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RESUMO

A periodontite ¢ uma doen¢a inflamatoria caracterizada por disbiose e reabsor¢do Ossea
alveolar (ROA). O ranelato de estroncio (SrR), um farmaco utilizado no tratamento da
osteoporose, tem se destacado por seus efeitos antirreabsortivo e anabolico 6sseos. Avaliou-se
os efeitos anti-inflamatoério e antirreabsortivo 6sseos do SrR na reabsorcao oOssea alveolar
induzida por ligadura. Para tanto, ratas Wistar (170£20 g; n=6/grupo), submetidas a 28 dias
de ligadura (fio de nailon 3.0) dos segundos molares superiores, receberam por via oral
diariamente agua para inje¢ao (veiculo) ou SrR (70, 210 e 630 mg/kg). Apos a eutandsia, suas
maxilas foram removidas, e a ROA foi analisada por macroscopia, microscopia € imuno-
histoquimica para TNF-a, IL-13, RANKL, OPG e TRAP. O influxo de neutréfilos foi
analisado pela atividade da mieloperoxidase (MPO) na gengiva. Sistemicamente, foram
avaliados: niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) e transaminases AST e ALT,
indice hepético, leucograma e peso dos animais. A ligadura durante 28 dias aumentou
significantemente a ROA, vista por macroscopia € microscopia, ¢ a MPO, bem como a
imunomarcac¢ao para TNF-o, IL-1p, RANKL e TRAP, aumentou a razao RANKL/OPG,
reduziu FAO, causou leucocitose e reducdo de peso nos primeiros dias apds a ligadura, sem
alteracdes hepaticas. O SrR (210 e 630 mg/kg) reduziu significantemente a ROA em 22% e
45%, respectivamente, como também (SrR 630 mg/kg) reduziu a lesdo de furca em 64%,
comparado ao grupo veiculo. A histologia evidenciou reducdo significante do infiltrado
leucocitario e reabsor¢des Ossea € cementaria [veiculo: Md=2 (2-2); SrR 630 mg/kg: Md=1
(1-1)], bem como da imunomarcacdo para TNF-a, IL-1B, RANKL e TRAP em 51%, 54%,
63% e 66%, respectivamente, ¢ da razdo RANKL/OPG, sem alteracdo da MPO. Além disso,
SrR (630 mg/kg) preveniu a reducdo da FAO (60%; p=0,01), reduziu a leucocitose, € nao
alterou as transaminases nem o curso da variacdo de peso dos animais. Em suma, o SrR
apresentou efeito antirreabsortivo 0sseo tanto por reduzir a resposta inflamatoria, como por

favorecer o anabolismo 0sseo, sem alteracdes sistémicas nos animais.

Palavras-chave: Ranelato de estroncio. Reabsorcao ossea alveolar. Citocinas inflamatorias.

Ligante de RANK. Osteoprotegerina.



ABSTRACT

ALVEOLAR BONE ANTIRESORPTIVE EFFECT OF STRONTIUM RANELATE
VIA REDUCTION OF TNF-a AND IL-13 ON LIGATURE-INDUCED
PERIODONTITIS IN RATS

Periodontitis is an inflammatory disease characterized by dysbiosis and alveolar bone
resorption (ABR). Strontium ranelate (SrR), a drug used to treat osteoporosis, has been
notable for its bone anabolic and antiresorptive effects. The anti-inflammatory and
antiresorptive effects of SrR on ligature-induced alveolar bone resorption were evaluated. For
this, female Wistar rats (170+£20 g; n= 6/group), submitted to 28 days of ligature (3/0 nylon
thread) of the second upper molars, received per os daily water for injection (vehicle) or StR
(70, 210 and 630 mg/kg). After euthanasia, its jaws were removed, and the ABR was
analyzed by macroscopy, microscopy and immunohistochemistry for TNF-a, IL-18, RANKL,
OPG and TRAP. Neutrophil influx was analyzed by myeloperoxidase (MPO) activity in the
gingiva. Systemicaly, it were evaluated: serum levels of bone-specific alkaline phosphatase
(BALP) and AST and ALT transaminases, hepatic index, leukogram and animal weight.
Ligature for 28 days significantly increased ABR, as seen by macroscopy and microscopy,
and MPO, as well as immunostaining for TNF-a, IL-1, RANKL and TRAP, increased the
RANKL/OPG ratio, reduced BALP, caused leukocytosis, and weight reduction in the first
days after ligature, without liver changes. SrR (210 and 630 mg/kg) significantly reduced
ABR by 22% and 45%, respectively, as well (StR 630 mg/kg) reduced the furcation lesion by
64% compared to the vehicle group. Histology showed significant reduction of leukocyte
infiltrate and bone and cement resorption [vehicle: Md=2 (2-2), Mg=1 (1-1)], as well as of the
immunostaining for TNF-o, IL-1B, RANKL and TRAP by 51%, 54%, 63% and 66%,
respectively, and of the RANKL/OPG ratio, without change of MPO. In addition, SrR (630
mg/kg) prevented the reduction of BALP (60%, p=0.01), reduced leukocytosis, and did not
alter transaminases and the time course of animal weight variation. In summary, SrR
presented bone antiresorptive effect by both reduction of inflammatory response and support

bone anabolism, without systemic alterations in animals.

