL-2,
IL4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12p70, IFN-y, TNF-a, MCP-1 e CXCL16) nos animais tratados com o
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composto, foram associados a reducdo da insulite e diminuicdo no nimero de animais que
desenvolveram a doencga®. De maneira semelhante, administragdo sistémica de diferentes doses
de DMF (25mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg) reduziu os sinais e sintomas da artrite reumatoide
experimentalmente induzida em ratos, inibiu de maneira dose-dependente os niveis sistémicos
de TNF-a, IL-1B, proteina C reativa (CRP), NO e malondialdeido (MDA), ¢ aumentou os niveis
dos fatores antioxidantes, (superdxido dismutase (SOD) e glutathione peroxidase (GSH)), e a
ativacio de Nrf234,

Tendo em vista a capacidade do composto de modular alvos importantes na reabsor¢do
Ossea, estudos avaliando seu potencial anti-reabsortivo demonstraram que o tratamento de
macrdéfagos (RAW 264.7) com DMF, inibiu a atividade e diferenciagdo de osteoclastos
estimulados com RANKL, atenuou o estresse oxidativo (reduzindo os niveis de ROS, e
aumentando a expressdo de genes antioxidantes) e induziu a translocagio nuclear de Nrf2%®. In
vivo, a administracdo local de DMF na calvaria de camundongos, inibiu a reabsorcdo éssea
induzida por LPS®. Estes resultados sugerem, que DMF pode ser um candidato potencial no
tratamento de doengas osteoliticas inflamatérias, como a periodontite, osteoporose e tumores
0sseos.

Considerando o papel do estresse oxidativo sobre a destruicdo periodontal, e os efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios e antirreabsortivos de DMF, o objetivo deste estudo é avaliar
os efeitos biolégicos da administracdo sistémica do composto sobre a reabsorcdo 6ssea e

inflamacdo em modelo de doenca periodontal experimental.
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2 PROPOSICAO

A hipotese deste trabalho é que a administragdo de DMF pode reduzir a severidade da
destruicdo do tecido conjuntivo e a reabsorcdo do 0sso alveolar associadas a doenca periodontal
experimental atraves da modulacao de vias de sinalizacao intracelular necessarias para expressao
e ativacdo de citocinas inflamatdrias e homeostase redox. Para avaliar esta hipotese, 0s objetivos
especificos deste estudo foram:

- Avaliar o efeito da administracdo sistémica de DMF sobre a resposta inflamatéria e a
modulacgéo das vias de sinalizagdo intracelular durante a progresséo da periodontite experimental
em ratos;

- Avaliar o efeito do DMF sobre a reabsor¢do do 0sso alveolar associada a periodontite

experimentais em ratos.
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3 PUBLICACAO
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RESUMO

Justificativa e objetivo: DMF é um agente farmacoldgico com atividades anti-inflamatorias e
antioxidantes. Suas aplicacdes terapéuticas tém sido avaliadas em uma variedade de condi¢oes,
incluindo artrite reumatdide, diabetes e colite, mas nenhum estudo avaliou os efeitos da DMF

na doenca periodontal in vivo.

Material e métodos: A doenca periodontal experimental foi induzida através da colocacéo de

ligaduras ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente. DMF foi administrado aos

*O manuscrito serd submetido para o periodico Journal of Periodontal Research.
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ratos por via intragastrica diariamente (100 mg/kg) por 10 dias. Agua destilada foi administrada
aos animais controle com (controle positivo) ou sem ligaduras (controle negativo). A reabsor¢éo
6ssea foi avaliada por microtomografia computadorizada e o estado inflamatério foi avaliado
por analise estereométrica. RT-qPCR foi usado para determinar a expressdo de fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), prostaglandina E(2) sintase (Ptgs-2), xido nitrico sintase-induzida (iNOS),
e superdxido dismutase (Sod1) nos tecidos gengivais. A modula¢ao de IKBa foi avaliada por

Western blotting.

Resultados: O composto reduziu marcadamente o infiltrado celular e a expressao dos genes pro-
inflamatdrios, e aumentou a expressao de Sod nos tecidos gengivais. A reabsorcdo 0ssea e a

expressao de IKBa nao foram moduladas por DMF.

Concluséo: O potente efeito anti-inflamatorio e acdo antioxidante do DMF sugerem que o

composto pode ter um feito terapéutico promissor na doenca periodontal.

INTRODUCAO

A periodontite é uma infeccdo polimicrobiana multifatorial, que afeta o periodonto de
protecdo e sustentacdo, e quando ndo tratada pode resultar em perda dentéria e complicacdes
sistémicas®. Aproximadamente 50% dos adultos da popula¢do mundial sdo afetados por alguma
forma da doenca, e quase 10% ¢é acometido pela forma mais severa da periodontite?.

A colonizacdo de micro-organismos bacterianos sobre o epitélio gengival ativa uma
resposta inflamatdria local que pode progredir pelos tecidos periodontais, ativando a liberagao
de mediadores inflamatérios (e.g. IL-6, TNF-a, COX-2, IL-1B, RANKL) ¢ metaloproteinases da
matriz, provocando a degradacéo do tecido conjuntivo e osso alveolar®.

Além do papel das citocinas inflamatorias, producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) produzidas durante a fagocitose de neutréfilos e macrofagos,
tém sido relacionadas ao dano oxidativo dos tecidos gengivais, ligamento periodontal e 0sso
alveolar*®. Estes fatores oxidantes podem provocar um dano direto aos tecidos periodontais, e
indireto, através do estimulo & producdo de mediadores inflamatérios capazes de induzir
degradacio de tecido conjuntivo’ e a osteoclastogénese®.

