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RESUMO

SILVA, Natéalia Linhares Coutinho. Estudo do Perfil Anti-inflamatorio dos
Derivados N-acilidrazonicos LASSBi0-930 e LASSBio-651 em Modelo de
Periodontite Experimental em Ratos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farméacia — Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

A periodontite € uma doenca inflamatdria dos tecidos que revestem e
envolvem o dente e resulta de interacbes entre espécies especificas da microbiota
subgengival e um hospedeiro suscetivel, levando a liberagdo de citocinas,
guimiocinas e prostanoides, como a prostaglandina E,. A producdo exacerbada
destes mediadores leva a destruicdo tecidual e a ativacdo de vias de reabsorcao
0ssea, portanto a modulacdo da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro como
base para a terapia da doenca tem sido estudada. No presente trabalho foi
implantado um modelo de periodontite experimental em ratos bem estabelecido na
literatura, através da ligadura do primeiro molar mandibular, no qual foi avaliado o
perfil anti-inflamatorio de dois derivados N-acilidrazénicos protoétipos de candidatos a
farmacos, planejados e sintetizados no LASSBio: LASSBIi0-930 e LASSBI0-651,
previamente caracterizados por nosso grupo através de estudos in vitro e em
modelos animais classicos de inflamacdo. Os derivados (100 pmol/kg/dia,
administrados ap6s a doenca estabelecida) inibiram a perda Ossea alveolar em
58,4% e 65,3%, respectivamente. A analise histolégica demonstrou maior
preservacdo dos tecidos periodontais e infiltrado inflamatério moderado, em
comparacao ao grupo controle. As dosagens de mieloperoxidase a partir do tecido
gengival indicaram que 0S compostos possivelmente impediram a migragdo de
neutrdfilos para o tecido. Apenas o derivado LASSBi0-930 reduziu as concentracfes
de PGE; dosadas do tecido gengival. Os efeitos observados provavelmente séo
resultantes da modulacdo da resposta inflamatoria através da inibicdo ndo seletiva
da COX pelo derivado LASSBIi0-930, e inibicdo de COX/TNF-a por LASSBIio-651.
Além dessas atividades, o tratamento cronico dos animais com os derivados
LASSBIi0-930 e LASSBI0-651 n&o apresentou sinais de gastroirritacdo, sendo
prototipos de candidatos a farmacos Gteis como adjuvantes no tratamento da doenca

periodontal.



ABSTRACT

SILVA, Natélia Linhares Coutinho. Estudo do Perfil Anti-inflamatério dos
Derivados N-acilidrazdnicos LASSBi0-930 e LASSBIio-651 em Modelo de
Periodontite Experimental em Ratos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia — Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

Periodontitis is an inflammatory disease of the tissues that cover and surround
the teeth and result of interactions between specific species of the subgingival
microbiota and a susceptible host, leading to the release of cytokines, chemokines
and prostanoids, such as prostaglandin E,. The exacerbated production of these
mediators leads to tissue destruction and the activation of bone resorption pathways,
so the modulation of immunoinflammatory response in the host as a base to therapy
for the disease has been studied. In the present study, we implemented a well-
stablished model of experimental periodontitis in rats, induced by a ligature placed
around the first molar mandibular, in which we evaluated the anti-inflammatory profile
of two N-acylidrazonics derivates. These prototype drug candidates, designed and
synthesized in LASSBio: LASSBIi0o-930 and LASSBIi0-651, were previously
characterized by our group using in vitro and classical animal models of
inflammation. The derivates (100 pmol/kg /day administered after established
disease) inhibited alveolar bone loss in 58.4% and 65.3%, respectively. Histological
analysis showed greater preservation of periodontal tissues and moderate
inflammatory infiltrated, compared to the control group. Dosages of myeloperoxidase
from the gingival tissue indicated that the compounds possibly prevented neutrophil
migration into the tissue. Only the compound LASSBIi0-930 reduced the PGE; levels
in gingival tissue. These observed effects occurs probably due to the modulation of
the inflammatory response by non selective COX inhibition by LASSBio 930, and
COX/TNF-a inhibition by LASSBio-651. Besides these activities, the chronic
treatment of animals with the derivates LASSBIi0-930 and LASSBIi0-651 showed no
signs of gastric irritation, being a promising prototype drug candidates to adjuvant

treatment of periodontal disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 PERIODONTO
tecidos: cemento, ligamento periodontal, osso alveolar e gengiva (Figura 1). Este
conjunto de tecidos reveste e envolve o dente, sendo de fundamental importancia

para a sua fixacdo e sustentacdo nos ossos maxilar e mandibular (LINDHE et al.,

2010).

O periodonto (peri-: ao redor; -odonto: dente) compreende 0s seguintes

|
\
|
. y
Gengiva /| [ \ A
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Z
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R
o =
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= = E
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=
=
=
E
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Cemento

OSSO ammmmmm=="""

alveolar

Figura 1 — Representacdo do periodonto (Adaptado de LINDHE et al., 2010).
Cada um destes componentes do periodonto diferem-se por sua localizacéo,

arquitetura tecidual, composic¢do bioguimica e celular, no entanto, juntos, funcionam

como uma unidade (BARTOLD et al., 2000).

O cemento é um tecido conjuntivo duro, avascular e ndo possui terminacdes
nervosas. Recobre as raizes dos dentes e insere as fibras do ligamento periodontal,
além de contribuir para o processo de reparo em casos de defeitos de reabsorcéo e

fraturas radiculares. A composi¢do do cemento assemelha-se ao 0sso, contém 50%
de minerais (como o fosfato de calcio, denominado hidroxiapatita, e tracos de ions

magneésio, carbonato e fluoreto, por exemplo) e 50% de matriz organica, na qual
predomina o colageno tipo I (NANCI & BOSSHARDT, 2006; YAMAMOTO et al.,

2010).
O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo frouxo, vascularizado, situado
entre o cemento e o 0sso alveolar. E constituido de células (principalmente

fibroblastos) e de um compartimento extracelular, compreendendo constituintes
colagenos e nao colagenos de matriz (proteoglicanas, glicoproteinas e fosfatase



alcalina), todos embebidos por uma substancia fundamental, constituida por
aproximadamente 70% de agua, permitindo a habilidade do dente em suportar as
cargas de estresse (CARRANZA & BERNARD, 2012; WADA et al., 2009).

O osso alveolar € um componente dos ossos da mandibula e do maxilar
especializado no suporte do dente. A parede alveolar ao redor de toda a raiz do
dente é conhecida por sua capacidade de remodelamento continuo e rapido em
resposta ao desafio metabolico ou ao carregamento funcional imposto pela
mastigacdo, um diferencial em relacdo a outros sitios esqueléticos. O osso alveolar
€ composto por um osso fasciculado, ou seja, fornece insergcbes para os feixes de
fiboras do ligamento periodontal, e € constituido por células osteogénicas e
componentes de matriz, principalmente fibras colagenas, predominando as do tipo |
(SAFFAR et al., 1997; SODEK & MCKEE, 2000).

A gengiva compreende os componentes epiteliais e do tecido conjuntivo. O
epitélio é dividido em trés compartimentos funcionais — epitélio gengival ou epitélio
oral (voltado para a cavidade oral), epitélio sulcular ou epitélio oral do sulco (voltado
para o dente, sem contato com a superficie do mesmo) e epitélio juncional (que
permite o contato da gengiva e o dente) — e o tecido conjuntivo em compartimentos
superficial e profundo (Figura 2) (NANCI & BOSSHARDT, 2006).

Macroscopicamente, pode ser diferenciada em gengiva livre, que se
posiciona até o nivel correspondente a juncdo cemento-esmalte (JCE), e gengiva
inserida, demarcada pela juncdo mucogengival na dire¢cdo apical. A margem
gengival livre é arredondada, formando uma pequena invaginacdo entre o dente e a
gengiva; quando uma sonda periodontal € inserida nesta invaginacdo e forcada na
direcdo da JCE, o tecido gengival € separado do dente e uma bolsa ou sulco

gengival fica aberta artificialmente (LINDHE et al., 2010).
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Figura 2 — Relagcdo dos tecidos gengivais com o dente e 0sso alveolar. Em azul, delimitagdo
macroscopica da porcao gengival livre e inserida (Adaptado de LINDHE et al., 2010).

1.2 DOENCAS PERIODONTAIS

As doencas periodontais representam um grupo de infec¢cées que acometem
os tecidos do periodonto, podendo ser classificadas em gengivites, se 0 processo for
restrito ao tecido gengival, e periodontites, quando ocorre perda de insercao
clinicamente detectavel (ACADEMIA AMERICANA DE PERIODONTIA, 1999).

A gengivite € considerada um fator de risco para a periodontite e caracteriza-
se por vermelhiddo, edema e sangramento gengival a sondagem ou durante a
escovacao; consiste em uma condicdo inflamatéria reversivel e resulta do acumulo
de placa bacteriana (LANG et al., 2009).

A periodontite é definida como “uma doenca inflamatéria dos tecidos de
suporte dos dentes, causada por micro-organismos especificos ou grupos de micro-
organismos especificos, resultando em uma destruicdo progressiva do ligamento
periodontal e do osso alveolar, com formacdo de bolsa, retracdo, ou ambas”
(HINRICHS & NOVAK, 2012).

A perda dos tecidos do periodonto € avaliada por meio de medidas da
profundidade de bolsas periodontais (distancia entre a margem gengival até o fundo
da bolsa periodontal) e dos niveis clinicos de insercdo (distancia entre a JCE e o

fundo da bolsa periodontal), realizadas em diferentes sitios ao redor do dente com o



auxilio da sonda periodontal milimetrada. Ainda compdem o exame de condicao
periodontal a avaliagdo radiogréfica de perda do osso alveolar e a avaliagdo clinica
da inflamacéo dos tecidos, através da observacdo de sangramento a sondagem
(indice de sangramento sulcular gengival), inspecéo visual de cor, textura e edema
da gengiva (indice gengival) e presenca de placa bacteriana na superficie dental
(indice de placa) (SALVI et al., 2010; BUDUNELI & KINANE, 2011).

Embora exista uma falta de uniformidade nas definicbes dos diferentes graus
de acometimento da doenca, quando a periodontite afeta até 30% dos sitios é
considerada localizada, ou, acima de 30% dos sitios, generalizada. Pode ainda ser
considerada leve, moderada ou grave, de acordo com a gravidade (ARMITAGE,
1999).

No peridonto clinicamente sadio ndo ha bolsa, pois a gengiva esta em contato
intimo com a superficie do esmalte do dente. Existe apenas um sulco gengival, com
profundidade de sondagem inferior ou igual a 3 milimetros (mm). Quando a distancia
entre a margem gengival e o fundo da bolsa ultrapassa 3 mm, houve perda dos
tecidos de suporte do dente, formando a bolsa periodontal (Figura 3) (LINDHE et al.,
2010).

Normal Doenca iriodonul

> Sonda
milimetrada
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milimetrada
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saudivel Biofilme
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osseo -
saudivel § .- ' ‘periodontal

Figura 3 — Diferencas entre o periodonto sadio e doente (Adaptado da Academia Americana de
Periodontia. Disponivel em: http://www.perio.org/consumer/2a.html. Acesso em: 03/07/2012).

O Centro de Controle e Prevencado de Doencas dos Estados Unidos e a
Academia Americana de Periodontia definem a periodontite moderada quando dois
Ou mais sitios interproximais apresentam perda de inser¢cdo maior ou igual a 4 mm,
ndo sendo no mesmo dente; ou quando dois ou mais sitios interproximais
apresentam bolsas com profundidade maior ou igual que 5 mm, ndo sendo no
mesmo dente (PRESHAW, 2009).



A periodontite grave caracteriza-se por dois ou mais sitios interproximais com
perda de inser¢cdao maior ou igual a 6 mm, ndo sendo no mesmo dente, e pelo
menos um sitio interproximal com bolsa de profundidade maior ou igual a 5 mm
(PRESHAW, 2009). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 15-
20% da populacdo mundial adulta (entre 35-44 anos) apresenta periodontite na
forma grave (OMS, 2012).