Keywords: Strontium ranelate. Alveolar bone resorption. Inflammatory cytokines. RANK

ligand. Osteoprotegerin.
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1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenca cronica caracterizada por uma resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro, decorrente do acumulo de patégenos nos tecidos
periodontais de sustentagdo e protecdo dos dentes, culminando na perda da insercao
dentoalveolar, em consequéncia da destruicdo do osso alveolar, do cemento radicular e do
ligamento periodontal (DENTINO et al., 2013; HAJISHENGALLIS, 2015). A fisiopatologia
dessa doenca ¢ bem semelhante a de outras doencas osseoinflamatorias, como a artrite
reumatoide, por exemplo (ARAUJO; MELO; LIMA, 2015; YANG et al., 2017). Muitas
abordagens farmacologicas vém sendo investigadas com o propdsito de se encontrar um
tratamento eficaz para doengas de carater osseoinflamatdrio, sem que esse apresente efeitos
colaterais que culminem no seu interrompimento. Nesse sentido, os farmacos
antirreabsortivos 0sseos, especialmente os utilizados no tratamento da osteoporose, tém sido
avaliados. Os bisfosfonatos, farmacos de primeira escolha para tratar a osteoporose, estdo
associados a osteonecrose dos maxilares (PICHARDO; MERKESTEYN, 2013). Além disso,
recentemente foi demonstrado que o acido zoledrénico, um potente bisfosfonato, aumenta os
niveis de marcadores inflamatorios no periodonto (SILVA, P. G. B. et al., 2017). Esses fatos
praticamente inviabilizam o seu uso junto a pacientes com periodontite. Por outro lado, o
ranelato de estroncio (SrR), um farmaco relativamente recente utilizado no tratamento da
osteoporose grave, pode se tornar uma alternativa ao manejo das doengas osseoinflamatorias,
inclusive podendo beneficiar pacientes com periodontite, devido ao seu mecanismo dual,
agindo tanto como antirreabsortivo como anabolico dsseos, € com efeitos colaterais minimos.

Muitos trabalhos tém investigado os efeitos do SrR na osteoporose (KAUFMAN
et al., 2013; MEUNIER et al., 2004; REGINSTER et al., 2005, 2012) e em outras patologias
e distarbios do organismo, como na osteoartrite (NUNES et al., 2015; REGINSTER et al.,
2013), na inflamagao da articulacdo temporomandibular (ALVES et al., 2017), no estresse
oxidativo (FERNANDEZ et al., 2013) e até mesmo na dor (ALVES e al., 2017; NUNES et
al., 2015); contudo, na periodontite os trabalhos sdo escassos. Apesar do vasto conhecimento
sobre as periodontites e sobre o proprio ranelato de estroncio, existem alguns aspectos
intrinsecos a ambos, tanto em nivel de resposta imunoinflamatoria, como de mecanismo de
acdo desse farmaco em que, eventualmente participem vias de sinalizagdo diversas, € que
carecem de maiores estudos. Logo, buscou-se analisar os efeitos do ranelato de estroncio
sobre os mediadores inflamatérios € o potencial anabdlico induzidos em modelo de

periodontite.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Remodelacio 6ssea

O osso ¢ um tipo especializado de tecido conjuntivo, formado por células e uma
matriz proteica extracelular mineralizada por cristais de célcio e fosfato, conhecidos como
hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),]. O tecido 6sseo sofre continua remodelagdo ao longo da
vida, através de atividades equilibradas e conjuntas entre as células reabsortivas, os
osteoclastos, e as c€lulas osteogénicas, os osteoblastos. Outro tipo celular ¢ o ostedcito, um
osteoblasto na fase terminal de sua diferenciagdo, e que também regula a remodelagao dssea,
em parte, ao responder ao estresse biomecanico do osso, produzindo citocinas especificas
(DATTA et al., 2008).

O processo de remodelagdo ossea ¢ regulado por fatores sistémicos (hormonios) e
locais (citocinas), os quais mantém um estreito acoplamento entre reabsor¢do e formagado
osseas. Desvios significativos neste equilibrio resultam em reabsor¢dao ou formagao Osseas
aumentadas e anormais. Em condigoes fisioldgicas, a liberagdo desses fatores €, em sua maior
parte, influenciada pelos niveis séricos dos ions calcio e fosfato (ERIKSEN, 2010; PACIFICI,
2010; PAGLIARI et al., 2015). Uma leve oscilagdo na concentracao plasmatica desses ions,
ainda que minima, ja ¢ o bastante para desencadear a liberacdo dos hormonios que iniciam o
processo de remodelagdo Ossea (ERIKSEN, 2010). Sdo varios os hormonios e citocinas
envolvidos no metabolismo 6sseo, com destaque o eixo receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANK)/ligante do RANK (RANKL)/osteoprotegerina (OPG), considerado o
principal mecanismo regulador da remodelacdo Ossea, com a participagao de células e
mediadores quimicos de origem local e sistémica (PACIFICI, 2010) (FIGURA 1).