A liberacéo de enzimas antioxidantes pode inibir ou reduzir a agdo deletéria de radicais
livres, diminuindo a diferenciagéo e atividade de osteoclastos, e ativando a diferenciacdo de

osteoblastos®. De fato, inimeras evidéncias tém indicado uma diminuigdo do status antioxidante
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em pacientes com periodontite, quando comparados a individuos periodontalmente saudaveis®.
Uma reducdo na capacidade antioxidante total tem sido encontrada tanto sistemicamente (no
plasma ou soro), quanto localmente, na saliva ou fluido gengival crevicular de pacientes com
doenca periodontal®!. De acordo com os dados, quanto maior a severidade da doenca, maior o
poder da associacdo!!. Esses achados sugerem um papel relevante dos antioxidantes na
patogénese da doenca periodontal.

A producdo de enzimas antioxidantes, necessaria para contrabalancear os efeitos nocivos
do estresse oxidativo, é em parte regulada pela via de sinalizacdo Nrf2. Em condi¢des normais,
este fator de transcricdo esta presente no citoplasma celular em associacdo a keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1). Em resposta ao estresse oxidativo, residuos de cisteina de Keapl séo
modificados causando uma alteracdo conformacional que induz a fosforilacdo de Nrf2 e sua
migrago para o ndcleo, induzindo entdo o aumento da expressdo de genes antioxidantes'?. Além
do papel central no mecanismo de resisténcia ao estresse oxidativo'?, Nrf2 pode inibir a ativagio
de citocinas e quimiocinas inflamatorias, fatores de adesdo celular, metaloproteinases da matriz
e vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas na modulacdo de citocinas pré-inflamatorias,

como NF-kB**4 e as MAPKinases, além de inibir a osteoclastogénese induzida por RANKL,

Apesar dos diversos dados indicando que a ativacdo de Nrf2 pode ser uma estratégia
interessante no tratamento de doencas 0Osseo inflamatorias, seu papel na progressdao da
periodontite tem sido pouco explorado. Alguns estudos tém associado os resultados benéficos
da administracdo de compostos antioxidantes naturais, (como reducdo da perda Gssea e da
producdo de mediadores inflamat6rios em modelos de periodontite experimental em ratos), a
ativacio de Nrf2 nos tecidos periodontais®*8. Entretanto, o efeito de ativadores farmacoldgicos
de Nrf2 ainda ndo foram avaliados.

DMF ¢ o unico ativador farmacolégico de Nrf2 aprovado pela FDA para o tratamento de
esclerose multipla (EM) e psoriase em placas'®. Seu mecanismo de acdo ainda nio esta
totalmente compreendido, mas estd bem estabelecido que o DMF desempenha efeitos
imunorreguladores em varios tipos de células imunes, reduzindo o estresse oxidativo® e
modulando importantes vias de sinalizagdo intracelular, como NF-kB?. Além disso, 0 composto
tem demonstrado inibir a atividade e diferenciacéo de osteoclastos in vitro? e inibir a reabsorgao
Gssea in vivo?,

Considerando o papel antioxidante e anti-inflamatorio de DMF, o objetivo deste estudo é
avaliar os efeitos bioldgicos da administracéo sistémica do composto sobre a reabsor¢do 0ssea e

inflamacdo em modelo de doenca periodontal experimental em ratos. A hipotese deste estudo €
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que a administracdo oral de DMF pode reduzir a perda 6ssea e o0 processo inflamatorio
associados a periodontite, através da modulacdo de vias de sinalizagdo intracelulares e
mediadores inflamatorios relevantes na patogénese da doenca.

MATERIAIS E METODOS

Este protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, sob registro (12/2021)
(Anexo 1) e realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA). Um
total de 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Wistar), adultos e machos, pesando entre
100-200g foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno
(4 animais/caixa) com temperatura (21 £ 1C) e umidade (65-70%) controlada e um ciclo claro-
escuro de 12 horas, e receberam alimentacdo granulada (Labina / Purina) e &gua ad libitum. Os
animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos experimentais (10 animais por grupo), , de
acordo com a presenca ou nao da doenca periodontal e composto administrado: grupo controle
negativo (ndo recebeu inducdo da doenca periodontal, apenas a administracdo oral de agua
destilada), controle positivo (ligadura e administracdo oral de dgua destilada), e DMF (ligadura
e administracdo oral de DMF (100mg/kg)). O volume de 4gua destilada administrada aos grupos
controles foram equivalentes ao volume de DMF. Um grupo veiculo ndo foi incluido neste
estudo porque dados anteriores do nosso grupo mostraram auséncia de efeitos bioldgicos
associados a0 CMC 0,5%?%.

O célculo do tamanho da amostra foi baseado em estudos anteriores do nosso grupo, que
tiveram como desfecho priméario a alteracdo de volume ésseo em modelo de periodontite
experimental em ratos?*. Levando-se em consideragdo um poder B do estudo de 0.8 e o poder a
de 0.05, determinou-se uma amostra minima de 8 animais por grupo. Considerando a
possibilidade de perda de algum animal durante o protocolo experimental, utilizamos 10 animais

por grupo.

- Administracéo de DMF e indugédo da periodontite
DMF foi diluido em carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e administrado via oral aos
animais, na dosagem de 100mg/kg de peso corporal, diariamente, uma vez ao dia, durante os 10
dias do experimento. O composto foi mantido em local seco e arejado, ao abrigo da luz, e
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preparado diariamente. A dose de DMF foi selecionada a partir de estudos prévios avaliando o
efeito da administracéo sistémica do composto em modelos de artrite reumatoide em ratos. De
acordo com os resultados, a administracdo oral de DMF, diaria, de 100mg/kg, durante 10 dias,
reduziu o infiltrado inflamatorio articular, sem causar efeitos secundarios?.