No Brasil, com o objetivo de produzir informacdes acerca das condicbes de
saude bucal da populacdo brasileira e subsidiar o planejamento de acdes nessa
area nos diferentes niveis de gestdo do Sistema Unico de Saulde, foi iniciada a
Pesquisa Nacional de Saude Bucal. Dados publicados referentes ao levantamento
realizado no ano de 2010 demonstraram que 15,2% e 4,2% da populacdo adulta
(35-44 anos) apresentavam bolsas periodontais rasas (3-5 mm de profundidade) e
profundas (acima de 6 mm), respectivamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A periodontite cronica € caracterizada pela progressao lenta da doenca,
embora alguns pacientes apresentem curtos periodos de exacerbacdo. Em casos
onde ocorre rapida progressdo, a periodontite € considerada agressiva e 0S
pacientes geralmente apresentam aspecto de saude periodontal e a quantidade de
deposicao microbiana é incompativel com a gravidade da destruicdo do periodonto.
Existem ainda as doencas periodontais necrosantes, divididas em gengivite e
periodontite ulcerativa necrosante, caracterizadas por um processo agudo de dor,
necrose e sangramento gengival, geralmente associadas as condi¢cdes sistémicas,

como a infecc¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana (ARMITAGE, 1999).

1.3 0 PAPEL DOS MICRO-ORGANISMOS NA DOENCA PERIODONTAL

No inicio do século 20, durante a chamada “era de ouro da microbiologia”, os
métodos disponiveis a época levaram os microbiologistas a acreditar que certos
micro-organismos (como amebas, espiroquetas, fusiformes e estreptococos) eram
0S possiveis agentes etiologicos da doenca periodontal. No entanto, a cada década
mais informagdes acerca da relacdo destas bactérias com a doenca se mostravam
duvidosas (SOCRANSKY & HAFAJEE, 1992; HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994a).

Entre os anos de 1920 e 1940, a doenca periodontal foi atribuida a defeitos
inerentes aos pacientes, como trauma de oclusdo, atrofia por desuso ou a
combinacdo destes fatores, enquanto a bactéria era considerada secundaria neste

processo. No entanto, o tratamento dos pacientes baseado nestas hipoteses néao era



efetivo no controle da doenca periodontal. No final da década de 50, o papel das
bactérias voltou a ser enfatizado, mas como agentes causadores ndo especificos
(HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994a; HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994b).

Estudos em animais durante os anos 60 retomam o interesse na
especificidade da etiologia microbiana. No entanto, nesta década, a énfase era para
o controle mecénico do acumulo de placa, aceitava-se comumente que o desafio
microbiano era de alguma forma associada a doenca periodontal em humanos
(Figura 4) (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994a).

DESAFIO 3 SINAIS CLINICOS
MICROBIANO DA DOENCA

Figura 4 — Modelo linear de acometimento das doencas periodontais. Na década de 60 surge o
consenso do papel etiolégico das bactérias para o inicio e progressdo da doenca periodontal
(Adaptado de KORNMAN, 2008).

O estudo classico “gengivite experimental” realizado por Lée e colaboradores
(1965) enfatizou a importancia da formacao da placa bacteriana no desenvolvimento
da doenca periodontal. Individuos inicialmente com o periodonto sadio, apés 21 dias
sem higienizacao oral, desenvolveram gengivite (Figura 5). A doenca foi revertida

apos tratamento adequado e re-estabelecimento das praticas de higiene.

Figura 5 — Modelo experimental de gengivite: a) Voluntario periodonto clinicamente sadio no inicio
do experimento; b) O mesmo voluntario apos 21 dias sem higienizagao oral, culminando no depdsito
de placa sobre os dentes e inflamacao gengival marginal generalizada (LINDHE et al., 2010).

Até o inicio dos anos 70, acreditava-se que a composicdo da placa fosse
similar de paciente para paciente e de sitio para sitio. No entanto, apds estudos de
periodontite agressiva localizada, a bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans foi considerada como possivel patdogeno na doenca. Do
mesmo modo o papel de Porphyromonas gingivalis como patdégeno foi sugerido em
casos de periodontite cronica (SOCRANSKY & HAFAJEE, 1992; HAFFAJEE &
SOCRANSKY, 1994b).



Além disso, observacdes epidemiolégicas indicavam que apenas alguns
individuos ou sitios apresentavam perda de insercdo. Da mesma forma, algumas
populacdes (como no Sri Lanka e Quénia) apresentavam quantidades consideraveis
de calculo e placa com pequena ou nenhuma perda de insercdo (LOE et al., 1986;
BAELUM et al., 1988).

A especificidade retornou como um conceito fundamental na etiologia das
doencas periodontais; a forma de como a patogénese da doenca periodontal era
estudada também se modificou: o foco ndo era apenas para que se compreendesse
a formacao das bolsas periodontais, mas também para o estudo de células, enzimas
e mediadores envolvidos que pudessem explicar a resposta do hospedeiro na
progressao da periodontite (Figura 6) (WILLIAMS, 2008).

RESPOSTA
DESAFIO <— IMUNO- > SINAIS CLINICOS
MICROBIANO % INFLAMATORIA DA DOENCA

DO HOSPEDEIRO

Figura 6 — Evolugdo do modelo conceitual do inicio e progressdo da doenca periodontal. O
papel central da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro em resposta ao desafio microbiano
caracteriza 0 modelo proposto nos anos 70 (Adaptado de KORNMAN, 2008).

Nos anos 90 foi proposto um modelo nédo-linear, no qual estdo inseridos
fatores ambientais e genéticos como modificadores da resposta do hospedeiro ao
desafio microbiano. O novo modelo torna mais evidente que a presenca da bactéria
patogénica nao leva automaticamente a resposta do hospedeiro e consequente
destruicdo (Figura 7) (PAGE & KORNMAN, 1997). Os patdgenos Sado necessarios,
mas nao sao suficientes para resultar na doenca periodontal (SOCRANSKY &
HAFAJEE, 1992).

FATORES AMBIENTAIS

RESPOSTA

DESAFIO €< IMUNO- —> METABOLISMO =N SINAIS CLINICOS
MICROBIANO ey INFLAMATORIA OSSEO DA DOENCA
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Figura 7 — Modelo néo-linear proposto na década de 90. Fatores ambientais e genéticos podem
contribuir para a patogénese da periodontite (Adaptado de PAGE & KORNMAN, 1997).

FATORES GENETICOS




1.3.1 OS COMPLEXOS MICROBIANOS

A técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization utiliza sondas de DNA
para deteccdo de micro-organismos que compdem os biofilmes bucais, o que
viabiliza estudos de grande porte em Periodontia (SOCRANSKY et al., 1994).

Utilizando esta técnica, Socransky e colaboradores (1998) analisaram as
associacdes entre 40 espécies bacterianas presentes na microbiota subgengival de
pacientes saudaveis e com periodontite cronica, definindo padrées de colonizacéo
que foram divididos em complexos e relacionados com parametros clinicos de
doenca periodontal.

Esta associacdo entre as espécies subgengivais foi posteriormente
representada por uma piramide, onde a base compreende os complexos que
abrangem espécies colonizadoras da superficie do dente, que se proliferam nos
estagios iniciais da doenca periodontal. Na por¢ao intermediéria da piramide esta o
complexo laranja, considerado como a transigcdo dos colonizadores iniciais e as
espécies do complexo vermelho (topo da piramide), que se tornam mais dominantes
nos estagios finais de desenvolvimento da placa (Figura 8) (SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002).

P. gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
P. intermedia
P. micros
P. nigrescens
S. constellatus

Actinomyces
species
V. parvula
A. odontolyticus

5. mitis
S. oralis
5. sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii
S. intermedius

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
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A. actino. a

Figura 8 — Diagrama de associacdo de espécies na placa subgengival (SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002).



O complexo vermelho é formado pelas bactérias Gram-negativas P. gingivalis,
Tannerella forsythia (até 2002 denominada Bacteroides forsythus) e Treponema
denticola. O complexo laranja inclui as subespécies de Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens, Parvimonas micra (anteriormente
denominada Peptostreptococcus micros), Campylobacter rectus, Campylobacter
showae e Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum e Streptococcus
constellatus (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

As trés espécies de Capnocytophaga (Capnocytophaga gingivalis,
Capnocytophaga sputigena e Capnocytophaga ochracea), Campylobacter concisus,
Eikenella corrodens e A. actinomycetemcomitans sorotipo a formam o complexo
verde; o complexo amarelo é formado por Streptococcus (como Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis e Streptococcus oralis). Actinomyces odontolyticus e
Veillonella parvula formam o complexo roxo; espécies de Actinomyces formam o
complexo azul (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

A microbiota do complexo vermelho raramente é detectada na auséncia da
microbiota do complexo laranja, e quanto maiores os niveis detectados de bactérias
do complexo laranja, maiores os niveis de colonizacdo pelo complexo vermelho. Os
complexos amarelo e verde apresentam uma preferéncia similar entre eles e uma
fraca correlagdo com os complexos laranja e vermelho, enquanto o roxo né&o
apresenta relagdes com os outros complexos (SOCRANSKY et al., 1998).

Clinicamente, os complexos amarelo e verde estdo associados com bolsas
rasas (com profundidade < 3 mm), enquanto o laranja e o vermelho relacionam-se
com lesbes mais avancadas e com o0 aumento dos indices periodontais
(SOCRANSKY et al., 1998).

Posteriormente, os complexos da microbiota supragengival também foram
analisados, apresentando similaridade com o encontrado na placa subgengival. A
relacdo entre a composicao microbiana das amostras de placa supragengival e os
parametros clinicos avaliados demonstram a participacdo das espécies do complexo
vermelho e laranja adjacentes aos sitios mais inflamados, além disso, existe uma
forte correlacdo entre os niveis bacterianos na placa supragengival e profundidade
de bolsa e nivel clinico de inser¢cdo (HAFFAJEE et al., 2008).
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1.4 A RESPOSTA DO HOSPEDEIRO FRENTE AO DESAFIO BACTERIANO

O acumulo do biofilme dental, colonizagdo do sulco ou bolsa periodontal e
invasdo do epitélio gengival e tecidos conectivos na gengiva adjacente a superficie
do dente estimulam a resposta do hospedeiro, envolvendo a ativacdo do sistema
imune inato e adaptativo, com a producéo de citocinas, quimiocinas e prostanoides
(NOGUCHI & ISHIKAWA, 2007; GRAVES et al., 2011a).

O termo “viruléncia” é definido como a habilidade de um organismo em causar
doenca ou interferir nas funcdes metabodlicas ou fisiologicas de um hospedeiro.
Desta forma, a viruléncia dos patdégenos periodontais, como também a
suscetibilidade do hospedeiro, sdo pré-requisitos necessarios para o inicio e
progressao da doenca periodontal (HOLT & EBERSOLE, 2005).

1.4.1 MECANISMOS DE SINALIZAC}AO CELULAR NA DOENCA PERIODONTAL

A reposta do hospedeiro a proliferacdo bacteriana ocorre pela deteccado dos
micro-organismos e de seus fatores de viruléncia (como o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), fimbrias ou o DNA bacteriano) através de varios tipos de
receptores da imunidade inata. Dentre eles, o melhor grupo caracterizado é o dos
receptores do tipo Toll (TLRs) (O'NEILL, 2002; AZUMA, 2006).

Uma vez que a gengiva € constantemente exposta aos micro-organismos do
biofilme, a sinalizacdo via TLRs tém um importante papel na resposta do sistema
imune inato e na manutencdo da saude do periodonto. No entanto, a producao
exacerbada de citocinas devido a estimulagdo crbnica destes receptores leva a
destruicdo tecidual, pois induz a liberacéo de proteinases que degradam o tecido e a
ativacdo da via de reabsorcéo 6ssea (HANS & HANS, 2011).

Os TLRs 2 e 4 sé&o os principais envolvidos neste processo e estao presentes
ndo apenas em células do sistema imune, como neutréfilos, mondcitos e células
dendriticas residentes, mas também em células epiteliais gengivais, fibroblastos
gengivais e do ligamento periodontal (MAHANONDA & PICHYANGKUL, 2007).

As espécies Gram-negativas associadas a periodontite P. gingivalis, T.
forsythia, P. intermedia, P. nigrescens, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans e V.
parvula sdo todas capazes de ativar os TLRs 2. A. actinomycetemcomitans e V.
parvula também podem ativar os TLRs 4 (KIKKERT et al.,, 2007; KIRKWOOD &
ROSSA JUNIOR, 2009).
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A partir da interagdo com os TLRs, vias de sinalizacdo dependentes e
independentes do fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) sé&o iniciadas (Figura
9). Na via dependente, ocorre a interacdo dos dominios do receptor Toll-Interleucina
1 (TIR) e moléculas citoplasmaticas adaptadoras (TIRAP). O MyD88, uma molécula
adaptadora chave, ativa receptores de interleucina (IL)-1 associados a quinase
(IRAK) que, em associacao ao receptor de fator de necrose tumoral associado ao
fator 6 (TRAF-6), leva a ativacdo da quinase 1 ativada por fator de crescimento
transformador beta (TAK1), que culmina com a fosforilacdo e degradacéo
subsequente do inibidor do fator nuclear kappa B (IKK), liberando o fator nuclear
kappa B (NF-kB). Simultaneamente, um grupo de proteinas quinases
citoplasmaticas conservadas sdo sequencialmente ativadas, formando as classes de
proteinas quinases ativadas por mitégeno p38 (MAPK p38) e quinase c-Jun N-
terminal (JNK). A MAPK p38 e a JNK, assim como o NF-Kb, sdo translocados ao
nacleo, induzindo a expressdo de citocinas, quimiocinas e metaloproteinases de
matriz (MMPs) (MAHANONDA & PICHYANGKUL, 2007; HANS & HANS, 2011;
SOUZA et al., 2012).