A remodelacdo Ossea se inicia pela reabsor¢do osteoclastica, que escava uma
lacuna de reabsor¢ao no 0sso, em um processo que dura em média 30 a 40 dias (ERIKSEN,
2010). Os osteoclastos sao derivados de células tronco hematopoiéticas da linhagem mieloide,
a mesma que dé origem a mondcitos e aos macrofagos teciduais, que se diferenciam em uma
unidade formadora de col6nia de mondécitos (M-CFU). Esta unidade celular recebe a
influéncia de uma citocina produzida por células tronco mesenquimais da medula Ossea
(MSC) e por osteoblastos, o fator estimulador de colonia de mondcitos (M-CSF), que interage

com seu receptor de membrana, c-Fms, para dar inicio ao processo de proliferacio dos
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progenitores de osteoclastos (DATTA et al., 2008; PACIFICI, 2010). Esses progenitores (pré-
osteoclastos) expressam em sua membrana o RANK, que ¢ ativado pelo seu ligante, RANKL,
principal citocina envolvida na osteoclastogénese e que ¢ sintetizada especialmente por
osteoblastos, além de MSC (YASUDA et al., 1998), ostedcitos (O'BRIEN; NAKASHIMA;
TAKAYANAGI, 2013; YASUDA et al., 1998), fibroblastos (QUINN et al., 2000; ROMER
et al., 2012), linfocitos T ativados (HORWOOD et al., 1999) e linfécitos B (LIU, H. et al.,
2017; MANABE et al., 2001).

Figura 1 — Células e mediadores quimicos envolvidos no processo de remodelagdo 6ssea
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Representacdo ilustrativa do processo de remodelacdo 6ssea e a influéncia do sistema imunologico. O processo
inicia-se pela reabsorc¢do osteoclastica, influenciada pelo fator estimulador de col6nia de mondcitos (M-CSF) e o
ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL), que ativam osteoclastos (OC). Fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) sdo liberados da matriz 6ssea em
decomposi¢do e estimulam células tronco mesenquimais 6sseas (MSC) a se diferenciarem em osteoblastos (OB)
formadores de osso. OB produzem osteoprotegerina (OPG) que impede a interagio RANK-RANKL. Ostedcitos
(OT) produzem esclerostina (SOST) que inibe a osteoblastogénese. Células imunologicas como os macréfagos e
os linfécitos T helper (Th) liberam citocinas inflamatdrias tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas (IL), favorecendo a osteoclastogénese. PTH, paratorménio; 1,25-Dj, calcitriol; CaSR, receptor
sensor de célcio; FGF 23, fator de crescimento fibroblastico 23; DMP1, proteina de matriz de dentina 1; Caﬂ,
ion calcio; PO4'3, ion fosfato; M-CFU, unidade formadora de colonia de mondécitos; RANK, receptor ativador do
fator nuclear kB; c-Fms, receptor do M-CSF; CT, calcitonina; Treg, linfocito T regulador; OSM, oncostatina M;
IFN-y, interferona gama. Seta continua indica sintese/interacdo, seta tracejada indica diferenciagao, seta ponto-
tracejada indica troca de substincias entre 0sso e intersticio, barra em ‘T’ indica inibigdo. [Elaborado pelo autor.
Baseado em PAGLIARI et al., 2015; WALSH; CHOI, 2014].
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O RANK ¢ um receptor membro da superfamilia de receptores do fator de necrose
tumoral (TNF), e sua estimulacao ativa vias que envolvem o fator associado ao receptor de
TNF (TRAF) para ativar o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), culminando,
adiante, na diferenciagdo, na maturacdo e na ativagdo de pré-osteoclastos em osteoclastos
maduros (DATTA et al, 2008; PAGLIARI et al, 2015; WALSH; CHOI, 2014;
WEITZMANN, 2017). O RANK também ativa outras vias de sinalizagdo, como as de quinase
c-Jun N-terminal (JNK) e de fosfolipase C gama (PLCy), culminando na ativagdo dos fatores
c-Fos e proteina ativadora 1 (AP-1), e na estimulagdo da via calcio/calcineurina,
respectivamente, para finalmente promover a ativagao do fator nuclear de células T ativadas 1
(NFATcl), fator de transcricdo chave para osteoclastogénese (DATTA et al., 2008; IKEDA et
al., 2003; WALSH; CHOI, 2014; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). Em oposicio a esse
processo, os osteoblastos também produzem uma molécula soltivel, a osteoprotegerina
(OPG), que age como um receptor com alta afinidade para RANKL. A OPG impede a
interacao entre RANKL e seu receptor original (RANK), prevenindo a osteoclastogénese e,
consequentemente, aumentando a apoptose de osteoclastos. Portanto, a OPG desempenha a
fun¢do de uma citocina antiosteoclastogénica (PACIFICI, 2010; WALSH; CHOI, 2014). A
expressao de OPG pelos osteoblastos pode ser aumentada por hormodnios sexuais, como o
estrogeno, baixas doses de paratormonio (PTH) (ERIKSEN, 2010), ions calcio e
calcimiméticos como o estroncio e outros cations bivalentes (MARIE; FELSENBERG;
BRANDI, 2011; PI; QUARLES, 2004).

Os osteoclastos na forma ativada aderem a superficie dssea, através da interacao
de proteinas de membrana, como a integrina a,f3, com proteinas da matriz ossea, tais como
osteopontina e sialoproteina Ossea. A partir dessa interacao, sdao ativadas vias de sinalizagdo
intracelular que dao inicio a mudancas no citoesqueleto do osteoclasto, para formar a
chamada borda em escova, e ao processo de degradacao da matriz 6ssea, com a producao e/ou
liberacao de acido cloridrico (HCL), espécies reativas de oxigénio (ROS) e enzimas
proteoliticas (DATTA et al., 2008). As principais enzimas liberadas nesse processo sao a
catepsina K, a metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) e a fosfatase acida tartarato-resistente
(TRAP) (INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015), esta ltima, secretada como uma pré-enzima e
ativada por proteinases, como a catepsina K (BLUMER et al., 2012; HAYMAN; COX, 2004;
HOLLBERG et al., 2005). Foi relatado que a TRAP tem um papel importante na degradagdo

de osteopontina e outras proteinas 6sseas, mas também pode exercer um papel regulador no
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processo de reabsorcdo oOssea e na imunidade inata, pois modula a sinalizacao
osteopontina/integrina em osteoclastos e macrogafos (HAYMAN; COX, 2004; HOLLBERG
et al.,2002).