No mesmo dia de inicio da administracdo do DMF, os animais foram submetidos a inducéo
da doenca periodontal através da instalacdo das ligaduras. Inicialmente os animais receberam
anestesia geral (80mg/kg de Ketamina e 7mg/kg de cloridrato de xilazina), e foram em seguida
posicionados em mesa operatdria. O modelo de ligadura foi obtido com a colocagdo de um fio

de algod&o nimero 24 ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente?*,

- Obtencao das amostras

Ap0s eutanasia, as mandibulas dos animais foram divididas em duas hemimandibulas.
As hemi-mandibulas do lado direito foram utilizadas para coleta do tecido gengival ao redor dos
primeiros molares inferiores, e 0 material destinado para a analise molecular (RTgPCR, Western
Blot). Para esta finalidade, os tecidos coletados foram armazenados em nitrogénio liquido logo
ap6s sua remocdo e em seguida transferidos para o freezer -80°C até o momento do
processamento. Apds remoc¢do do tecido gengival, as mandibulas foram fixadas em
parafolmaldeido 4% por 48h, e transferidas para etanol 70% para avaliacdo da perda 6ssea por
microtomografia computadorizada. Ja as mandibulas do lado esquerdo, ainda contendo o tecido
mole ao redor dos molares, foram armazenadas em paraformaldeido 4% por 48h, e entdo
descalcificadas em solucdo de EDTA 10% por 60 dias, e posteriormente utilizadas para a anélise
histologica (analise estereométrica). Todas as analises descritas a sequir foram realizadas por

um examinador treinado e cego para 0s grupos experimentais.

- Avaliagdo da perda ossea por microtomografia computadorizada (uCT)

As mandibulas foram digitalizadas em um sistema de imagem por puCT (Skyscan 1076;
Bruker, Kontich, Bélgica) usando resolucao espacial isotrépica de 9 pm (0,01 mm), filtro de
aluminio de 0,5 mm, tensdo de 80 kV, corrente de 310 pA, exposicdo de 195 ms, média de
quadro de 03 e passo de rotacdo de 0,4° em 180°. Para reconstrucdo (NRecon 1.6.1.5; Bruker),
foram utilizados os seguintes pardmetros: correcdo de artefato em anel, 4; mascara de defeito de
pixel, 5%; alisamento, 1%; correcdo de endurecimento do feixe, 26% e sensor comprimido (CS)
para conversdo de imagem, 0,0-0,8. A regido dssea de interesse (ROI) foi definida em uma

orientacdo sagital, em duas regides distintas: area de furca do primeiro molar inferior,
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(estendendo-se do topo da furca até os apices radiculares), e regido proximal entre primeiro e
segundo molar, (da juncdo cemento-esmalte até o apice da raiz distal do primeiro molar e mesial
do segundo molar). A fragcdo do volume do ROI ocupado pelo tecido mineralizado (volume da
fracdo Ossea (BVF)) foi quantificada utilizando a soma dos ROI das duas regides distintas para
cada animal. Amostras de pelo menos 5 animais por grupo foram avaliadas. A analise foi

realizada por um examinador treinado e cego para 0S grupos experimentais.

- Anélise Estereométrica

A analise estereométrica do processo inflamatdrio foi realizada com o auxilio de um
microscopio de luz (Leica DM2500) na magnificacdo de 200x. Para esta analise foram utilizados
cortes semi-seriados, de 4 um de espessura, com um intervalo de aproximadamente 320 um. Os
cortes receberam a coloracdo de Hematoxilina & Eosina (H/E) para avaliagcdo da proporg¢ao dos
seguintes componentes teciduais: infiltrado celular (fibroblastos e células inflamatorias), matriz
colagena , e vasos sanguineos. As estruturas celulares foram avaliadas em uma regido
padronizada do corte histoldgico, delimitada da seguinte forma: tecido conjuntivo situado entre
primeiro e segundo molar, delimitado coronalmente pela porcéo mais apical do tecido epitelial;
apicalmente pelo topo da crista 0ssea; e lateralmente pela regido mais proeminente da raiz distal
do primeiro molar. Apéds a captura de imagens, a quantificacao foi feita com o auxilio de grades
posicionadas (sobrepostas) nas imagens digitalizadas dos cortes histolégicos, preenchendo toda
a regido de interesse da imagem. Uma grade constituida por 80 pontos, simetricamente
distribuidos, foi posicionada sobre a regido de interesse descrita e avaliada por um examinador
cego para oS grupos experimentais. Em seguida foi feita uma analise percentual de cada
componente tecidual em relacdo ao nimero total de pontos contados. Um total de 3 cortes por
dente, provenientes de pelo menos 4 animais por grupo experimental, foram avaliados. Os
resultados foram usados para determinar um valor médio por animal e em seguida estes valores

foram comparados entre os grupos.