Na sinalizagdo independente do MyD88, ocorre a interagcdo entre TIR e
moléculas adaptadoras (dominio TIR contendo adaptador do indutor de interferon
beta, o TRIF, e molécula adaptadora relacionada ao TRIF, a TRAM), que se
associam ao TRAF-3, ativando o fator regulador de interferon (IRF) e induzindo a
expressdo de interferon-B, ou ao TRAF-6, interligando a via de sinalizacdo
independente com a dependente do MyD88 (AKIRA & TAKEDA, 2004; KIRKWOOD
& ROSSA JUNIOR, 2009).

A ativacdo da MAPK/NF-kB também pode ser desencadeada pela familia de
receptores de IL-1 (IL-1Rc), levando a transcricAo de mais citocinas pro-
inflamatorias. As citocinas, por sua vez, podem atuar em outra via de sinalizacdo
que envolve as enzimas Janus quinases (JAK), associadas com a porgcao
citoplasmatica de receptores transmembranares. A ativacdo da JAK resulta na
fosforilacdo de transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATS), que se
dimerizam e séo translocados ao nucleo, também regulando a transcricdo génica de

citocinas com atividades pro- e anti-inflamatorias (SOUZA et al., 2012).
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Figura 9 — Ativacdo dos TLRs e IL-1Rc (Adaptado de MAHANONDA & PICHYANGKUL, 2007;
KIRKWOOD & ROSSA, 2009; HANS & HANS, 2011).

1.4.2 MEDIADORES INFLAMATORIOS E REABSORCAO OSSEA

1.4.2.1 CITOCINAS

As citocinas sado definidas como proteinas regulatérias que controlam
diferentes processos fisioldgicos através da transmisséo de sinais ou informacgdes de
uma célula a outra, no entanto, também induzem patologias quando expressas
inapropriadamente. Em condicdes patolégicas, como nas doencas periodontais, o
balanco entre as citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-11) e pré-inflamatérias
(fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e —beta (TNF-B), IL-1, IL-6, IL-12, IL-17) est&
comprometido (GRAVES & COCHRAN, 2003; DEO & BHONGADE, 2010).

As citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6 sdo encontradas
abundantemente expressas no tecido gengival humano e concentracdes elevadas
das mesmas tém sido descritas no fluido crevicular gengival (FCG) de pacientes com
periodontite (REN et al., 2009; FITZSIMMONS et al., 2010; BUDUNELI & KINANE,
2011).
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Modelos animais tém se mostrado importantes ferramentas para estudar as
relacdes de causa e efeito entre citocinas e destruicdo tecidual (GRAVES, 2008;
GRAVES et al.,, 2011a). Utilizando o modelo de periodontite experimental em
primatas, inibidores de TNF-a e IL-1 foram capazes de inibir o infiltrado inflamatério,
a formacdo de osteoclastos, a reabsor¢cdo 6ssea e a progressdo da doenca
(ASSUMA et al., 1998; DELIMA et al., 2001; DELIMA et al., 2002). A administracao
do etanercept, um antagonista de TNF-a, em ratos submetidos ao modelo de
periodontite experimental resultou na inibicdo da perda éssea e da migracdo de
células inflamatorias (DI PAOLA et al., 2007).

Garlet e colaboradores (2006) demonstraram a correlagao entre o aumento da
expressao de IL-1, TNF-a e MMPs em tecido gengival de camundongos submetidos
a periodontite experimental pela inoculacdo na cavidade oral de uma suspensao de
A. actinomycetemcomitans.

A IL-6 também apresenta um papel relevante na estimulacdo da atividade
osteoclastica e no acometimento da doenca. Baker e colaboradores (1999)
demonstraram que, ap6s administracéo oral de P. gingivalis, camundongos knock-
out para IL-6 desenvolveram menor perda éssea se comparado a camundongos
selvagens.

A IL-1 e o TNF sao duas citocinas pré-inflamatérias que estdo diretamente
relacionadas a progressdo da doenca periodontal. A IL-1 induz o aumento da
expressdo de moléculas de adesdo nos leucdcitos e células endoteliais, e estimula a
producdo de quimiocinas necessarias para o recrutamento dos leucécitos circulantes
(como a IL-8), de outros mediadores que amplificam ou sustentam a reposta
inflamato6ria (como prostaglandinas) e de enzimas como as MMPs (GRAVES &
COCHRAN, 2003; DEO & BHONGADE, 2010).

A expressao de IL-17 é maior na periodontite crénica do que em tecidos sem
evidéncia de doenca periodontal e, em associacdo com a IL-18 e TNF-q, induz a
producdo de MMP por fibroblastos gengivais (BEKLEN et al., 2007; OHYAMA et al.,
2009).

O TNF-a € um estimulador menos potente da producéo de prostanoides em
comparacdo a IL-1B, no entanto, estas duas citocinas agem sinergicamente
aumentando a producao destes mediadores, especialmente a prostaglandina E;, que
contribui para a reabsorcédo 6ssea (YUCEL-LINDBERG et al.,, 1999; NOGUCHI &
ISHIKAWA, 2007).
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1.4.2.2 PROSTAGLANDINA E,

A liberacdo do acido araquidénico, um &cido graxo de cadeia poli-insaturada,
contendo 20 carbonos, da membrana plasmatica por acdo da enzima fosfolipase A,
e subsequente metabolizacdo do mesmo pela enzima COX, leva a formacdo dos
prostanoides (PGs e a tromboxana A;) (Figura 10) (RICCIOTTI & FITZGERALD,
2011).

LA —_
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Acido araquidénico
COOH

COX-1 COX-2
(Constitutiva) (Induzida)
PGH,

PGl, PGD, PGE, PGF,, TXA,

Figura 10 — Via de sintese dos prostanoides. Fosfolipase A, (PLA,) catalisa fosfolipideos de
membrana em acido araquidénico em resposta a um estimulo inflamatério. O &cido araquiddnico age
como substrato das isoformas de ciclo-oxigenases, formando a prostaglandina H,, convertida em
prostanoides: Tromboxana A, (TXA,), prostaglandina E, (PGE,), prostaciclina (PGl,), prostaglandina
D, (PGD,) e a prostaglandina Fo, (Adaptado de NOGUCHI & ISHIKAWA, 2007).

Existem duas importantes isoformas da COX, a COX-1 e a COX-2. A COX-1 &
uma isoforma constitutiva, responsavel pela producdo de PGs necesséarias as
funcdes fisioldgicas, como a protecdo da mucosa gastrica e manutencao da funcéo
plaquetaria. A segunda isoforma, a COX-2, é predominantemente expressa durante
reacbes inflamatorias, produzindo PGs que promovem o aumento do fluxo
sanguineo local, a permeabilidade vascular, migracao celular e a percepcao da dor,
sendo constitutiva no sistema nervoso central, nos rins e no endotélio vascular
(VANE et al., 1998).

Os metabdlitos do acido araquidonico, particularmente a PGE,, parecem ser
mediadores importantes na progresséo da doenca periodontal. Estudos demonstram
que esse prostanoide estd em maiores concentragdes no FCG e no tecido gengival
de pacientes com periodontite, em comparacdo a pacientes sadios (GOODSON et
al., 1974; OFFENBACHER et al., 1984; TSAI et al., 1998; NOGUCHI & ISHIKAWA,
2007).
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A concentracdo de PGE; no FCG é maior em pacientes com periodontite
agressiva em comparagao aos pacientes com periodontite cronica, assim como em
pacientes com periodontite crbnica em comparacdo aos pacientes com gengivite,
sugerindo que a dosagem de PGE; no FCG é capaz de indicar a gravidade da
doenca periodontal. Além disso, € um método nao-invasivo, sensivel e reprodutivel
(OFFENBACHER et al., 1981; OFFENBACHER et al., 1984).

Nakashima e colaboradores (1994) relacionaram o indice gengival e
profundidade de bolsa maiores em sitios com periodontite, quando comparados aos
sitios saudaveis ou com gengivite. Esta relacdo positiva entre a concentracdo de
PGE, e acometimento do periodonto também foi demonstrada por Pouliot e
colaboradores (2000) apds analise do FCG de pacientes com periodontite agressiva
localizada. Neste mesmo trabalho, a inoculagdo do periodontopatéogeno P. gingivalis
no modelo de air pouch estimulou a infiltracdo de leucdcitos, aumento da expressao
da COX-2 e dos niveis de PGE;.

Os niveis de PGE, também foram maiores em modelos in vitro de cultura de
células do ligamento periodontal humano estimuladas com IL-13, em comparagao as
células ndo estimuladas (MURAYAMA et al., 2011). A cultura de fibroblastos
gengivais humanos estimulados com biofilme subgengival também promove o
aumento da producdo de PGE,;, em comparacdo aos nao estimulados
(BELIBASAKIS & GUGGENHEIM, 2011).

Estudos de imuno-histoquimica em tecidos gengivais saudavel e inflamado de
humanos demonstraram diferencas quanto a expressao das isoformas da COX. Em
ambos, fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais gengivais foram
imunorreativas para a COX-1 e COX-2. No entanto, nas gengivas clinicamente
saudaveis, a expressao de COX-2 foi detectada em baixos niveis. A expressao de
COX-2 na gengiva inflamada também foi observada em macréfagos (CAVANAUGH
et al, 1995; MORTON & DONGARI-BAGSTZOGLOW, 2001; NOGUCHI &
ISHIKAWA, 2007).

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) sao inibidores das isoformas da
COX, regulando assim a sintese dos metabdlitos do acido araquiddnico, dente eles,
a PGE,. Em virtude das propriedades proé-inflamatérias deste prostanoide e por estar
aumentado na doenga periodontal, a modulacdo da sua sintese com o uso dos
AINEs diminui a taxa de progressao da doenca (GURGEL et al., 2004). Diversos

estudos demonstraram que o uso de AINEs, tanto em pacientes com periodontite
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quanto em animais submetidos a doenca esta associado a melhora nos parametros
clinicos (GRAVES et al., 2012).

Nyman e colaboradores (1979) foram os pioneiros no estudo do emprego de
AINEs em modelo de periodontite experimental em cédes. Com a utilizacdo da
indometacina houve diminui¢cdo na progressao da doencga periodontal, com reducao
da inflamacéo e perda 6ssea alveolar.

Waite e colaboradores (1981) observaram que pacientes que utilizavam
AINEs a mais de um ano para o tratamento de doencas musculoesqueléticas
inflamatdrias apresentaram menor numero de sitios com bolsas periodontais
profundas e tinham indice gengival reduzido em comparagdo ao grupo que néo fazia
uso destes farmacos.

Estudos posteriores em modelos de periodontite em cédes (WILLIAMS et al.,
1985; JEFFCOAT et al.,, 1986; WILLIAMS et al., 1988; HOWELL et al.,, 1991;
OFFENBACHER et al., 1992), primatas (KORNMAN et al., 1990; LI et al., 1996),
roedores (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009) e em humanos (WILLIAMS et al., 1989;
HEASMAN et al., 1993; JEFFCOAT et al., 1995; REDDY et al., 2003) com AINEs
classicos demonstraram diminuicdo na progressao da doenca.

O uso de inibidores seletivos de COX-2 também foi efetivo na diminuigdo da
perda 6ssea em modelos de periodontite experimental em ratos (BEZERRA et al.,
2000; LOHINAI et al., 2001; HOLZHAUSEN et al., 2002; HOLZHAUSEN et al., 2005;
AZOUBEL et al., 2007).

Yen e colaboradores (2008) observaram maiores ganhos de insercéo clinica
em pacientes com periodontite cronica que receberam celecoxibe por seis meses
em conjunto com terapia mecanica periodontal, em comparacdo aos pacientes

submetidos apenas a terapia mecanica.