Ao final de sua atividade reabsortiva, os osteoclastos aumentam a expressao das
proteinas transmembrana efrina B2 e receptor de efrina EphB4, bem como a sintese e
secrecao da quimiocina fosfolipidica 1-fosfato de esfingosina (S1P). O S1P interage com um
grupo especial de receptores acoplados a proteina G, os Edg, expressos na membrana das
MSC e dos osteoblastos, e desencadeia importantes fungdes para inicio da osteogénese, como
migracao, adesdo, diferenciagdo e sobrevivéncia dos osteoblastos. Por conseguinte, pré-
osteoblastos recrutados aos locais de reabsor¢ao 6ssea interagem com osteoclastos através do
contato c¢lula a célula e ativam a sinalizagdo efrina B2/EphB4. Tanto osteoclastos como
osteoblastos expressam efrina B2 e receptor EphB4, e estabelecem uma comunicagdo
bidirecional, que promove o aumento da diferenciacdo osteoblastica, a0 mesmo tempo que
inibe a diferenciacao de osteoclastos. Isto encerra o processo de reabsorcao e inicia a fase de
formacdo ossea (ERIKSEN, 2010; MATSUO; OTAKI, 2012; MESHCHERYAKOVA;
MECHTCHERIAKOVA; PIETSCHMANN, 2017). Vale mencionar, ainda, que o fator
endocrino calcitonina (CT), um hormdnio produzido pela glandula tireoide em resposta a altos
niveis séricos de célcio, contribui para cessdo do processo reabsortivo dsseo ao induzir a
desorganizacgdo do citoesqueleto e interromper a atividade enzimatica de osteoclastos, além de
inibir a sinalizacgdo RANK/RANKL. Esse hormoénio também controla o metabolismo do
calcio e do fosfato, e a conversao renal da vitamina D (DAVEY; FINDLAY, 2013).

Apo6s o término do processo de reabsor¢dao Ossea, progenitores de osteoblastos,
recrutados para as cavidades de reabsor¢do deixadas pelos osteoclastos, se diferenciam e
iniciam a deposi¢ao de tecido osteoide, em um processo que pode durar de 3 a 6 meses
(DATTA et al.,, 2008; ERIKSEN, 2010). Os osteoblastos derivam das células tronco
mesenquimais da medula 6ssea (MSC). Uma série de hormdnios e fatores de crescimento
locais e sistémicos estimulam essas células mesenquimais, em diferentes estagios, as quais se
proliferarem, geram pré-osteoblastos e finalmente se diferenciam em osteoblastos formadores
de osso. E de suma importéncia para proliferacio e diferenciagio osteoblastica a expressdo do
fator de transcri¢cdo relacionado a RUNT 2 (Runx2) e do fator de transcricao Osterix (OSX).
Esses fatores de transcricdo génica sdo ativados pelas sinalizagdes intracelulares
desencadeadas pelas interagdes de receptores na membrana das MSC e de pré-osteoblastos
com fatores estimuladores, tais como fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de

crescimento transformador beta (TGF-f), proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), fator de
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crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), fator de crescimento fibroblastico (FGF),
paratormonio (PTH), hormoénio do crescimento (GH), prostaglandina E, (PGE;), bem como
pela sinalizagdo do receptor nuclear de calcitriol (1,25-di-hidroxicolecalciferol, a forma ativa
da vitamina D3). O Runx2 parece ser essencial na fase inicial de proliferacdo de progenitores
osteoblasticos, enquanto o OSX ¢ mais requerido na fase de diferenciagdao para osteoblastos
maduros (DATTA et al., 2008; ERIKSEN, 2010). Um outro fator de crescimento importante
também ¢ o fator estimulador de osteoblastos 1 (OSF-1), também chamado de pleiotrofina,
que ¢ quimiotatico para osteoprogenitores e estimula a atividade de osteoblastos maduros, de
forma autdcrina e pardcrina (DATTA et al., 2008).

Muitos dos fatores de crescimento envolvidos na osteoblastogénese estao
aprisionados na matriz dssea calcificada, e sdo liberados durante a degradacao Ossea pelos
osteoclastos, dentre eles, TGF-, BMPs e IGF-1. Ja hormo6nios endécrinos, como o PTH e o
calcitriol, tém a sua secrecdo aumentada na corrente sanguinea em resposta a baixos niveis
séricos de ions calcio. Esses dois hormonios, em niveis sé€ricos regulares e intermitentes,
favorecem o anabolismo d6sseo. O PTH em baixas concentragdes aumenta a expressao de
OPG e reduz a de RANKL pelos osteoblastos. Efeito oposto ¢ observado durante a elevagdo
cronica de sua concentragdo, o que favorece a osteoclastogénese (ERIKSEN, 2010). O
calcitriol induz a expressao das proteinas constituintes da matriz dssea pelos osteoblastos, mas
em excesso, desfavorece a formacao 0ssea, ao aumentar os niveis de pirofosfatos inibidores
de mineralizagdo, e ao induzir o aumento de RANKL dependente de PTH (GIL; PLAZA-
DIAZ; MESA, 2018). Os fatores TGF-B ¢ BMP induzem a expressdao de um grupo de
proteinas denominadas Wnt (juncao das palavras Wingless, um gene de drosofila, e INT, um
gene comum a vertebrados), importantes reguladoras da osteoblastogénese e
osteoclastogénese, envolvidas principalmente nos processos de proliferagcdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia das células 6sseas. A via de sinalizagdo de Wnt pode ser ativada de forma
autocrina ou paracrina, € nos osteoblastos, ela ¢ inibida por osteocitos, quando estes liberam
esclerostina (SOST), em resposta ao aprisionamento na matriz 6ssea neoformada
(BULLOCK; ROBLING, 2017; GLASS; KARSENTY, 2007).