- Extracao de RNA total, reacdo de sintese de cDNA (transcricéo reversa) e PCR em
tempo real (QPCR)
RNA total dos tecidos gengivais dissecados no momento da eutanasia, foram extraidos
com o reagente Trizol (Invitrogen Corp.), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A
concentragdo e a pureza do RNA foram determinadas em espectrofotémetro pela absorbéancia a
260 nm e pela razéo das absorbancias a 260 nm e 280 nm, respectivamente. 700ng de RNA total

foram utilizados para a sintese de cDNA, utilizando random hexamers como primers e seguindo
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as instrucbes do fornecedor dos reagentes (High capacity cDNA synthesis kit, Applied
Biosystems). A expressdo dos genes inflamatorios selecionados (Tnf-alpha (tumor necrosis
factor alpha), NM_013693; Ptgs-2 (prostaglandin-endoperoxide synthase-2), NM011198; iNOS
(inducible nitric oxide synthase), MMU58677; Sodl (superoxide dismutase 1), NM_011434;
Gapdh (glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase), NMO008084, foi determinada por
RTgPCR tempo real usando sondas e reagentes Tagman (TagMan Gene Expression Assays,
TagMan Universal master mix, Applied Biosystems) em um sistema de PCR Tempo Real
StepOne (Applied Biosystems). Para cada amostra, foi realizada uma mistura constituida por 5ul
de master mix proveniente do kit, 0,5ul de primer referente a cada gene selecionado e 3,5ul de
4gua ultrapura, totalizando assim 9ul. A essa mistura, foi adicionado 1ul de cDNA, totalizando
10ul de amostra.

Para cada amostra, as analises da expressdo génica foram realizadas em duplicata, e as
condicdes de ciclagem foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos
a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Para normalizar a quantidade de cDNA total
presente em cada reacdo, a expressao de GAPDH, que ndo é alterada pelas condicdes
experimentais, foi usada como controle enddgeno por ser um gene constitutivo. Para comparar
0s niveis de expressdo entre as diferentes amostras, o nivel de expressao relativa dos genes foi

calculado usando o método comparativo A (ACT) utilizando o software da termocicladora.

- Anélise de Western Blot

Com objetivo de investigar os efeitos do DMF sobre a via de sinalizagéo intracelular
IkBo, amostras de proteina total extraidas dos tecidos periodontais foram utilizadas para
realizacdo do Western Blot. Quantidades iguais de proteina total (10ug) foram resolvidas por
eletroforese. As amostras foram separadas em géis de poliacrilamida Tris-Cl a 10% (resolving
gel) e 4% (stacking gel) e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
bloqueadas em tampdo 5% BSA em TBS contendo 1% Tween-20 (TBS-T) e depois incubadas
com os anticorpos primarios (IkBa #4814S Cell Signaling, GAPDH #97166S Cell Signaling)
overnight, a 4°C. Apos incubagdo com anticorpo secundario, a deteccdo da presenca da proteina
foi realizada por reacdo de quimioluminescéncia (SuperSignal West Pico, Pierce/ThermoFisher
Scientific) e visualizada em um sistema de documentacdo digital (Chemi-Doc XR, Bio-Rad
Laboratories). Os resultados foram obtidos pela analise densitométrica das bandas e

normalizados através da razdo entre a proteina alvo e GAPDH.
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Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA). O teste ANOVA (one-way), seguido do teste de Tukey foi utilizado para
comparagOes multiplas entre os grupos. Todos os testes foram aplicados com nivel de confianca
de 95% (P < 0,05).

RESULTADOS

Nenhum sinal de toxicidade ou alteragdes fisicas e comportamentais foram observados nos
animais durante todo o periodo experimental, indicando auséncia de efeitos secundarios

associados a administracdo de DMF.

Administracao oral de DMF nao previne a reabsorcéo 6ssea alveolar:

A inducdo da doenca periodontal através da colocacdo das ligaduras reduziu
significativamente a fracdo de volume 6sseo nas regides de interesse, e essa reabsorcdo nao foi
inibida pela administracdo de DMF, uma vez que animais tratados com DMF apresentaram uma

fracdo de volume dsseo semelhante ao grupo controle positivo (16,98 vs. 23.13). (figura 1).

DMF inibe 0 aumento do infiltrado celular e de vasos sanguineos

Os dados da anélise estereométrica demonstram que a inducdo da periodontite aumentou o
infiltrado celular nos tecidos periodontais adjacentes a ligadura, como indicado pela diferenca
entre 0s grupos controle positivo e negativo, e que a administracdo local de DMF preveniu este
aumento (p<0.05) (% da densidade de infiltrado celular na regido de interesse: controle positivo
vs. DMF: 32% vs. 21%) (figura 2). Os resultados também indicaram que o processo inflamatdrio
induzido pela instalacdo das ligaduras provocou um aumento significante no nimero de vasos
sanguineos, entretanto, a administracdo de DMF atenuou este aumento (reducdo de 50% em
relacdo ao grupo controle positivo) (figura 2). Interessantemente, os resultados demonstraram

que ndo houve uma diferenca relevante no contetido colageno entre os diferentes grupos.

DMF modula expressédo de mediadores inflamatdrios
O aumento do infiltrado inflamatorio e atenuagdo no aumento de vasos sanguineos,

caracteristicos do processo inflamatdrio induzido pela ligadura, foi acompanhado pelo aumento
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na expressdo dos mediadores pro-inflamatorios (Tnf-a e iNOS), e redugao dos niveis de mRNA
da enzima antioxidante (Sod) no tecido gengival dos animais periodontalmente doentes. DMF
inibiu a expressdo de Tnf-a e iNOS (p< 0.05), e aumentou a expressdo de Sod. A expressdo de
Ptgs-2, ndo encontrada em animais periodontalmente saudaveis, ndao foi modulada pela

administracdo de DMF.

A ativagio de IKBa nio foi modulada por DMF

Considerando que NF-kB é um dos principais alvos de DMF, e uma via de sinalizacdo
importante na regulacdo da expressdo de citocinas inflamatdrias, nds avaliamos a ativacdo de
IKBa, um inibidor de NF-kB, nos tecidos gengivais. Curiosamente, o estado de ativacdo de
IKBa nos animais periodontalmente doentes ndo diferiu dos animais saudaveis e, também, néo

foram modulados pela administragdo do composto (figura 4).