1.4.2.3 EIXO RANK-RANKL-OPG

As citocinas pro-inflamatorias envolvidas durante a resposta inflamatéria (IL-
18, IL-6, IL-11, IL-17 e TNF-a) e outros mediadores estimulam os osteoblastos
periosteos, fibroblastos gengivais, linfocitos TCD4+ e linfécitos B, alterando a
expressao dos niveis do ligante do receptor ativador do NF-KB (RANKL), uma
proteina constituida de 317 aminodacidos, pertencente a superfamilia TNF e
expressa na membrana e na forma soluvel (STEEVE et al., 2004; GARLET et al.,
2006; COCHRAN, 2008).
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Quando uma molécula de RANKL se liga ao receptor ativador do fator NF-kB
(RANK), uma proteina transmembrana constituida por 616 amino&cidos pertencente
a superfamilia de receptores TNF, presente nos pré-osteoclastos, ocorre a
diferenciacdo destes a osteoclastos maduros, capazes de digerir a matriz 0ssea
(STEEVE et al., 2004; TAUBMAN et al., 2005; MENEZES et al., 2008).

Em tecidos saudaveis existe um balanco entre as concentracdes de RANKL e
a osteoprotegerina (OPG), uma proteina soluvel constituida por 380 aminoéacidos; a
OPG se liga ao RANKL, impedindo que este ative o0 RANK nos pré-osteoclastos,
deste modo, a deposicdo e reabsorcdo Ossea permanecem em equilibrio. No
entanto, o estimulo inflamatério aumenta a razdo RANKL/OPG e, em consequéncia,
a atividade osteoclastica (Figura 11) (STEEVE et al., 2004; GRAVES et al., 2011a).

Condicoes homeostaticas ;‘: Condicées inflamatodrias
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Figura 11 - Eixo RANK-RANKL-OPG. Osteoclastogénese em condicdes homeostéticas e

inflamatérias (Adaptado de MENEZES et al., 2008).

A PGE; é um potente mediador da reabsorcdo éssea. Além de estimular a
formacdo de osteoclastos indiretamente, ao promover a expressdao de RANKL,
exerce efeito direto sobre as células precursoras de osteoclastos e ainda inibe a
expressao de OPG (SUDA et al., 2004; THOMAS & PULEO, 2011; GRAVES et al.,
2011b; BUDUNELI & KINANE, 2011).

A IL-1 estimula a osteoclastogénese e a reabsorcdo 6ssea essencialmente
atraves do estimulo a expressao de RANKL, enquanto o TNF-a parece interferir no
metabolismo 0sseo através de diversos mecanismos: direta e indiretamente sobre a
formacdo de osteoclastos e reduzindo o nimero de osteoblastos (redugdo da
proliferacdo, aumento da apoptose ou inibindo a diferenciacédo) (LIN et al., 1994;
TSUBOI et al., 1999; WEI et al., 2005).
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O aumento da expressao de citocinas anti-inflamatérias, tais como IL-4, IL-10,
IL-13, apresentam correlagdo com a diminui¢éo da expressao de RANKL e aumento
da expresséo de OPG (GARLET et al., 2006; COCHRAN, 2008).

1.4.3 PARTICIPA(}AO DE CELULAS DO SISTEMA IMUNE INATO E ADAPTATIVO
1.4.3.1 CELULAS RESIDENTES

As primeiras células a responderem aos padrées moleculares associados aos
patébgenos (PAMPs, do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) sdo as
células epiteliais gengivais nas margens do sulco ou bolsa periodontal. A resposta
da ativacdo dos TLRs nestas células inclui a liberacdo de calprotectinas, B-
defensinas e inducdo da expressao de moléculas de adeséo intercelular 1 (ICAM-1,
do inglés Intercellular Adhesion Molecule 1) e IL-8, que recrutam neutréfilos nao
residentes (WEINBERG et al., 1998; KUSUMOTO et al.,, 2004; HANS & HANS,
2011).

Os TLRs ativados nas células epiteliais, bem como a ac¢do dos micro-
organismos e seus fatores de viruléncia que conseguiram transpor esta primeira
barreira, medeiam a ativacdo dos TLRs em fibroblastos da gengiva e do ligamento
periodontal e em células residentes (mastdcitos, macrofagos e células dendriticas)
(HANS & HANS, 2011).

Os mastécitos estdo localizados proximo as superficies epiteliais e vasos
sanguineos, ou seja, pontos estratégicos para a deteccdo de patdgenos invasores.
Dentre seus produtos, incluem-se mediadores pré-formados em granulos (como a
histamina, uma amina vasodilatadora), PGs, fatores de crescimento, como TGF-§3
(do inglés, Transforming Growth Factor-f), que estimula a producao de inibidores de
MMPs (TIMPS, do inglés Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases), e VEGF (do
inglés, Vascular Endothelial Growth Factor), citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a) e
guimiocinas (IL-8) pré-inflamatérias (SUZUKI et al., 2008).

Macrofagos residentes tém a expressdo da COX-2 induzida pelas citocinas e
pelo LPS bacteriano, estimulando a formag&o de prostanoides, particularmente a
PGE,, e mais citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, fatores de
crescimento, MMPs e TIMPs. Estas células, assim como as células dendriticas,
exercem o papel de células apresentadora de antigenos aos linfocitos, ligando a
resposta inata a adaptativa (NOGUCHI & ISHIKAWA, 2007).
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1.4.3.2 CELULAS NAO RESIDENTES
1.4.3.2.1 NEUTROFILOS NAS DOENCAS PERIODONTAIS

Os neutrofilos ou leucdcitos polimorfonucleares (PMN) formam a primeira
linha de defesa contra infec¢cdes bacterianas, sendo considerados um tipo celular
protetor chave nos tecidos periodontais e encontrados extensivamente na margem
gengival e no epitélio. A histopatologia de lesdes periodontais indicam que estas
células formam uma “parede” entre o epitélio juncional e a placa dental patogénica
(RYDER, 2010; SCOTT & KRAUSS, 2012; POLLANEN et al., 2012).

O numero de neutréfilos no FCG € rapidamente amplificado durante a
conversdo de um sulco saudavel (7x10* neutréfilos/mL) para uma bolsa periodontal
(20x10* neutréfilos/mL), constituindo cerca de 90% dos leucécitos ali presentes
(UITTO et al., 2003).

A funcdo dos PMNs € reconhecer e fagocitar micro-organismos
extracelulares, seguido pela atividade bactericida. Este reconhecimento ocorre
através de moléculas do hospedeiro ligadas a superficie das bactérias (opsoninas,
IgG, C3b), seguido pelo englobamento através de invaginacbes na membrana
plasmatica, formando um fagossomo (NUSSBAUM & SHAPIRA, 2011).

Os fagossomos se fundem com vesiculas presentes no citoplasma dos
neutroéfilos, onde estdo armazenadas moléculas utilizadas na defesa do hospedeiro
(mieloperoxidase, elastase, catepsina B e D, lactoferrina, MMP, dentre outras). O
conteudo dos granulos € liberado e tem-se a morte intracelular da bactéria. A
destruicdo dos patdégenos ocorre por vias dependentes e/ou independentes de
oxigénio (pelo estresse oxidativo e através das enzimas proteoliticas no interior dos
granulos, respectivamente) (UITTO et al., 2003; KENNEDY & DELEO, 2009).

A NADPH oxidase citosodlica é translocada para a membrana do fagossomo
mediante estimulos pré-inflamatérios, formando-se um complexo da NADPH oxidase
com o citocromo b558 (fagossomal), originando anions superéxidos. Proteinas
presentes nos granulos também contribuem para a formacdo de espécies reativas
de oxigénio com os fagossomos, mais notadamente a mieloperoxidase: produz OH
e oxigénio singlete, bem como acido hipocloroso (a partir de H,O5) e acido cloridrico.
Esta forte combinacao (estresse oxidativo e mieloperoxidase) é suficiente para matar
muitos procariotas, comprometendo bicamadas de fosfolipideos, induzindo danos ao
DNA e fragmentando/inativando proteinas (Figura 12) (SCOTT & KRAUSS, 2012).
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Figura 12 — Fagocitose e atividade microbicida dos neutroéfilos. Ap6s fagocitose, micro-
organismos sao destruidos por espécies reativas de oxigénio (ERO) e por proteinas antimicrobianas
liberadas dos gréanulos. RFc: receptores de Fc; RC: Receptores do complemento (Adaptado de
KENNEDY & DELEO, 2009).

Os neutrofilos ainda exibem uma maneira adicional no combate aos micro-
organismos com as chamadas “armadilhas extracelulares neutrofilicas” (NETs, do
inglés neutrophils extracellular traps). Eles liberam fibras de cromatina combinadas
com granulos proteicos que se ligam e matam bactérias e outros patégenos, bem
como degradam fatores de viruléncia por vias proteoliticas (BRINKMANN et al.,
2010; YIPP et al., 2012).

A natureza da resposta neutrofilica ao biofilme oral pode promover um
desequilibrio homeostéatico: enzimas lisossomais proteoliticas dos granulos dos
neutroéfilos, produtos do estresse oxidativo e outras substancias proé-inflamatérias
podem ser liberadas diretamente na bolsa periodontal e nos tecidos adjacentes.
Essa atividade exacerbada dos neutrofilos pode causar dano tecidual e prolongar a
extensdo e gravidade do processo inflamatério nas doencas periodontais (Figura 13)
(RYDER, 2010; SCOTT & KRAUSS, 2012).
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Figura 13 — Neutrofilos na bolsa periodontal formando uma parede contra o biofilme. Os
neutrofilos ndo conseguem englobar todo o biofilme (seta amarela), a formacédo desta parede consiste
em um mecanismo protetor, no entanto, a fagocitose “frustrada” leva a liberagdo de enzimas dos
granulos (setas vermelhas) e outros produtos que terdo efeito destrutivo (Adaptado de RYDER,
2010).
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O processo destrutivo evidente na periodontite agressiva pode estar
associado a polimorfismos genéticos que resultem em neutropenia ou prejudiquem a
funcéo neutrofilica (como deficiéncia de adeséo leucocitéria, Sindrome de Chediak-
Higashi e a Sindrome de Papillon-Lefevre) (SHIBATA et al., 2000; GRONERT et al.,
2004).

No entanto, em contraste a funcéo prejudicada, alguns estudos tém indicado
gue os neutrofilos estédo hiperreativos em diferentes formas de periodontite, levando
a liberacdo de grandes quantidades de enzimas lisossomais e espécies reativas de
oxigénio em comparacdo aos PMNs de individuos saudaveis, o que pode contribuir,
em parte, para a destruicdo dos tecidos do periodonto (MATTHEWS et al., 2007,
NIBALI et al., 2010; ABOODI et al., 2011).

1.4.3.2.2 LINFOCITOS NAS DOENCAS PERIODONTAIS

As células chave da resposta imune adaptativa séo os linfécitos T (T-helper-1
(Thl), T-helper-2 (Th2) e células natural killer) e linfécitos B. Eles apresentam
receptores de membrana que reconhecem o0s antigenos bacterianos acoplados as
células apresentadoras de antigenos. O reconhecimento dos antigenos junto a
coestimulacédo pelo TNF leva a ativacao de linfocitos, producéo de citocinas pro- e
anti-inflamatérias. Linfécitos Thl expressam IFN-y, TNF-a e TNF-; a resposta Th2
leva a produgéo de citocinas anti-inflamatdérias, como IL-4, IL-10 e IL-13 (GARLET et
al., 2006; GRAVES, 2008; POLLANEN et al., 2012).

Outras subpopulacdes de linfécitos T descritas também participam ativamente
deste processo, como as células T reguladoras (Treg), produzindo IL-10, e as Thl7,
produzindo IL-17 (HARRINGTON et al., 2005; CARDOSO et al., 2009; GRAVES et
al., 2011a).

Os linfocitos B produzem anticorpos, principalmente da classe 1gG, atuam
como células apresentadoras de antigenos aos linfécitos T e secretam TNF-a, IL-6,
IL-10 e TGF-B (BERGLUNDH & DONATI, 2005; DUMITRESCU & TANAKA, 2010).

Paradoxalmente, a resposta inflamatdria que deve ser protetora ao combater
0 patogeno, quando exacerbada, compromete a integridade do periodonto (Figura
14) (NOGUCHI & ISHIKAWA, 2007; DUMITRESCU & TANAKA, 2010; HANS &
HANS, 2011; GRAVES et al., 2011a).
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Figura 14 — Participagcdo das células residentes e ndo residentes em resposta a ativacdo de
receptores do tipo Toll (Adaptado de NOGUCHI & ISHIKAWA, 2007; DUMITRESCO & TANAKA,
2010; HANS & HANS, 2011).