Os osteocitos encontram-se dispersos pela matriz 6ssea e constituem mais de 90%
das células 6sseas de um adulto. Eles sdo células em fase final de diferenciacdo, tendo
atividade de formagdo Ossea muito mais baixa que a dos osteoblastos. Ainda assim,
contribuem com a manutencao da estrutura 6ssea, respondendo ao estresse mecanico sobre o
0sso, decorrente principalmente de exercicios fisicos, e interagindo com as demais células

osseas. Além de SOST, os ostedcitos sintetizam RANKL e fatores de crescimento como, as
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BMPs, a proteina de matriz de dentina 1 (DMP1) e o fator de crescimento fibroblastico 23
(FGF 23), este ultimo, considerado um hormoénio endocrino, que controla o metabolismo do
fosfato (DATTA et al., 2008; ERIKSEN, 2010).

No processo de neoformagao Ossea, os osteoblastos expressam e liberam uma
série de proteinas estruturais e reguladoras que constituem o tecido osteoide. O colageno tipo
I ¢ a principal proteina estrutural da matriz Ossea. As proteinas reguladoras, como a
osteopontina, a osteocalcina e a osteonectina, sdo importantes no processo de mineralizagdao
do tecido osteoide, promovendo a captagdao do célcio e do fosfato do sangue. Os osteoblastos
expressam ainda a isoforma 6ssea da fosfatase alcalina (FAO) (ERIKSEN, 2010). A FAO ¢
uma metaloenzima presente na membrana plasmatica dos osteoblastos ativos, e € essencial
para mineralizacdo e formagdo da matriz 6ssea (FERNANDEZ; KIDNEY, 2007, VAN
HOOQF; DE BROE, 1994). Suas principais fungdes sao: destrui¢ao hidrolitica dos pirofosfatos
inorganicos € do ATP, inibidores da mineralizacao; hidrolise de ésteres de fosfato organico, o
que aumenta a concentracao local de ions fosfato, facilitando a precipitagao de fosfato de
calcio; transporte ativo de calcio e de fosfato, através de sua atividade ATPase; e
direcionamento das vesiculas osteoblasticas de mineralizagdo ao longo das fibras de colageno.
Em resumo, a FAO adequa e prepara os locais de reabsor¢ao para receber o tecido osteoide, e
direciona a formacao dos cristais de hidroxiapatita (VAN HOOF; DE BROE, 1994).

Sabe-se que diversas células do sistema imunolodgico e citocinas pro-inflamatorias
participam do processo de reabsorc¢do 6ssea (INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015; PACIFICI,
2010; SCHETT, 2011; WALSH; CHOI, 2014). Foi demonstrado que algumas citocinas, tais
como interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-17 e fator de necrose tumoral (TNF)-a (INIGUEZ-
ARIZA; CLARKE, 2015; SCHETT, 2011; WALSH; CHOI, 2014), ¢ mediadores lipidicos
como a prostaglandina E, (PGE,) (WALSH; CHOI, 2014; YUCEL-LINDBERG; BAGE,
2013) aumentam a expressdo de RANKL e reduzem a expressdao de OPG, resultando,
portanto, em aumento da reabsor¢ao Ossea osteoclastica. Além disso, TNF-a e IL-1B estdo
especialmente envolvidas na diferenciacao e ativagdo de osteoclastos, ao estimularem a fusao
de pré-osteoclastos e a aumentarem a resposta da sinalizagdo RANK/RANKL (PAGLIARI et
al., 2015).

Embora as citocinas pré-inflamatorias IL-1B, IL-6 e IL-17 possuam um papel
importante na ativacdo do eixo RANK/RANKL, o TNF-a exerce um papel unico, que o torna
um fator osteoclastogénico extremamente potente. Ele ativa de forma sinérgica com RANKL
a transdug¢do de sinal através do fator associado ao receptor de TNF 6 (TRAF6),

intensificando a osteoclastogénese e consequentemente a reabsor¢ao 6ssea (WEITZMANN,
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2017). E mais, alguns estudos relatam que o TNF-a pode agir independente de RANKL. Na
auséncia de TRAF6, requerido para sinalizagdo RANK/RANKL, o TNF-a ativaria outros
TRAF, como o TRAF2, para induzir NF-kB e a osteoclastogénese (KOBAYASHI et al.,
2000; YAO et al., 2017). Além disso, TNF-a ¢ um potente indutor da expressao de RANKL
em MSC, pré-osteoblastos e osteoblastos, sendo considerado uma das citocinas inflamatorias
mais importantes no processo de reabsor¢do dssea em diversas doengas osseoinflamatorias, a
exemplo, da artrite reumatoide e da periodontite. Outra fungdo do TNF-a no tecido d6sseo € o
recrutamento de progenitores de osteoclastos e de células mesenquimais. Ele aumenta a
expressao de moléculas de adesdo intercelular (ICAM) e de moléculas de adesdo vascular
(VCAM), otimizando a capacidade de migragao dessas células (KARNES; DAFFNER;
WATKINS, 2015). O TNF-a ¢ a primeira citocina a ser liberada nos processos inflamatérios e
suas principais fontes sdo macrofagos e cé€lulas dendriticas ativadas, mastdcitos, linfocitos T
auxiliares (helper) ativados, fibroblastos e células mesenquimais (CUNHA et al, 2005;
KARNES; DAFFNER; WATKINS, 2015; PAGLIARI et al., 2015; WALSH; CHOI, 2014).