DISCUSSAO

No presente estudo, n6s mostramos pela primeira vez, a influéncia de DMF, um agente
farmacoldgico com capacidade antioxidante e anti-inflamatdria, sobre a periodontite em ratos.
Os resultados mostraram que DMF reduziu a inflamacéo associada a doenga, prevenindo o
aumento do infiltrado celular, inibindo a expressao de mediadores inflamatorios e aumentando
os niveis de mRNA de fator antioxidante nos tecidos gengivais. Os achados indicam que a
administracdo de DMF efetivamente reduz a inflamacédo e a degradacéo do tecido conjuntivo
neste modelo de periodontite experimental.

DMF é um composto farmacoldgico com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, aprovado pela FDA para o tratamento de esclerose multipla e psoriase®®. Estudos
pré-clinicos também tém demonstrado seu potencial terapéutico em outras doencas
inflamatorias, como artrite reumatoide® e diabetes?®. A modulagdo de vias de sinalizagio
intracelular (NF-kB, Nrf2, MAPK)?"?8 e expressdo de mediadores inflamatdrios e fatores

antioxidantes, tem sido implicado em seu mecanismo de ag&0%.

No presente estudo, DMF inibiu a expressdo de Tnf-a e da espécie de nitrogénio reativa
(iNOS), e aumentou a expressdo de superoxido dismutase (Sod) nos tecidos gengivais
periodontalmente doentes, corroborando seu papel anti-inflamatério e antioxidante. O
protagonismo de TNF-o na patogénese da doenga periodontal tem sido extensivamente

discutido®. Esta citocina pro-inflamatoria, pleiotropica, é capaz de estimular a expressdo de
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RANKL e a osteoclastogénese, bem como induzir a expressédo de metaloproteinases da matriz
envolvidas na degradacéo de tecido conjuntivo®®2, De maneira semelhante, diversos estudos
tém demonstrado a relevancia de iNOS na progressdo da doenca periodontal®*-%, Produzido no
periodonto por células inflamatdrias, fibroblastos, osteoclastos e vasos sanguineos®, apesar de
fazer parte do conjunto néo especifico de mecanismos naturais de defesa, este marcador oxidante
também pode contribuir para o dano tecidual observado nos tecidos periodontais. Na presenca
de inflamag&o periodontal, iINOS favorece a amplificacdo e progressao doa infiltrado de células
inflamatorias®® e pode estimular a migracdo do epitélio juncional e a destruicio das fibras
colagenas mediadas por metaloproteinases de matriz3"28,

Em contrapartida, a produgdo de antioxidantes pode prevenir ou inibir as reagdes de
oxidagdo, reduzindo os efeitos provocados pelo estresse oxidativo®®. Identificado como o
primeiro antioxidante com papel anti-inflamatério, SOD faz parte da primeira linha de defesa
contra os radicais livres, e seu potencial terapéutico tem sido investigado em desordens
inflamatorias como artrite reumatoide e osteoartrite?®. Na doenca periodontal, a diminuigdo do
status antioxidante tem sido relacionado com a presenca de inflamacéo gengival e severidade da
doenca periodontal®, por outro lado, o aumento de enzimas antioxidantes induzido pela
administracdo de compostos naturais antioxidantes, tem sido associado a atenua¢do do processo
inflamatorio®'2, Tendo em vista a acdo destes mediadores na doenca periodontal, é provavel
que os efeitos anti-inflamatérios causados pela administracdo de DMF no presente estudo,
estejam relacionados a modulagdo da expressao destes genes pelo composto.

O aumento de enzimas antioxidantes, e a reducdo de radicais livres e citocinas pré-
inflamatdrias também foram associados ao efeito anti-inflamatdrio de DMF em modelo de artrite
reumatoide em ratos?®. Administracdo oral de 100mg/kg de DMF diminuiu os niveis sistémicos
de TNF-a, IL-1pB, proteina- C reativa (CRP), nitrito e malondealdeido (MDA), e aumentou 0s
niveis de SOD, catalase e glutationa (GSH). Reducéo dos sinais clinicos da doenca e do processo
inflamatério articular também foram observados nos animais tratados com o agente

farmacoldgico?®.

Associado a modulagéo dos mediadores inflamatorios nos tecidos gengivais pelo DMF,
0s animais tratados com o composto também apresentaram menor proporcao de infiltrado celular
e atenuacgdo do aumento de vasos sanguineos em relagdo aos animais periodontalmente doentes
e ndo tratados, confirmando o efeito anti-inflamat6rio do composto no modelo de periodontite
experimental. Estes resultados estdo de acordo com dados anteriores, mostrando reducdo do

infiltrado inflamatorio em modelos de pancreatite aguda em roedor**, em animais tratados com
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DMF (25mg/kg, via oral). Reducéo dos niveis de MDA e melhora nos niveis de marcadores de
atividade pancreatica nestes animais, foram consistentes com atividade anti-inflamatoria do
composto*,

Ainda que DMF tenha reduzido a inflamag&o nos tecidos periodontais, nossos resultados
demonstraram que a reabsor¢do 0ssea induzida pela ligadura, ndo foi prevenida pelo composto.
NOs especulamos que este resultado esteja relacionado ao tempo necessario para que 0 DMF
atingisse niveis suficientes nos tecidos, para exercer seus efeitos bioldgicos, ou a dose utilizada.
Estudos futuros avaliando o efeito de DMF sobre periodos experimentais mais longos e estudos
de dose-resposta deverdo ser conduzidos, assim como analises sobre os efeitos de DMF sobre
diferentes marcadores da reabsorcao dssea.