1.5 TERAPIAS NAO-CIRURGICAS NO MANEJO DA PERIODONTITE

O principal manejo da periodontite é através de raspagem e alisamento
radicular, um método mecéanico de retirada da placa bacteriana supra e subgengival.
Somado a higiene oral adequada, € possivel ter melhora na perda de insercao
dentaria em pacientes com periodontite (DRISKO, 2001; DEO & BHONGADE, 2010).

O enxaguatério bucal contendo gluconato de clorexidina a 0,12%
(PerioGard®) é um antisséptico do grupo das bisguanidas catidnicas, possui amplo
espectro de acéo, inibindo a formacgéo de placa e o desenvolvimento da gengivite
cronica. Pode ser empregado durante a terapia periodontal inicial ou para a
manutencgao periodontal (KRAYER et al., 2010).

Devido a natureza e complexidade do biofilme subgengival, em alguns casos
faz-se necessario regimes de tratamentos adjuvantes a terapia mecanica.
Antimicrobianos de administracdo sistémica como amoxicilina, metronidazol,
ciprofloxacino, azitromicina, tetraciclinas e clindamicina podem ser utilizados
(KRAYER et al., 2010).

Existem sistemas de liberag&o local contendo antimicrobianos, como o gel de
metronidazol (Elysol®), chip de clorexidina (PerioChip®), fibras de tetraciclina
(Actisite®), esferas de minociclina (Arestin® e gel de doxiciclina (Atridox®). No

entanto, além de algumas limitacdes apresentadas por estes dispositivos, eles ndo
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estdo disponiveis no mercado nacional, o que inviabiliza sua utilizacéo,
principalmente pelo alto custo (MEIRA et al., 2007).

Trés tipos de agentes moduladores da resposta do hospedeiro tém sido
investigados para o controle da progressao da periodontite: agentes anti-proteinases
(como o Periostat®, um medicamento aprovado pelo FDA que contém como principio
ativo a doxiciclina em subdoses para a atividade antimicrobiana, inibindo MMPs),
agentes antirreabsortivos (ja que atuam no metabolismo d&sseo, como o0s
bifosfonatos) e agentes que interferem na resposta imunoinflamatéria (AINEs e
mediadores lipidicos enddgenos que promovem a resolucao da inflamacéo) (REDDY
et al., 2003; LANE et al., 2005; GIANOBILE, 2008; CATON & RYAN, 2011; VAN
DYKE, 2011).



24

2 JUSTIFICATIVA

O Laboratorio de Avaliacédo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBIo) se
situa no ambito da Quimica Medicinal e objetiva o planejamento racional, o desenho
estrutural, a sintese e avaliacdo farmacoldgica de novos compostos candidatos a
protétipos de novos farmacos.

O LASSBIo caracterizou a funcdo N-acilidrazona (Figura 15) como um
grupamento farmacofoérico, ou seja, como a subunidade estrutural essencial as
atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva e antiagregante plaquetaria observadas
em compostos bioativos (BARREIRO et al.,, 2002; FRAGA & BARREIRO, 2006;
DUARTE et al., 2007).

J N_ H

N N
H

Figura 15 — Estrutura dos derivados N-acilidrazdnicos. A marcacdo pontilhada verde indica a
funcéo N-acilidrazona, sendo A e B substituintes quaisquer.

7

O derivado LASSBI0-930 (Figura 16A) destaca-se por seu perfil anti-
inflamato6rio em modelos de inflamacdo aguda, como no modelo de edema de pata
de rato induzido por carragenina (100 pmol/kg) e no edema de orelha de
camundongos induzido por acido araquidénico (300 umol/kg), nos quais a inibicéo
do edema foi de 59,6% e 65,3%, respectivamente, e no modelo de inflamacgéo
cronica de artrite induzida por adjuvante de Freud em ratos (100 pumol/kg), reduzindo
o edema e o diametro articular em 33% e 20%, respectivamente. Além disso, em
concentracbes acima de 5 pM apresentou inibicao total da agregacao plaquetaria
induzida por acido araquidénico (TRIBUTINO, 2008; TRIBUTINO et al., 2009).

Este perfil ocorre aparentemente pela inibicdo ndo seletiva da COX, embora
preferencial de COX-1 (Clsp = 4,1 uM, versus 10,2 yM para COX-2, no modelo de
sangue humano total). LASSBIi0-930 n&o apresentou gastroirritacdo até a dose de
600 umol/kg (TRIBUTINO, 2008; TRIBUTINO et al., 2009).

Assim como o derivado LASSBIi0-930, o composto LASSBIi0-651 (Figura 16B)
(100 pmol/kg) também apresentou perfil anti-inflamatério no modelo de inflamacgéo

aguda de edema em pata de rato (reducéo de 57,5% do edema provocado) e
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reduziu a migracéo celular e volume do exsudato no modelo de pleurisia em ratos,
ambos induzidos pela carragenina. No modelo cronico de artrite em ratos induzida
por adjuvante de Freund reduziu o edema em 47%. No exsudado inflamatorio
provocado por carragenina no modelo de air pouch em ratos, a producao de PGE,
foi reduzida em 65,9%. A 100 pM inibiu em 99,5% a producgéo de TXB, em plaguetas
de coelho estimuladas com colageno; a 10 uM inibiu a producdo de TNF-a in vitro
por macrofagos peritoneais de camundongos estimulados por LPS.

Estes resultados permitiram sugerir que o derivado LASSBIi0-651 exerce acao
dual, inibindo as isoformas da COX e a producdo de TNF-a. LASSBio-651 né&o
mostrou ser gastroirritante até a dose de 1200 umol/kg (resultados nao-publicados).

Tendo em vista que a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro esta
initmamente relacionada com o inicio e progressdo da periodontite, e que diversos
trabalhos na literatura demonstraram melhora nas condi¢cdes periodontais pela
modulagdo dessa resposta, resolvemos investigar o perfil de atividade desses

derivados previamente caracterizados por seu perfil anti-inflamatorio sobre a doenca

ool S

NHSO,CHj

periodontal.

Figura 16 — Estrutura dos derivados N-acilidrazénicos LASSBi0-930 (A) e LASSBio-651 (B).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a atividade anti-inflamatéria dos
compostos LASSBIi0-930 e LASSBIio-651 no modelo de periodontite experimental em

ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar no modelo de periodontite experimental em ratos a atividade dos
derivados N-acilidrazonicos sobre:
» A perda 6ssea alveolar, através de analises macroscopicas;
» Os niveis de prostaglandina E, (PGE;) e da atividade da mieloperoxidase
(MPO) no tecido gengival;
» Alteracbes morfologicas dos tecidos do periodonto, através de andlises

histoldgicas.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Acido bicinconinico SIGMA

Acido nitrico REAGEN
Albumina SIGMA

Azul de metileno REAGEN
Cetamina/Xilazina KONIG

Cloreto de Potéassio (KCI) REAGEN

Cloreto de sodio (NaCl) CALEDON
Dimetilsulfoxido (DMSO) SIGMA

Acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) SIGMA

Fosfato de Potassio Monobasico REAGEN

Fosfato de Potassio Bibasico GRUPO QUIMICA
Fosfato de Sadio Monobasico MERCK

Fosfato de Sodio Bibasico GRUPO QUIMICA
Formaldeido REAGEN
Hexadeciltrimetil amonio (HTAB) SIGMA
Indometacina SIGMA

Peréxido de hidrogénio VETEC

Sulfato de Cobre I SIGMA
Tetrametilbenzidina (TMB) BD BIOSCIENCE

Tween 80 ISOFAR



4.2 KIT DE DOSAGENS

Kit de dosagem de PGE; CAYMAN

4.3 SOLUCOES
Azul de metileno 1%
Eosina

Agua destilada

Solucéo HTAB 0,5%

12 etapa
A- Fosfato de potassio monobésico monoidratado
Agua destilada
B- Fosfato de potassio bibasico diidratado
Agua destilada
22 etapa
Solucéo A
Solucéo B
HTAB

Solucgéo tampéo fosfato-salina (PBS)
Fosfato de s6dio monobasico monoidratado
Fosfato de sédio bibasico diidratado
NacCl

KCI

1g

g.s.p. 100 ml

0,00671 g
g.s.p. 100 ml
0,1044 g

g.s.p. 100 ml

98,8 ml
1,2 ml

500 mg
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Agua mili-Q

O pH da solucéo deve ser ajustado para 7,4.

g.s.p.1,0L

Solucéo tampéo fosfato 0,1M (contendo 1mM EDTA e 10uM indometacina)

12 etapa
A- Fosfato de sédio monobasico monoidratado
Agua destilada
B- Fosfato de sddio bibasico dodecaidratado
Agua destilada
23 etapa
Solucéo A
Solucdo B
EDTA

Indometacina
Agua destilada

O pH da solucéo deve ser ajustado para 7,4.

Formaldeido tamponado 10%
Fosfato de sédio dibasico anidro
Fosfato de sédio monobasico diidratado
Formaldeido

Agua destilada

0,699
g.s.p. 25 mL
7,179

g.s.p. 100 mL

19 mL
81 mL

0,0584 g
0,0007 g

g.s.p 200 mL

6,59
4049
100 mL

g.s.p-10L

29
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4.4 METODOLOGIAS EMPREGADAS
4.4.1 ANIMAIS E ETICA

Ratos wistar utilizados no presente trabalho foram mantidos no biotério do
LASSBIo, localizado no Centro de Ciéncias e Saude (CCS) na Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ), com livre acesso a agua e racdo, em condi¢cbes de
temperatura ambiente variando de 25-28°C, com ciclo de claro e escuro de 12 horas.

Todos os experimentos obedeceram os principios éticos da manipulacao
animal, de acordo com as normas e principios do uso de animais de experimentacao
em pesquisa, estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) e pelo Comité de Etica para Utilizagdo de Animais de
experimentacdo do CCS da UFRJ (CEUA-UFRJ). O protocolo de inducdo de
periodontite experimental em ratos foi aprovado pelo CEUA-UFRJ sob o numero
DFBCICB044.

4.4.2 PERIODONTITE EXPERIMENTAL EM RATOS

As vantagens da utilizacdo de roedores nos estudos da doenca periodontal
sdo o tamanho dos animais, o custo, a facil manipulagcdo (JORDAN, 1971) e a
facilidade de reprodutibilidade da doenca (FRENKEL, 1969). Além disso, a estrutura
da area dentogengival no rato, incluindo o epitélio juncional e sua inser¢cao na
superficie dental, bem como a configuracdo e topografia dos tecidos epiteliais na
margem gengival, o sulco gengival raso e a superficie livre do epitélio juncional, sao
bem similares aos encontrados em humanos (PAGE, 1982; STRUILLOU et al.,
2010).

O protocolo utilizado para indugcdo de periodontite em ratos foi descrito por
Sallay e colaboradores (1982). A metodologia consiste na inducdo da doenca
através da colocacdo de um fio de seda ao redor da cérvice do molar, em posicao
mesial (Figura 17). A permanéncia da ligadura promove a retengdo de alimentos,
favorecendo a proliferacdo bacteriana, que desencadeia a resposta inflamatoria local

e resulta na destruicdo dos tecidos de suporte do dente.
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Figura 17 — Periodontite experimental em ratos induzida por ligadura. A) Rato wistar sem a
ligadura; B) Rato wistar com a ligadura ao redor do 1° molar mandibular.

O modelo da ligadura é capaz de mimetizar o que é observado na periodontite
humana ja que envolve a participacdo da microbiota naturalmente presente, em
contraste a modelos de monoinfeccdo com micro-organismos geralmente presentes
em humanos, com a participagao de fatores de viruléncia resultando na resposta do
hospedeiro e afetando o perfil de citocinas e mediadores inflamatoérios no tecido
gengival (SOUZA et al., 2011).

Para o presente trabalho, padronizou-se o uso do fio de seda estéril, de
espessura 3.0 e colocacao desta ligadura ao redor da cérvice do primeiro molar
mandibular, em ambos os lados (dia 0). De acordo com Queiroz-Junior e
colaboradores (2009), no quinto dia apds a coloca¢do da ligadura, a doenca esta
estabelecida, tendo seu pico no décimo dia. Portanto, administrou-se a substancia
teste ou o veiculo do 5° ao 10° dia apés a inducdo da doenca (Figura 18).

Ratos wistar machos (200-250 gramas) foram anestesiados com
cetamina/xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal).
Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos (6-13 por grupo): em um dos
grupos (grupo sham), o fio foi colocado e retirado (dia 0) em seguida, desta forma,
descartou-se a possibilidade da lesdo pela colocacéo da ligadura contribuir para a
progressao da periodontite induzida. Os demais grupos (grupo controle e grupos
tratados) tiveram os molares amarrados e a ligadura permaneceu intacta durante

todo o periodo experimental.