Juntamente com o TNF-a, a IL-1B exerce papel importante na ativacdo de
osteoclastos, ativando a via de NF-kB e consequentemente intensificando a sinalizagdo
intracelular desencadeada pela interacdio RANK/RANKL (WALSH; CHOI, 2014;
WEITZMANN, 2017). IL-1P faz parte de uma familia da qual pertencem também IL-1a, IL-
1Ra, IL-18 e IL-33, estes 3 ultimos, antiosteoclastogénicos (SCHETT, 2011). A IL-1p ativa a
via “downstream” TRAF6, através da interacdo do “dominio da morte” (DD) do receptor de
IL-1 (IL-1R) com a proteina adaptadora de diferenciagao mieloide 88 (MyD88) e ativagao da
quinase associada a IL-1R 1(IRAK1), culminando na translocacdo de NF-kB para o nucleo
(WANG et al., 2017). Em células mesenquimais da medula 6ssea, parece que a IL-1p ¢
requerida para expressao de RANKL mediada por TNF-a (SCHETT, 2011), pois observou-se
que em camundongos ‘“knockout” para IL-1 ocorre menor reabsorcdo ossea (WEI et al.,
2005).

De maneira geral as citocinas pro-inflamatorias induzem a reabsor¢do dssea, mas
observou-se que a IL-6 possui também efeito antiosteoclastogénico, contrario aos seus efeitos
inflamatoérios e estimuladores da expressdao de RANKL pelos osteoblastos (DUPLOMB et al.,
2008; YOSHITAKE et al., 2008). Em estado fisioldgico, o receptor de IL-6 na membrana do
osteoclasto exibe atividade constitutiva, via subunidade glicoproteina 130 (gp130), que ativa o
transdutor de sinal e ativador de transcricdao 3 (STAT3), o qual interage com NF-«xB, induzido
pela sinalizagdo RANK/RANKL, para manter a diferenciacdo osteoclastica. Em oposigao a

esse efeito, 0 aumento na concentracao de IL-6 no microambiente 6sseo permite a interagao
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direta da citocina com seu receptor na membrana dos progenitores de osteoclastos
(DUPLOMB et al., 2008). Isso ativa outras vias de gp130, as quais suprimem as vias de
sinalizagdo de RANK, especificamente a degradagao de IkB (inibidor de NF-«kB) e a ativacao
de JNK e, consequentemente, inibem a diferenciagdo osteoclastica, exercendo assim um papel
regulatério na remodelagem oOssea (YOSHITAKE et al.,, 2008). Esse fato denota a
participagdo de vias de sinalizagcdo diversas no processo de reabsor¢do dssea, € por vezes até
contraditorias.

Uma outra citocina que esta claramente implicada com processos patoldgicos de
reabsorcao ossea ¢ a [L-17A ou simplesmente IL-17, membro de uma familia contendo outras
5 isoformas (IL-17B a F) (ISAILOVIC et al., 2015; MATSUZAKI; UMEMURA, 2017). IL-
17A ¢ produzida especialmente por linfocitos T CD4+ (helper) diferenciados em células Th17
(KORN et al., 2009). A IL-17 esta presente em processos inflamatorios diversos, inclusive no
0sso, onde promove amplificagdo da produgdo de outras citocinas como IL-1p e IL-6 pelas
c¢lulas mesenquimais e osteoblastos, e estd relacionada ao aumento da expressao de RANKL.
A IL-17 ja foi apontada como uma citocina chave na patogénese de doengas como artrite
reumatoide e periodontite (ZENOBIA; HAJISHENGALLIS, 2015).

As figuras 2 e 3 ilustram as diversas vias de sinalizagdo intracelular ativadas em
osteoclastos e osteoblastos durante o processo de remodelacdo Ossea. Sdo representados os

principais receptores envolvidos e seus respectivos ligantes extracelulares.
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Figura 2 — Vias de sinalizagdo intracelular em pré-osteoclastos e osteoclastos
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Representacdo ilustrativa das vias de sinalizag¢do intracelular ativadas em pré-osteoclastos e osteoclastos durante
a remodelacdo 6ssea. Essas vias de sinalizagdo ativam fatores de transcricdo chave para osteoclastogénese, que
incluem o fator nuclear kappa B (NF-xB) e o fator nuclear de células T ativadas 1 (NFATcl). p52 e p65,
subunidades ativas de NF-«B relacionadas a diferenciagdo; TRAF, fator associado ao receptor de TNF; TAK,
quinase associada a TRAFs; MyD88, proteina adaptadora de diferenciacdo mieloide 88; IRAK, quinase
associada a receptor de IL-1; IkB, inibidor de NF-xB; IxK, quinase de IxB; JNK, quinase c-Jun N-terminal;
PLCy, fosfolipase C gama; c-Fos/AP1, complexo ativador AP-1; Caﬁ/Cn, calcio-calcineurina; c-Src, proto-
oncogene tirosinoquinase Src (proteina de dominio SH2); PI3K, fostatidilinositol-3-quinase; Akt,
proteinoquinase B; BAD/Bcl-2, promotor da morte associado a Blc-2 (complexo pro-apoptose); gpl30,
glicoproteina 130 (IL-6Rp); S727, residuo 727 de serina; JAK, quinase de Janus; STAT, transdutor de sinal e
ativador de transcricdo. Seta continua indica interacdo e cascata da sinalizagdo, seta tracejada indica acdo
(indicada nos quadros), seta ponto-tracejada indica translocagdo para dentro do nucleo, barra em ‘T’ indica
inibi¢do. [Elaborado pelo autor. Baseado em INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015 e vérios outros autores].