Embora muito estudos tenham associado os efeitos bioldégicos de DMF a modulagdo
negativa de NF-kB, interessantemente, nossos dados indicaram que DMF ndo modulou a
expressdao de IKBa. Nos investigamos a expressdao de IKBa neste estudo, porque ele ¢ um
importante inibidor de NF-kB. Em condicdes fisioldgicas, IKBa esta complexado ao fator de
transcricdo NF-kB. Quando ativado por estimulos inflamatérios, IKBa ¢é fosforilado e
degradado, permitindo a translocagdo nuclear de NF-kB, que estimula e regula a producéo de
diversos mediadores inflamatorios. Considerando que DMF também é capaz de modular
diferentes vias de sinalizacdo relacionadas a inflamacdo, como as MAPK, AKT-PI3K, e 0s
inflamassomos, e ao estresse oxidativo, como Nrf2, é possivel que o efeito anti-inflamatério
observado em nossos resultados, estejam relacionados a modulacdo de DMF sobre outras vias,
ndo avaliadas neste estudo.

DMF tem longo histérico como agente anti-inflamatério e antioxidante, de modo que suas
propriedades bioldgicas ja sdo bem estabelecidas. Adicionalmente, a auséncia de toxicidade e
facilidade de administracédo, sdo fatores que tornam este agente farmacoldgico particularmente
interessante em aplicacOes terapéuticas. Nossos dados corroboram a auséncia de toxicidade da
administracao oral do composto in vivo, e seu potencial anti-inflamatério. Dentro das limitac6es
do nosso estudo, coletivamente, nossos resultados indicam que DMF é capaz de modular o
processo inflamatdrio associado a periodontite. Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito de
DMF sobre a progressdo da doenca periodontal, e ha diversas questbes importantes que nao
foram avaliadas neste estudo inicial. O uso do composto com énfase terapéutica (ou seja, apos
0 estabelecimento da doenca periodontal) ou preventiva (isto €, antes da inducdo da doenca
periodontal), e avaliacdo dos efeitos biologicos de diferentes doses de DMF deverdo ser

investigadas em estudos adicionais. Em resumo, nossos resultados sugerem que DMF pode ser
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uma opc¢do terapéutica promissora na modulagdo do processo inflamatorio observado nas

doencas periodontais.
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Figura 1: A doenca periodontal foi induzida pela colocacdo de ligadura nos primeiros molares
inferiores no dia 0 (baseline). Administracdo oral de DMF (100 mg/ml) ou &gua destilada foram
iniciadas no mesmo dia da indugdo da doenca, e realizadas diariamente durante os 10 dias do
periodo experimental. Ao final deste periodo, as mandibulas contendo primeiro e segundo molar
foram escaneadas em microtomografo para determinagdo do volume 6sseo. (A): O grafico de
barras indica a fracdo de volume 6sseo em uma regido de interesse padronizada (regido de furca
do primeiro molar e regido interproximal entre primeiro e segundo molar) de 5 animais por
grupo, em cada uma das condi¢cOes experimentais. (B): Imagem representativa de cada grupo
experimental obtida nos planos sagital, axial, coronal e tridimensional. As barras indicam o valor
médio percentual e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM). (*) indica (p <0,05) em
relacdo aos demais grupos.
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Figura 2: DMF inibe o aumento do infiltrado celular e de vasos sanguineos. Uma grade foi
sobreposta as imagens digitalizadas da regido de interesse para realizacdo de uma analise
percentual dos componentes teciduais (infiltrado celular, fibras colagenas e vasos sanguineos)
em relacdo ao nimero total de pontos contados. (A) Analise estereométrica dos componentes
teciduais: DMF reduziu o infiltrado celular e preveniu 0 aumento de vasos sanguineos. (B):
Aspecto histologico dos grupos experimentais (ampliacdo de 200x). As barras indicam o valor
médio percentual e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM). (*) p<0.05 comparado com
0 grupo @-. (+) p<0.05 em comparagédo ao grupo J+.
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Figura 4: DMF reduz a expressdo de Tnf-o ¢ iNOS, e aumenta a expressdo de Sod nos tecidos
gengivais. Dados obtidos a partir do RNA isolado de tecidos gengivais dissecados de pelo menos
quatro hemi-mandibulas de diferentes animais em cada condicdo experimental. As barras
indicam os valores médios e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM). (*) p<0.05
comparado com o grupo @-. (+) p<0.05 em comparagdo com o grupo J+.



35

A "
[a]
o
<
QO 2
3
o0
X 4
0 T T
@- o+ DMF
B

KBo |G Qe -

GAFDE | o wm»
o- @+ DMF

Figura 5: Efeito de DMF sobre IKBa. Os niveis de expressao de gene constitutivo, GAPDH,
foram detectados para confirmar que quantidades iguais de proteina foram utilizadas (10ug). (A)
As barras indicam a média e as linhas verticais o erro padrdo (SEM) da quantificacdo
densitométrica de 6 animais por grupo. (B) Imagem densitométrica das bandas de western blot.
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4 CONCLUSAO

A administracdo oral de DMF durante a progressdo da periodontite reduziu a inflamacéo
associada a doenca, demonstrando ser uma op¢do promissora no tratamento adjunto desta
condigdo clinica. Uma reducdo no infiltrado celular e atenuacdo no aumento de vasos
sanguineos, foram associados a inibi¢do da expressdo de mediadores inflamatdrios e aumento
de antioxidante nos tecidos gengivais dos animais tratados com o composto. Por outro lado, a
reabsorcdo dssea nao foi inibida pelo agente farmacoldgico. Estudos adicionais avaliando os
efeitos do composto sobre a reabsor¢ao 6ssea em periodos mais longos, ou em diferentes doses
das utilizadas neste estudo poderdo trazer resultados diferentes destes encontrados.
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APENDICE A - METODOLOGIA EXPANDIDA