32

a) grupo 1 (grupo sham, sem a doenca) — administrou-se o veiculo das
substancias a serem testadas (PBS+Tween 80 1%+DMSO 2%) por via oral
(1x ao dia, 5° ao 10° dia);

b) grupo 2 (grupo controle, com a doenca) — administrou-se o veiculo das
substancias a serem testadas (PBS+Tween 80 1%+DMSO 2%) por via oral
(1x ao dia, 5° ao 10° dia);

c) grupo 3 (grupo tratado, com a doencga) — os animais foram tratados com a
indometacina na dose de 14 pmol/kg/dia veiculada em PBS+Tween 80
1%+DMSO 2% por via oral (1x ao dia, 5° ao 10° dia).

d) grupo 4 (grupo tratado, com a doenga) — os animais foram tratados com o
composto N-acilidrazénico LASSBIi0-930 na dose de 100 pmol/kg/dia
veiculado em PBS+Tween 80 1%+DMSO 2% por via oral (1x ao dia, 5° ao 10°
dia).

e) grupo 5 (grupo tratado, com a doenca) — os animais foram tratados com o

composto N-acilidrazénico LASSBIi0-651 na dose de 100 pmol/kg/dia
veiculado em PBS+Tween 80 1%+DMSO 2% por via oral (1x ao dia, 5° ao 10°
dia).

Grupo1e 2: veiculo
Grupo 3: Indometacina
Grupo 4: LASSBio-930
Grupo 5: LASSBio-651

11°

SACRIFICIO }A

Figura 18 — Desenho experimental: inducdo da periodontite pela colocacdo da ligadura no dia 0,
tratamento do 5° ao 10° dia e sacrificio no 11° dia.
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No 11° dia apés a indugdo da doenga, os animais foram sacrificados em
atmosfera saturada de CO, e a mandibula foi retirada e seccionada em duas partes
(Figura 19): a hemi-mandibula esquerda foi processada para montagem de laminas
e analise histolégica. A partir da hemi-mandibula direita, o tecido gengival ao redor
dos molares foi removido para andlises bioquimicas e, em seguida, esta hemi-

mandibula foi analisada macroscopicamente para avaliacdo de perda 6ssea.

Figura 19 — Mandibula de rato sacrificado ap6s 11 dias da colocag¢do da ligadura. A) Mandibula
inteira; B) Mandibula seccionada: hemi-mandibula direita e esquerda do animal, respectivamente.

Os estbmagos foram retirados, abertos na curvatura maior e analisados
macroscopicamente quanto a presenca de pontos hemorragicos; outros 0rgaos
(figado e baco) foram armazenados em formaldeido tamponado a 10% para

posterior analise histologica.

4.4.3 ANALISE DE PERDA OSSEA ALVEOLAR: METODO MACROSCOPICO

ApoOs a retirada do tecido gengival, a hemi-mandibula direita foi imersa em
peréxido de hidrogénio por 7 horas, os tecidos moles foram removidos e procedeu-
se a coloragdo da mesma com solucdo de azul de metileno 1% por 25 minutos. O
azul de metileno cora 0 0sso e 0 cemento, delimitando a jungcdo cemento-esmalte, o
que facilita a visualizagdo e mensuragéo da raiz exposta.

As hemi-mandibulas foram escaneadas (HP Scanjet 3500c Series 2.0) com
resolucédo de 1200x4800 dpi (do inglés, dots per inch) e a perda 0ssea alveolar foi
expressa pelo somatério, em milimetros, das distancias entre a crista do 0sso
alveolar e a juncdo cemento-esmalte de todas as raizes dos trés molares (face
lingual), com o auxilio do software de processamento de imagem Image pro-plus 6.0
por um examinador cego (Figura 20) (CRAWFORD et al., 1978).
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A 0,5cm

Incisivo 1° 2°

JUNCAO
CEMENTO-ESMALTE

Figura 20 — Andlise de perda éssea pelo método macroscépico. A) Hemi-mandibula direita
escaneada ap0s retirada dos tecidos moles e coloragdo com azul de metileno; B) Delimitacdo da JCE
em vermelho e da crista 6ssea alveolar, em branco. As linhas amarelas demonstram o modo como a
medida de cada raiz é feita.

4.4.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS A PARTIR DO TECIDO GENGIVAL

O tecido gengival coletado da hemi-mandibula direita dos ratos foi
armazenado em tampao fosfato 0,1M, contendo indometacina e EDTA, a -80°C (5uL
do tampéo/mg de tecido coletado), até o momento da dosagem. As dosagens

seguiram um fluxograma padronizado (Figura 21).

4.4.4.1 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

A dosagem de proteinas totais (SMITH et al.,1985) foi realizada afim de
relacionar a concentracdo de PGE; e a atividade de MPO obtidas com a quantidade
de proteinas presente na amostra.

A um volume de 25 uL dos homogenatos de tecido gengival obtidos (tanto em
tampéao fosfato, quanto em HTAB) foram adicionados 200 pL da solucdo de sulfato
de cobre Il em &cido bicinconinico (proporcdo 1:50). Apdés 20 minutos na estufa
(37°C), procedeu-se a leitura no espectrofotometro a 540 nandmetros e 0s
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resultados obtidos foram interpolados com os valores de densidade 6tica (D.O.) da

curva padréo de albumina.

4.4.4.2 DOSAGEM DE PGE, DO TECIDO GENGIVAL

A amostra foi triturada’homogeneizada com o uso do Turrax® (13000 RPM por
2,5 minutos) em um volume total de 500 pL de tampéo fosfato 0,1M, contendo
indometacina e EDTA, seguido de centrifugacdo a 4500 RPM (15 minutos). As
analises da producdo de PGE,; em tecido gengival foram realizadas através de
ensaios imunoenzimaticos, utilizando kit comercial especifico. Os resultados foram

expressos em pg/mg de proteinas.

4.4.4.3 DOSAGEM DE MIELOPEROXIDASE DO TECIDO GENGIVAL

A dosagem da atividade de MPO foi realizada como uma medida indireta para
determinar a migracdo de neutréfilos para o tecido gengival inflamado apés inducéo
da periodontite. A metodologia empregada foi descrita por Andrews e Krinsky (1982).
Neste ensaio, adicionou-se ao tecido gengival 500 puL de solu¢cdo de HTAB 0,5%.
Ap6s a homogeneizacaol/trituracdo com auxilio do Turrax® (13000 RPM por 2:30
minutos) e centrifugagdo a 4500 RPM (15 minutos), adicionou-se 25 pL das
amostras, 25 uL da solucdo de tetrametilbenzidina (TMB) e apdés 10 minutos no
agitador, 25 uL do reagente de parada da reacdo, procedendo-se a leitura a 630
nandmetros no espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em D.O./mg de
proteinas.

TECIDO GENGIVAL

500 uL TAMPAD FOSFATO
TURRAX: 13000 RPM

(2,5 MINUTOS) DILUIGE.D 1:100 EM
TAMPADQ FOSFATO DOSAGEM PGE;

I
CENTRIFUGACAD -
4500 RPM PROTEINAS TOTAIS
[15 MIN, B°C) DILUIGAD 1:1 EM
I TAMFPAD FOSFATO
SOBREMADANTE
COLETADO 500 pL HTAB

TURRAX: 13000 RPM
(2,5 MINUTOS)

I
CENTRIFUGACAD
4500 RPM

[15 MIN, 87C) PROTEINAS TOTAIS

T [SEM DILUICED)
SOBRENADANTE
COLETADO DILUIGAD 1:1 EM

HTAR DOSAGEM MPO

Figura 21 - Fluxograma de dosagens padronizado.
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4.4.5 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

A hemi-mandibula esquerda foi desmineralizada (&cido nitrico 5%, durante 6
dias, troca diaria), cortada em direcdo sagital e processada através de desidratacéo
em solucdes crescentes de alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina
(Figura 22). Com o micrétomo, foram feitos cortes (6 um) a partir dos blocos e as
laminas foram montadas e coradas com hematoxilina e eosina, procedendo-se a
analise descritiva da regido mesial, de furca e distal dos primeiros molares (Figura
23).

Figura 22 — Obtencdo do material para andlise histopatol6gica. A) Hemi-mandibula esquerda
apos descalcificagcdo; B) Corte sagital na hemi-mandibula esquerda para ser processada.

Regiao mesial Regiao distal

Figura 23 — Representacéo das regides mesial, de furca e distal do primeiro molar mandibular.
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4.4.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas entre os grupos foram realizadas utilizando anélise de
variancia (one-way-ANOVA seguido do pdés teste Bonferroni, para analise de perda
0ssea; two-way-ANOVA, para andlise da variacdo de peso dos animais) ou teste
Mann Whitney (para andlise das dosagens bioquimicas). Todos os testes foram
feitos para um nivel de significancia de p < 0,05. Os resultados foram expressos em
média + erro padrdo da média ou em mediana (box plot, minimo ao méximo),

utilizando o programa GraphPad Prism verséo 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 PERIODONTITE EXPERIMENTAL EM RATOS: ESTUDO DOS DERIVADOS N-
ACILIDRAZONICOS LASSBI0-930 E LASSBio-651
5.1.1 AVALIAQAO DO PESO E ASPECTOS GERAIS DOS ANIMAIS

Durante o periodo experimental (11 dias), os animais dos grupos sham,
controle e tratados com o0s compostos LASSBI0-930 e LASSBIi0-651 néo
apresentaram alteracfes clinicas visiveis. O comportamento dos animais e o
aspecto da pelagem mantiveram-se normais e nédo foram encontradas lesbes na
pele e mucosas. Os ratos foram pesados em dias alternados a partir da inducao da
doenca e apresentaram ganho de peso dentro dos padrées de normalidade.

No decorrer do tratamento do grupo de animais com indometacina,
observaram-se alteragbes nos pelos (piloerecao), fechamento parcial dos olhos,
mucosa nasal com vestigios de sangue e comportamento atipico dos animais. A
mortalidade de animais neste grupo foi de 33% e 0s animais sobreviventes nao
ganharam peso, em comparacao ao grupo controle, sendo estatisticamente menores

a partir do 9° dia (Gréfico 1).

260- O Sham (n = 14 animais)

-@- Controle (n = 14 animais)
Indometacina (n = 12 animais)
LASSBI0-930 (n = 12 animais)

5 2401 LASSBi0-651 (n = 13 animais)
o |
8 (T ~
o =Ll Fkk
220 . » Kk
()
200 T T L]
0 5 10
Dias

Grafico 1 — Peso dos animais nos dias 0, 5, 7, 9 e 11. Administracéo v.o. do veiculo (PBS+tween
80 1% e DMSO 2%), indometacina (14 pumol/kg) ou das substancias teste (100 umol/kg), uma vez ao
dia, do 5° ao 10° dia apés inducdo da doenca. Os resultados estdo expressos em média + EPM) (***p
< 0,001. Two-away-ANOVA, Bonferroni).



39

5.1.2 ANALISE DE PERDA OSSEA ALVEOLAR

A andlise de perda Ossea alveolar foi realizada através do método
macroscopico, permitindo uma analise robusta, jA que reune as distancias entre a
crista do 0sso alveolar e a juncdo cemento-esmalte de todas as sete raizes, dos trés
molares inferiores da hemi-mandibula direita (face lingual) (Gréfico 2; Figura 24).

Apo6s 11 dias da colocacédo da ligadura, com administracdo do veiculo do 5°
ao 10° dia, a média das distancias obtidas para o grupo controle foi 79,2% maior em
comparacao ao grupo sham (6,23 £ 0,39 vs. 3,48 + 0,26 mm, respectivamente),
indicando que a doenga havia sido estabelecida.

Com o intuito de validar esta metodologia para o estudo de compostos com
atividade anti-inflamatéria, um outro grupo de animais foi tratado com a
indometacina (14 pmol/kg), praticamente retornando ao nivel de perda éssea
alveolar considerado basal, obtido no grupo sham. A perda &ssea alveolar
comparada ao grupo controle foi reduzida em 92,4% (3,69 £ 0,10 mm).

Prosseguimos com a avaliacdo dos compostos N-acilidrazénicos LASSBio-
930 e LASSBIi0-651, para ambos foi administrada uma dose de 100 pmol/kg. O
tratamento com as substancias apresentou reducdo da perda Ossea alveolar de
58,4% (4,67 £ 0,25 mm) e 65,3% (4,44 £ 0,17 mm), respectivamente.