Figura 3 — Vias de sinalizagdo intracelular em células tronco mesenquimais da medula 6ssea
(MSC) e osteoblastos
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Representacdo ilustrativa das vias de sinalizagdo intracelular ativadas em células tronco mesenquimais da

medula 6ssea (MSC), pré-osteoblastos e osteoblastos durante a remodelacdo 6ssea. Tais vias de sinalizagdo
ativam vérios fatores de transcri¢do, em diferentes estagios, essenciais para osteoblastogénese, dentre eles, fator
relacionado a RUNT 2 (Runx2), osterix (OSX), fator nuclear de células T ativadas 1 (NFATcl), proteina de
ligacdo a elementos de resposta ao monofosfato de adenosina ciclico (CREB) e fatores de transcrigdo da via
candnica de Wnt (TCF/Lef, fator de células T/fator potenciador linfoide). Wnt, proteinas relacionadas aos genes
Wingless e INT; LRP/Fzd, complexo receptor de proteinas Wnt [receptor Frizzled + proteina relacionada ao
receptor de LDL (lipoproteina de baixa densidade)]; Dvl, proteina Dishevelled; Axin/GSK3, complexo de
destruigdo axin/quinase glicogénio sintase 3; CaSR, receptor sensor de calcio; ERK, quinase regulada por sinal
extracelular; PKA, proteinoquinase A; PKC, proteinoquinase C; VDR, receptor nuclear de vitamina D; YxxQ,
motivo xxQ de residuos de tirosina; Smad, proteinas substrato do receptor de TGF; R-Smads, Smads reguladas
por receptor. Seta continua indica interagdo e cascata da sinalizagdo, seta tracejada indica acdo (indicada nos
quadros), seta ponto-tracejada indica translocagdo para dentro do nucleo (e expressido de Wnt), barra em ‘T’
indica inibigdo. [Elaborado pelo autor. Baseado em INIGUEZ-ARIZA; CLARKE, 2015 e varios outros autores]



25

2.2 Periodontite Cronica

A periodontite ¢ uma doenca cronica caracterizada por uma resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro a disbiose na cavidade oral e acimulo de patdégenos nos
tecidos de sustentacao e protecdo dos dentes, coletivamente conhecidos como periodonto. Em
decorréncia dessa resposta inflamatoria, ocorre a destruicao do osso alveolar, a reabsor¢ao do
cemento radicular e a degradacao do ligamento periodontal, acarretando a perda da inser¢cao
dentoalveolar e, por fim, a perda dentaria (DENTINO et al, 2013; HAJISHENGALLIS,
2015; WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017).

Pode haver um viés na estatistica de incidéncia e prevaléncia das doencas
periodontais, devido a casos erronecamente classificados € o nimero de dentes e sitios
examinados, mas estima-se que a periodontite afete cerca de 20% a 50% da populagao
mundial (NAZIR, 2017), com uma prevaléncia em torno de 11% para forma severa da doenga
(RICHARDS, 2014). A medidas da perda de insercdo periodontal e da profundidade da
sondagem em seis sitios de todos os dentes (exceto terceiros molares) t€ém sido o padrdo para
estimar a doenca periodontal, na américa e em muitos outros paises (KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; NAZIR, 2017). Atualmente, a periodontite ¢
considerada a causa principal das perdas dentarias em adultos ¢ uma das duas maiores
ameacas a saude bucal (NAZIR, 2017), repercutindo também na fonacao, na mastigacao e na
autoestima do individuo (SANZ et al., 2018); além de afetar a satide sistémica, ao aumentar o
risco para doengas cardiovasculares, artrite reumatoide, e eventos adversos na gravidez
(HAJISHENGALLIS, 2015; NAZIR, 2017; WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN,
2017).

A cavidade bucal possui uma microbiota que compreende entre 700 e 800
espécies, a maioria vivendo em uma relacao simbiotica equilibrada, formando a comunidade
microbiana oral (CHEN et al, 2017; NAZIR, 2017). A disbiose caracteriza-se pelo
desequilibrio nesse ecossistema, acarretando mudancas no padrdo ecologico, com predominio
dos  micro-organismos  patogenos, e interacdes microbio/hospedeiro  alteradas
(HAJISHENGALLIS, 2015; OLSEN; LAMBRIS; HAJISHENGALLIS, 2017). E conhecido
o envolvimento de patogenos especificos no inicio e progressdao das periodontites, os quais
estdo presentes na placa dental na forma de um biofilme bacteriano (camada fina de
glicoproteinas colonizada por bactérias) (DENTINO et al., 2013). As bactérias anaerobias
Gram negativas Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola tém

sido consideradas, tradicionalmente, os causadores da periodontite cronica (DENTINO et al.,
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2013; HAJISHENGALLIS, 2015). Entretanto, estudos proporam um modelo polimicrobiano
para a doenga com uma microbiota mais diversa, onde, ndo patdégenos individuais, mas
diversas espécies perturbariam o equilibrio ecoldgico no biofilme associado a homeostase
periodontal (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012). Mas a etiologia da periodontite pode ser
bem mais complexa, e além da disbiose outros fatores podem estar envolvidos, como fatores
genéticos, estado da satde sistémica e fatores ambientais e comportamentais. Estes ndo sdo
propriamente o agente iniciador da doenca, mas sdo fatores de risco, que junto ao fator
microbiano podem precipitar a doenca. A fumaga do cigarro, a diabetes e a predisposi¢ao
genética sao os fatores de risco mais importantes (HAJISHENGALLIS, 2015; KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017).