Obtencéo e manutencdo dos animais

Este protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, sob registro (12/2021) (Anexo
1) e realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo
Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA). Um total de 48 ratos
Wistar (Rattus norvegicus albinus, Wistar), adultos e machos, pesando entre 100-200g foram
utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (4 animais/caixa)
com temperatura (21 + 1C) e umidade (65-70%) controlada e um ciclo claro-escuro de 12 horas,
e receberam alimentacdo granulada (Labina / Purina) e agua ad libitum. Os animais foram
aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais (12 animais por grupo), como descrito na
Tabela 1, de acordo com a presenca ou ndo da doenca periodontal e composto administrado:
grupo controle negativo (ndo recebeu inducdo da doenca periodontal, apenas a administracdo
oral de &gua destilada), controle positivo (ligadura e administracdo oral de 4gua destilada), DMF
(ligadura e administracdo oral de DMF (100mg/kg)). O volume de dgua destilada administrada

aos grupos controles foram equivalentes ao volume de DMF.

O célculo do tamanho da amostra foi baseado em estudos anteriores do nosso grupo, que tiveram

como desfecho primario a alteracdo de volume 6sseo em modelo de periodontite experimental

em ratos?.
Tabela 1 — Grupos experimentais
Inducédo da Doenca PROCEDIMENTO

GRUPOS Periodontal (Ligadura) (Administracéo sistémica)
Controle (negativo) Néo Agua destilada
Controle (positivo) Sim Agua destilada

DMF Sim DMF (100 mg \kg)
Veiculo Sim CMC 0,5%

Grupos experimentais (n=48), de acordo com o0 composto administrado e presenca de doenca periodontal
induzida por ligadura.

Fonte: Elaborag&o prdpria.
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- Administracdo de DMF e inducéo da periodontite

DMF foi diluido em carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e administrado via oral aos animais, na
dosagem de 100mg/kg de peso corporal, diariamente, uma vez ao dia, durante os 10 dias do
experimento. O composto foi mantido em local seco e arejado, ao abrigo da luz, e preparado
diariamente.

A dose de DMF foi selecionada a partir de estudos prévios avaliando o efeito da administracdo
sisttmica do composto em modelos de artrite reumatoide em ratos. De acordo com os resultados,
a administracdo oral de DMF, diaria, de 100mg/kg, durante 10 dias, reduziu o infiltrado
inflamatdrio articular, sem causar efeitos secundarios?.

No mesmo dia de inicio da administracdo do DMF, os animais foram submetidos a indugéo da
doenca periodontal através da instalacdo das ligaduras. Inicialmente os animais receberam
anestesia geral (80mg/kg de Ketamina e 7mg/kg de cloridrato de xilazina), e foram em seguida
posicionados em mesa operatdria. O modelo de ligadura foi obtido com a colocacdo de um fio

de algoddo numero 24 ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente.

Figura 1 — Cronologia do experimento

Aplicagio didria de DMF, Veiculo ou Agua

A

Baseline Dia9 Dia 10: Eutandsia

T

Instalagdo das ligaduras

Linha do tempo demonstrando os procedimentos realizados dentro do periodo experimental.

Fonte: Elaboracéo propria.

- Obtencédo das amostras
Apbs eutanasia, as mandibulas dos animais foram divididas em duas hemimandibulas. As

hemi-mandibulas do lado direito foram utilizadas para coleta do tecido gengival ao redor dos
primeiros molares inferiores, e 0 material destinado para a analise molecular (RTgPCR, Western
Blot). Para esta finalidade, os tecidos coletados foram armazenados em nitrogénio liquido logo
ap6s sua remogdo e em seguida transferidos para o freezer -80°C até o momento do

processamento. Apo6s remogdo do tecido gengival, as mandibulas foram fixadas em
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parafolmaldeido 4% por 48h, e transferidas para etanol 70% para avaliacdo da perda 6ssea por
microtomografia computadorizada. Ja as mandibulas do lado esquerdo, ainda contendo o tecido
mole ao redor dos molares, foram armazenadas em paraformaldeido 4% por 48h, e entdo
descalcificadas em solucdo de EDTA 10% por 60 dias, e posteriormente utilizadas para a analise
histologica (analise estereométrica). Todas as analises descritas a seguir foram realizadas por

um examinador treinado e cego para 0s grupos experimentais.

- Avaliacao da perda 6ssea por microtomografia computadorizada (uCT)

As mandibulas foram digitalizadas em um sistema de imagem por pCT (Skyscan 1076;
Bruker, Kontich, Bélgica) usando resolucao espacial isotropica de 9 um (0,01 mm), filtro de
aluminio de 0,5 mm, tensdo de 80 kV, corrente de 310 pA, exposi¢do de 195 ms, média de
quadro de 03 e passo de rotacdo de 0,4° em 180°. Para reconstrucdo (NRecon 1.6.1.5; Bruker),
foram utilizados os seguintes parametros: correcdo de artefato em anel, 4; méascara de defeito de
pixel, 5%; alisamento, 1%; correcdo de endurecimento do feixe, 26% e sensor comprimido (CS)
para conversdo de imagem, 0,0-0,8. A regido dssea de interesse (ROI) foi definida em uma
orientacdo sagital, em duas regiGes distintas: area de furca do primeiro molar inferior,
(estendendo-se do topo da furca até os apices radiculares), e regido proximal entre primeiro e
segundo molar, (da juncdo cemento-esmalte até o apice da raiz distal do primeiro molar e mesial
do segundo molar). A fracdo do volume do ROI ocupado pelo tecido mineralizado (volume da
fracdo dssea (BVF)) foi quantificada a partir da soma dos ROI obtidos nas duas regifes distintas
nalisadas Amostras de pelo menos 5 animais por grupo foram avaliadas. A analise foi realizada

por um examinador treinado e cego para 0s grupos experimentais.