3 Sham (n = 7 animais)
6- 58,4% @ Controle (n = 12 animais)
Sxk 65,3%
92 4% *%% =) Indometacina (n = 6 animais)
c 44 **%* *%% famae E= LASSBI0-930 (n = 10 animais)
T  — Tl
= m &3 LASSBi0-651 (n = 12 animais)
o
fege e
21 Tttt
e
poegeC
o
g
0

Grafico 2 — Perda 6ssea em ratos com periodontite induzida por ligadura do primeiro molar
mandibular. Administracdo v.o. do veiculo (PBS+tween 80 1% e DMSO 2%), indometacina (14
pmol/kg) ou das substancias teste (100 pmol/kg), uma vez ao dia, do 5° ao 10° dia ap0s inducéo da
doenga. Os resultados estdo expressos em média + EPM da perda 6ssea (mm) (somatério das
distancia entre a crista do osso alveolar e a jungcdo cemento-esmalte de todos os molares) (***p <
0,001. One-way-ANOVA, Bonferroni).
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Figura 24 — Imagens representativas da analise macroscoépica de perda 6ssea em ratos com
periodontite induzida por ligadura do primeiro molar mandibular. Administracéo v.o. do veiculo
(PBS+tween 80 1% e DMSO 2%), indometacina (14 umol/kg) ou das substancias teste (100 umol/kg),
uma vez ao dia, do 5° ao 10° dia apés inducdo da doenca.
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5.1.3 DOSAGENS BIOQUIMICAS A PARTIR DO TECIDO GENGIVAL
5.1.3.1 PROSTAGLANDINA E»

Apés o0 periodo experimental e processamento do tecido gengival, as
concentracbes de PGE, foram dosadas, demonstrando aumento significativo deste
prostanoide no grupo controle, em comparacdo ao grupo sham (2,04 x 10* vs. 1,1 x
10* pg/mg de proteinas, respectivamente).

O tratamento com indometacina (14 pmol/kg) foi efetivo na reducédo da
concentracdo de PGE, (0,84 x 10* pg/mg de proteinas), assim como o tratamento
com o derivado LASSBIi0-930 (0,58 x 10* pg/mg de proteinas). O composto LASSBio-
651 ndo reduziu as concentracdes da PGE; (2,03 x 10* pg/mg de proteinas) (Gréfico
3)
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Grafico 3 — Prostaglandina E; no tecido gengival. Razdo da concentragdo de prostaglandina E,
(pg/mL) pela concentragdo de proteinas totais (mg/mL) dosadas do tecido gengival de ratos com
periodontite induzida por ligadura do primeiro molar mandibular. Administracdo v.o. do veiculo
(PBS+tween 80 1% e DMSO 2%), indometacina (14 umol/kg) ou das substéancias teste (100
pmol/kg), uma vez ao dia, do 5° ao 10° dia apés indugdo da doenca (*p < 0,05; **p < 0,01, ***p <
0,001; Mann Whitney teste).

5.1.3.2 MIELOPEROXIDASE
Os animais submetidos a inducéo da periodontite experimental apresentaram
aumento significativo nas concentragdes de mieloperoxidase, expressa pela D.O./mg
de proteinas, quando comparado ao grupo sham (14,39 vs. 3,89, respectivamente).
O tratamento dos animais com a indometacina (14 pmol/kg) néo foi efetivo na
reducdo desta enzima no tecido gengival (12,56), enquanto o tratamento com o0s
derivados LASSBIi0-930 (100 pmol/kg) e LASSBIio-651 (100 pmol/kg) induziu



42

significante diminuicdo nas concentracdes da mieloperoxidase (1,78 e 1,36,

respectivamente) (Gréfico 4).
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Grafico 4 - Mieloperoxidase no tecido gengival. Razdo da densidade ética (D.O.) de
mieloperoxidase pela concentragdo de proteinas totais (mg/mL) dosadas do tecido gengival de ratos
com periodontite induzida por ligadura do primeiro molar mandibular. Administracéo v.o. do veiculo
(PBS+tween 80 1% e DMSO 2%), indometacina (14 umol/kg) ou das substancias teste (100
pmol/kg), uma vez ao dia, do 5° ao 10° dia apds inducdo da doenca (***p < 0,001. Mann Whitney
teste).

5.1.4 ANALISE HISTOLOGICA DOS TECIDOS PERIODONTAIS

GRUPO SHAM (Figura 25, A e F) — A analise das laminas histolégicas do
grupo sham demonstrou auséncia ou discreta presenca de infiltrado inflamatério na
regido mesial (lateral esquerda a primeira raiz do primeiro molar mandibular), papilas
preservadas e epitélio com morfologia usual, dentro dos padrdes da normalidade. Na
regido de furca (regido entre as raizes do primeiro molar) observamos o0s
constituintes normais do tecido conjuntivo, principalmente fibroblastos. Na regiédo
distal (regido entre o primeiro e segundo molares mandibulares), nota-se a presenca
de infiltrado inflamatério moderado concentrado na superficie do epitélio,
predominantemente composto por neutréfilos, em decorréncia da presenca de
bactérias entre os molares.

GRUPO CONTROLE (Figura 25, B e G) — Na regiao mesial do primeiro molar
dos animais controle observou-se perda das papilas, intenso infiltrado inflamatorio
misto e exocitose de neutrdfilos. A regido de furca apresentou infiltrado inflamatério

moderado a intenso e lesdes com exposicao desta area para a cavidade oral, em
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decorréncia da reabsorcdo 6ssea. Houve retracdo gengival e observou-se bactérias
proximas ao epitélio, que se encontrava atrofico. Na regido distal, as papilas
perderam sua morfologia, o epitélio se encontrava atréfico e achatado, observou-se
infiltrado inflamat6rio moderado a intenso e a presenca de colbnias bacterianas
sobre o epitélio.

INDOMETACINA (Figura 25, C e H) — Os animais tratados com indometacina
demonstraram papilas preservadas, com o epitélio atrofico proximo ao dente, com
exocitose de neutrdfilos e infiltrado inflamatério moderado misto na regido mesial. A
area de furca estava dentro dos padrdes da normalidade, apresentando tecido
conjuntivo fibroso denso. Na regido distal observou-se infiltrado inflamatorio
concentrado abaixo do epitélio, que se encontrava atrofiado e com exocitose de
neutrofilos; as papilas perderam sua morfologia.

LASSBIi0-930 (Figura 25, D e I) — A regido mesial demonstrou papilas
preservadas, infiltrado inflamatdrio discreto e crbnico, sem sinais de exocitose. A
regido de furca estava dentro dos padrées da normalidade; na regido distal
observou-se atrofia do epitélio, infiltrado inflamatério moderado misto, concentrado
proximo ao epitélio, que apresentava exocitose de neutrofilos.

LASSBIio-651 (Figura 25, E e J) — A regidao mesial demonstrou papilas
preservadas, infiltrado inflamatorio discreto misto, sem sinais de exocitose. A regido
de furca estava dentro dos padr6es da normalidade; na regido distal observou-se
atrofia do epitélio, infiltrado inflamatério discreto a moderado, misto,
predominantemente crénico, concentrado préximo ao epitélio, que apresentou

exocitose de neutréfilos discreta.

5.1.5 ANALISE MACROSCOPICA DOS ESTOMAGOS

A analise macroscépica da mucosa do estdbmago dos animais realizada 24
horas apds seis dias de administracao por via oral do veiculo ou dos derivados N-
acilidrazénicos LASSBIi0-930 e LASSBIio-651 na dose de 100 pumol/kg mostrou que
nenhum deles induziu a formacao de lesdes pontuais ou hemorragicas. Os animais
tratados com a indometacina na dose de 14 umol/kg também ndo demonstraram
lesbes gastricas. No entanto, os animais que morreram durante o periodo

experimental apresentaram essas lesdes.
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Figura 25 — Cortes histologicos longitudinais a partir da hemi-mandibula esquerda dos
animais. Imagens representativas dos grupos sham (A, F), controle (B, G), tratados com
indometacina (14 pmol/kg/dia) (C, H), com o derivado LASSBIio-930 (100 umol/kg/dia) (D, 1) e
LASSBI0-651 (100 umol/kg/dia) (E, J). As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina;
aumento de 4X (A-E) e de 40X na regido das papilas (F-J).
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6 DISCUSSAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria dos tecidos do periodonto,
envolvendo interacdes entre produtos bacterianos, células do hospedeiro e
mediadores inflamatérios (THOMAS & PULEO, 2010). Além da alta taxa de
prevaléncia nos individuos (15-20% da populacdo mundial adulta) (OMS, 2012),
diversos estudos indicam associacdes as doencas cronicas sistémicas, como artrite
reumatoide, diabetes mellitus, doencas respiratorias e cardiovasculares (KUO et al.,
2008), aumentando a necessidade de maior compreensao desta patologia e pela
busca de novas terapias farmacologicas a serem empregadas.

Estudos demonstram que o emprego de AINEs seletivos e ndo seletivos das
isoformas de COX contribuem para a reducéo da destruicdo periodontal em modelos
animais e promovem melhora dos parametros clinicos em humanos (GRAVES et al.,
2012). Além disso, elevadas concentracdoes de PGs, particularmente a PGE;, séo
detectadas no tecido gengival e em FCG de pacientes com periodontite, permitindo
associacdes entre os niveis deste prostanoide e a gravidade da doenca (GOODSON
et al.,, 1974, OFFENBACHER et al., 1984; NAKASHIMA et al., 1994; TSAI et al.,
1998). Em estudos recentes em colaboracdo com a Prof. Dr2. Gabriela Camargo
observamos que a concentracdo de PGE,; no FCG em pacientes com gengivite foi
significativamente menor em comparacdo aos pacientes com periodontite cronica
(dados néo publicados).

No presente trabalho foram avaliados, em um modelo bem estabelecido de
periodontite em ratos, dois prototipos de candidatos a farmacos planejados e
sintetizados no LASSBIo, os derivados N-acilidrazénicos LASSBIi0-930 e LASSBio-
651, previamente caracterizados por nosso grupo de pesquisa através de estudos in
vitro e por suas atividades anti-inflamatérias em modelos animais classicos de
inflamacédo, que sugerem um mecanismo de acdo por inibicdo ndo seletiva da COX
para LASSBIi0o-930 (TRIBUTINO, 2008; TRIBUTINO et al.,, 2009) e inibicdo nao
seletiva da COX e de TNF-a para LASSBIio-651 (dados n&o publicados). Iniciamos o
tratamento dos animais apdés a periodontite ja estabelecida, ou seja, a partir do
quinto dia apés a inducdo da doencga, correlacionando mais fidedignamente com o
observado na clinica.

Para avaliarmos a perda 0ssea alveolar, utilizamos um método macroscépico

no qual sdo somadas as distancias entre a crista do osso alveolar e a juncéo
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cemento-esmalte da face lingual das raizes dos trés molares mandibulares
(CRAWFORD et al.,, 1978). Observamos para o grupo controle (grupo com a
doenca) uma acentuada perda 6ssea alveolar e consequente exposicdo das raizes
dos dentes, o que nao foi observado no grupo sham (grupo sem a doenca).

As andlises histolégicas das laminas montadas a partir de cortes longitudinais
da hemi-mandibula esquerda dos animais demonstraram intensa reabsor¢éo 6ssea
na area de furca, tecidos comprometidos e intenso infiltrado inflamatério no grupo
controle, enquanto o grupo sham apresentou papilas intactas e infiltrado inflamatorio
ausente ou discreto. A visualizagcdo microscépica corrobora o resultado obtido na
andalise macroscopica de perda dssea, indicando que a doenca foi estabelecida e o
modelo implantado com sucesso.

A indometacina, um AINE classico, inibidor ndo seletivo das isoformas da
COX, foi utilizada para a validacdo do modelo de periodontite experimental em ratos
visando a comparagdo de substancias com atividade anti-inflamatoria. A sua
administracdo reduziu significativamente a perda O6ssea alveolar (92,4%) em
comparacdo ao grupo controle, reproduzindo os achados de Azoubel e
colaboradores (2007), que empregaram o mesmo desenho experimental e dose de
indometacina utilizados nesse estudo. Este efeito se deve ao bloqueio da
biossintese de PGs, confirmado pela reducéo significativa da concentracdo de PGE;
no tecido gengival dos animais tratados com esse AINE, acarretando numa menor
inducédo de osteoclastogénese e reabsorcdo 6ssea ja descritas (BEZERRA et al.,
2000; AZOUBEL et al., 2007; KU et al., 2010).

O tratamento por via oral com os derivados N-acilidrazénicos LASSBIi0-930 e
LASSBIo-651 inibiu significativamente a perda 6ssea alveolar em 58,4% e 65,3%,
respectivamente, e a analise histolégica demonstrou a presenca de infiltrado
inflamatorio discreto a moderado, mais concentrado na regido abaixo do local da
ligadura, possivelmente causado pela permanéncia do fio durante o periodo
experimental.