- Andlise Estereométrica

A analise estereométrica do processo inflamatorio foi realizada com o auxilio de um
microscopio de luz (Leica DM2500) na magnificagdo de 200x. Para esta analise foram utilizados
cortes semi-seriados, de 4 um de espessura, com um intervalo de aproximadamente 320 um. Os
cortes receberam a coloragdo de Hematoxilina & Eosina (H/E) para avaliagdo da proporcéo dos
seguintes componentes teciduais: infiltrado celular (fibroblastos e células inflamatérias), fibras
colagenas, e vasos sanguineos. As estruturas celulares foram avaliadas em uma regido
padronizada do corte histoldgico, delimitada da seguinte forma: tecido conjuntivo situado entre
primeiro e segundo molar, delimitado coronalmente pela por¢do mais apical do tecido epitelial;

apicalmente pelo topo da crista 0ssea; e lateralmente pela regido mais proeminente da raiz distal



43

do primeiro molar. Apés a captura de imagens, a quantificacdo foi feita com o auxilio de grades
posicionadas (sobrepostas) nas imagens digitalizadas dos cortes histologicos, preenchendo toda
a regido de interesse da imagem. Uma grade constituida por 80 pontos, simetricamente
distribuidos, foi posicionada sobre a regido de interesse descrita e avaliada por um examinador
cego para 0s grupos experimentais. Em seguida foi feita uma andlise percentual de cada
componente tecidual em relacdo ao nimero total de pontos contados. Um total de 3 cortes por
dente, provenientes de pelo menos 4 animais por grupo experimental, foram avaliados. Os
resultados foram usados para determinar um valor medio por animal e em seguida estes valores

foram comparados entre 0s grupos.

- Extracdo de RNA total, reacdo de sintese de cDNA (transcricdo reversa) e PCR em tempo
real (QPCR)

RNA total dos tecidos gengivais dissecados no momento da eutanasia, foram extraidos com
o reagente Trizol (Invitrogen Corp.), de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracéo
e a pureza do RNA foram determinadas em espectrofotdmetro pela absorbancia a 260 nm e pela
razdo das absorbancias a 260 nm e 280 nm, respectivamente. 700ng de RNA total foram
utilizados para a sintese de cDNA, utilizando random hexamers como primers e seguindo as
instrucdes do fornecedor dos reagentes (High capacity cDNA synthesis kit, Applied
Biosystems). A expressao dos genes inflamatdrios selecionados Tnf-alpha (tumor necrosis factor
alpha), NM_013693; Ptgs-2 (prostaglandin-endoperoxide synthase-2), NM011198; iNOS
(inducible nitric oxide synthase), MMU58677; Sodl (superoxide dismutase 1), NM_011434;
Gapdh (glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase), NMO008084, foi determinada por
RTgPCR tempo real usando sondas e reagentes Tagman (TagMan Gene Expression Assays,
TagMan Universal master mix, Applied Biosystems) em um sistema de PCR Tempo Real
StepOne (Applied Biosystems). Para cada amostra, foi realizada uma mistura constituida por 5ul
de master mix proveniente do kit, 0,5ul de primer referente a cada gene selecionado e 3,5ul de
4gua ultrapura, totalizando assim 9ul. A essa mistura, foi adicionado 1ul de cDNA, totalizando
10ul de amostra.

Para cada amostra, as analises da expressao génica foram realizadas em duplicata, e as
condicdes de ciclagem foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos
a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Para normalizar a quantidade de cDNA total
presente em cada reacdo, a expressdo de GAPDH, que ndo é alterada pelas condicGes

experimentais, foi usada como controle endégeno por ser um gene constitutivo. Para comparar
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0s niveis de expressdo entre as diferentes amostras, o nivel de expressao relativa dos genes foi

calculado usando o método comparativo A (ACT) utilizando o software da termocicladora.

- Analise de Western Blot

Com objetivo de investigar os efeitos do DMF sobre a via de sinalizagdo intracelular IxBa,
amostras de proteina total extraidas dos tecidos periodontais foram utilizadas para realizacéo do
Western Blot. Quantidades iguais de proteina total (10ug) foram resolvidas por eletroforese. As
amostras foram separadas em géis de poliacrilamida Tris-Cl a 10% (resolving gel) e 4%
(stacking gel) e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas
em tampédo 5% BSA em TBS contendo 1% Tween-20 (TBS-T) e depois incubadas com 0s
anticorpos primarios (IkBa #4814S Cell Signaling, GAPDH #97166S Cell Signaling) overnight,
a 4°C. Apds incubacdo com anticorpo secundario, a deteccdo da presenca da proteina foi
realizada por reacdo de quimioluminescéncia (SuperSignal West Pico, Pierce/ThermoFisher
Scientific) e visualizada em um sistema de documentacdo digital (Chemi-Doc XR, Bio-Rad
Laboratories). Os resultados foram obtidos pela andlise densitométrica das bandas e

normalizados através da razdo entre a proteina alvo e GAPDH.

Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA). O teste ANOVA (one-way), seguido do teste de Tukey foi utilizado para
comparacOes multiplas entre os grupos. Todos os testes foram aplicados com nivel de confianca
de 95% (P < 0,05).
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