A partir das amostras de tecido gengival dos animais tratados com o
composto LASSBI0-930 observou-se uma reducao significativa dos niveis de PGE;,
0 que nao foi observado no tecido gengival dos animais tratados com o0 composto
LASSBIi0-651.

A reabsorcdo Ossea alveolar é regulada por citocinas e mediadores pro-

inflamatorios, dentre eles a PGE,, que estimulam osteoblastos periosteos,
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fibroblastos gengivais, linfocitos TCD4+ e linfocitos B a expressarem RANKL. Essa
proteina interage com seu receptor nos pré-osteoclastos, RANK, levando a
diferenciacdo dos mesmos a osteoclastos maduros. Em tecidos saudaveis existe um
balanco entre as concentracbes de RANKL e a OPG, uma proteina que se liga ao
RANKL, impedindo que este ative o RANK nos pré-osteoclastos, equilibrando a
deposicao e reabsorcao 6ssea. Em condi¢fes inflamatorias, esse desbalanco ocorre
nao sO devido ao aumento da expressdo de RANKL, mas também pela reducdo da
expressdo da OPG e pelo estimulo direto a maturacdo dos pré-osteoclastos
(GRAVES et al., 2011a).

A capacidade de LASSBIi0-930 em diminuir a concentragédo da PGE; no tecido
gengival dos animais com periodontite constitui mais um indicativo de que o
mecanismo de acdo desse derivado se deve em parte pela inibicdo das isoformas de
COX, corroborando os resultados de Tributino (2008), que demonstrou relevante
atividade anti-inflamatéria em diferentes modelos de inflamagcdo em animais, tais
como a artrite induzida por adjuvante completo de Freund e edema de pata induzido
por carragenina em ratos e edema de orelha induzido por &cido araquidénico em
camundongos.

Apesar do tratamento com o derivado LASSBIi0-651 n&o ter sido efetivo na
reducdo da concentracdo de PGE, no tecido gengival, estudos prévios
demonstraram a capacidade de LASSBIio-651 em inibir a producdo de PGE; no
exsudato inflamatério provocado por carragenina no modelo de air pouch. Além do
exposto, LASSBIio-651 apresentou importante atividade anti-inflamatéria em
diferentes modelos experimentais (artrite, edema e pleurisia), e capacidade de inibir
a producdo de TNF-a in vitro a partir de macréfagos peritoneais murinos estimulados
com LPS. LASSBI0-930 ndo apresenta esse efeito sobre o a producédo de TNF-a.

Existe um grande ndmero de evidéncias demonstrando que o TNF-a tem um
papel importante na progressao da doenca e destruicdo dos tecidos periodontais
(IKEZAWA et al., 2005). O TNF-a parece interferir no metabolismo ésseo ndo so
pelo estimulo a formacdo de osteoclastos, mas também reduzindo o numero de
osteoblastos (reducdo da proliferacdo, aumento da apoptose ou inibindo a
diferenciacao) (LIN et al., 1994; TSUBOI et al., 1999; WEI et al., 2005).

A administragao de antagonistas de IL-1/TNF-a em modelos de periodontite
em animais inibiram o recrutamento celular, a perda 6ssea alveolar e a formacéo de

osteoclastos, bem como a formacéo do infiltrado inflamatorio proximo a crista do
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osso alveolar (ASSUMA et al., 1998; GRAVES et al., 1998). O uso do etanercept,
um antagonista de TNF-q, reduziu a perda 0ssea, o infiltrado inflamatorio, a injaria
tecidual e a atividade da MPO em modelo de periodontite induzida por ligadura em
ratos (DI PAOLA et al., 2007).

Portanto, a capacidade do derivado LASSBIio-651 em inibir a producéo de
TNF-a poderia explicar os efeitos observados sobre os parametros avaliados na
periodontite.

Os AINEs ndo sdo empregados comumente no tratamento e prevencao da
periodontite em raz&@o dos efeitos colaterais dessa classe de farmacos sobe o trato
gastrointestinal (Glceras gastricas), em decorréncia da inibicdo da COX na mucosa
gastrica com consequente reducdo de PGs, prejudicando assim a citoprotecdo. A
administracdo de AINEs por longos periodos podem causar mais danos do que a
propria doenca a ser tratada, isso implica na caréncia de estudos de longo prazo,
sobretudo em humanos, que comprovem o potencial benéfico da utilizacdo dos
AINEs na periodontite (GURGEL et al., 2004)

Os derivados N-acilidrazonicos LASSBIi0-930 e LASSBIio-651 apresentam um
padrdo molecular distinto dos AINEs disponiveis no mercado e apesar do suposto
mecanismo de acdo destes derivados passar pela inibicdo da COX, o tratamento
cronico dos animais nao mostrou alteracdes clinicas visiveis, bem como sinais de
gastroirritacdo, como as descritas na literatura e também observadas no tratamento
com a indometacina.

O efeito gastroirritante da indometacina é bem estabelecido em consequéncia
de seus mecanismos de acdo (HART, 1965; MITCHELL et al., 1993). No nosso
estudo foi observada uma alta mortalidade (33%) nos grupos de animais tratados
com a indometacina, que estd associada a esse efeito colateral. No entanto, 0s
animais que sobreviveram aos seis dias de tratamento com a indometacina (14
pumol/kg) ndo apresentaram lesdes gastricas, embora ndo tenham ganhado peso em
comparacdo ao grupo controle e nitidamente apresentavam-se abatidos, com
alteragbes comportamentais. Polat e colaboradores (2010) observaram a adaptagao
da mucosa gastrica contra a toxicidade da indometacina administrada cronicamente
em ratos wistar por 14 dias, em comparacdo a administracdo de uma unica dose
elevada. A adaptacdo gastrica € uma resisténcia aumentada da mucosa apés danos
repetidos e isto pode ter ocorrido com o0s animais sobreviventes do grupo da

indometacina.
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Estudos demonstram que a atividade da enzima MPO esta aumentada no
FCG de pacientes com doenca periodontal e que seus niveis podem ser
correlacionados ao estado clinico da doenca (HERNANDEZ et al., 2010;
MARCACCINI et al.,, 2010). A MPO € uma enzima lisossomal abundante nos
granulos de neutréfilos azurofilicos liberada durante o estresse oxidativo que catalisa
a formacao de acido hipocloroso a partir do peréxido de hidrogénio. A MPO constitui
aproximadamente 5% do contetudo proteico dos neutrdfilos e é utilizada como
medida indireta do infiltrado dessas células para o tecido (LLORET & MORENO,
1995).

A cinética da participacdo neutrofilica no modelo de periodontite experimental
em ratos induzida pela ligadura é descrita na literatura. Analises histolégicas dos
tecidos periodontais de animais submetidos a doenca demonstraram que o infiltrado
celular é constituido principalmente por neutréfilos até o quarto dia apds a indugéo
(BEZERRA et al., 2000).

O tecido gengival retirado da hemi-mandibula direita dos animais também foi
submetido a dosagem da MPO. Os animais controle apresentaram maior atividade
dessa enzima, indicando assim um maior infiltrado neutrofilico em comparagcdo ao
grupo sham, em acordo com o que foi previamente descrito na literatura
(GUIMARAES et al., 2007; BRIGUGLIO et al., 2010; KU et al., 2010). Gomes e
colaboradores (2009) demonstraram que a atividade de MPO no tecido gengival de
ratos com periodontite induzida pela ligadura apresentou um pico no sétimo dia apés
a inducdo da doenca, se mantendo elevado até o trigésimo dia.

O tratamento com a indometacina, embora tenha sido efetivo na preservacao
0ssea e dos tecidos periodontais, ndo diminuiu a atividade da MPO. Esse resultado
vai de encontro ao descrito na literatura, em que a atividade de MPO no tecido
gengival de ratos com periodontite induzida pela ligadura do segundo molar maxilar
e tratados com indometacina (2,8 pmol/kg) foi significativamente menor em
comparacdo ao grupo sem a doenga (KU et al., 2012). No entanto, na literatura a
indometacina foi administrada 24 horas antes da inducé&o da doenca e durante nove
dias subsequentes a colocacdo da ligadura. Deste modo, existem diferencas no
desenho experimental, ja que optamos por um tratamento curativo, com a doenca ja
estabelecida. Além disso, ndo podemos descartar a possibilidade de que, com o
blogueio das ciclo-oxigenases, a via de metabolizacdo do &cido araquiddnico esteja

sendo deslocada para a das lipoxigenases, levando a formacéao de leucotrienos, que
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estimulam o recrutamento de leucdcitos na resposta inflamatéria, como justificado
por Kornman e colaboradores (1990), ap0s verificarem que a aplicagdo topica do
acido meclofenamico em macacos com periodontite induzida por ligadura levou ao
aumento de neutréfilos no sulco gengival, embora tenha inibido a perda Ossea
alveolar.

Desta forma, é possivel inferir que os neutrofilos aparentemente continuam
migrando para o local da inflamacdo e fagocitando/destruindo as bactérias ali
presentes. A inibicdo das isoformas da COX nos neutrofilos e em outras células
inflamatoérias, bem como nas células do periodonto, resulta na reducdo das
concentracbes de PGE,, o que favorece a inibicdo de reabsor¢do Ossea alveolar,
levando a um nivel 6sseo nesse grupo similar ao encontrado para o grupo sham.

A avaliacdo da atividade da enzima MPO a partir do tecido gengival coletado
das hemi-mandibulas dos animais tratados com os derivados LASSBIi0-930 e
LASSBIio-651 demonstrou diminuicdo significativa em comparacdo ao grupo
controle, indicando menor infiltrado de neutrofilos no tecido.

Além da liberacdo da MPO, o infiltrado neutrofilico desencadeia a liberacao de
outros mediadores inflamatérios (incluindo citocinas e prostaglandinas) que
perpetuam a inflamacdo e promovem a desregulacdo do metabolismo 6sseo,
estimulando a ativacdo de osteoclastos (DENNISON & VAN DYKE, 1997); a
deficiéncia de neutréfilos pode ser prejudicial a resolucédo do processo inflamatorio,
uma vez que fagocitam os micro-organismos, no entanto, a resposta exacerbada
pode causar dano tecidual e prolongar a extensdo e gravidade do processo
inflamatorio nas doencas periodontais (SCOTT & KRAUSS, 2012).

Portanto, é possivel sugerir que os derivados LASSBi0-930 e LASSBIio-651
também participem da modulacdo da resposta inflamatoria pela diminuicdo do
infiltrado neutrofilico, embora ndo possamos descartar a possibilidade de uma
inibicdo direta da MPO pelas substancias avaliadas.

A inibicdo de perda 6ssea e a reducédo do infiltrado inflamatério nos tecidos do
periodonto conferidos pelo tratamento com o derivado LASSBIi0-930 parecem estar
relacionadas a inibicdo da COX, com consequente reducéo das concentracdes de
PGE,, impedindo assim a reabsorcdo Ossea alveolar e a destruicdo tecidual,
enquanto o derivado LASSBIio-651 parece também atuar na inibicdo da liberacdo de

TNF-q, citocina pré-inflamatéria relacionada a progresséo da doenca periodontal.
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As moléculas avaliadas foram planejadas como anti-inflamatérias, mas o
grupamento N-acilidrazona presente na estrutura dos derivados LASSBIi0-930 e
LASSBIio-651 é uma subunidade privilegiada e pode estar atuando em outros alvos,
por outros mecanismos de acao, que favorecam as atividades observadas.

Os derivados LASSBIi0-930 e LASSBIi0-651 n&o afetaram o peso corporal e o
comportamento dos animais durante o periodo experimental, ndo foram
gastroirritantes e demonstraram ser protétipos de candidatos a farmacos uteis como

adjuvantes no tratamento da doenca periodontal.
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7 CONCLUSOES

Os derivados N-acilidrazénicos com propriedades anti-inflamatérias LASSBio-
930 e LASSBI0-651 inibiram a perda éssea alveolar e diminuiram o infiltrado
inflamatdrio em comparacéo aos animais controle. As dosagens de mieloperoxidase
a partir do tecido gengival indicaram que os compostos possivelmente impediram a
migracdo de neutrofilos. Apenas o derivado LASSBI0-930 reduziu as concentracdes
de PGE; dosadas do tecido gengival. Ademais, o tratamento crbnico dos animais
com os derivados anti-inflamatoérios LASSBIi0-930 e LASSBIio-651 ndo apresentou
sinais de gastroirritacdo. Os compostos avaliados sdo prototipos de farmacos anti-
inflamatorios com padrédo molecular distinto dos AINES disponiveis no mercado,

sendo potencialmente Gteis para o tratamento adjuvante da doenca periodontal.
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