O processo fisiopatologico da periodontite inicia-se com o actimulo da placa
dental (biofilme microbiano e restos celulares e de alimentos) na superficie dos dentes,
especialmente no sulco gengival (regido entre a superficie do colo ou raiz do dente ¢ a
gengiva marginal). A placa dental pode apresentar-se calcificada (calculo) ou nao calcificada.
Na forma de calculo, representa um fator retentivo adicional para o acimulo de mais placa e
bactérias (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Em resposta ao acumulo da
placa, inicia-se um processo inflamatério na gengiva adjacente (gengivite), com o intuito de
combater a invasdao dos micro-organismos patdgenos no tecido periodontal. Se a placa ndo for
removida, a inflamacdo progride e atinge as por¢des mais profundas do periodonto, causando
a perda de inser¢dao periodontal e a formacao de uma bolsa, caracterizando-se agora como
uma periodontite (DENTINO et al., 2013; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017).

Existe um consenso de que o biofilme bacteriano, contendo patdégenos especificos,
¢ necessario para iniciar a periodontite. Entretanto, sabe-se que a atuacao de enzimas liticas
liberadas por bactérias contidas nesse biofilme, apesar de provocar dano tecidual direto, €
insuficiente para causar, por si sO, a destruicdo tecidual observada na periodontite (DEO;
BHONGADE, 2010; HAJISHENGALLIS, 2015; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). Deste
modo, a exacerbagdo da resposta inflamatoria no hospedeiro, embora inicialmente instalada
com o objetivo de eliminar os patdogenos periodontais, tem sido considerada na literatura
como a principal causa associada aos mecanismos destrutivos observados na periodontite
(COCHRAN, 2008; DEO; BHONGADE, 2010). Tal resposta envolve a ativagao de
numerosas c¢lulas infamatorias e diversos mediadores quimicos (OROZCO et al., 2006;

YUCEL-LINDBERG et al., 2013), que contribuem conjuntamente para a degradacao do
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tecido e a reabsor¢ao Ossea por ativagcdo de vias distintas degradativas do hospedeiro (DEO;

BHONGADE, 2010; YUCEL-LINDBERG et al., 2013) (FIGURA 4).

Figura 4 — Patogénese da periodontite cronica
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Representacdo ilustrativa do envolvimento de células (representadas individualmente acima) e mediadores
inflamatorios na patogénese da periodontite cronica. Bactérias e produtos bacterianos (lipopolissacarideos —
LPS) ativam células apresentadoras de antigeno, como células dendriticas (DC) e macréfagos, as quais
sensibilizam linfécitos T naive e liberam citocinas inflamatorias, aumentando a osteoclastogénese no periodonto.
O influxo de neutr6filos e mondcitos culmina na liberagdo de enzimas liticas e espécies reativas de oxigé€nio
(ROS), responsaveis pela degradag@o dos tecidos periodontais. OPG, osteoprotegerina; RANK, receptor ativador
do fator nuclear kB; RANKL, ligante do RANK; Th17, linfocitos T helper subtipo 17; IL, interleucinas; TNF-a,
fator de necrose tumoral alfa; Hist, histamina; PGE,, prostaglandina E,; NAP-2, proteina ativadora de neutréfilos
2; MPO, mieloperoxidase; HOCI, acido hipocloroso; NO, 6xido nitrico; MMP, metaloproteinase de matriz. Seta
continua indica liberagdo/interacdo de mediadores, seta tracejada indica diferenciagdo, seta ponto-tracejada
indica transmigra¢do. [Elaborado pelo autor. Baseado em HAJISHENGALLIS, 2015].

E sabido que o neutréfilo, um leucocito granuldcito polimorfonuclear, tem um
papel importante na patogénese da periodontite (CORTES-VIEYRA; ROSALES; URIBE-
QUEROL, 2016; NUSSBAUM; SHAPIRA, 2011). Os neutréfilos sdo os leucocitos mais
abundantes no sangue e constituem-se na primeira linha de defesa do organismo contra micro-

J4

organismos intrusos. Sua principal fung¢do ¢ a fagocitose de microbios, em especial de
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bactérias (BORREGAARD, 2010; KLEBANOFF, 2005). Eles possuem trés categorias de
granulos citoplasmaticos: os granulos azuro6filos (ou primdrios), os granulos especificos
(secundarios) e os tercidarios (BORREGAARD, 2010). Os granulos azuréfilos sdo os
principais responsaveis pela morte dos microbios, durante o processo de fagocitose, ao
liberarem seu conteudo na fusao com os fagossomos. Esses granulos contém varias enzimas
microbicidas e proteoliticas, como lisozima, proteina catiOnica, catepsina, colagenase,
elastase, bem como mieloperoxidase (MPO), uma metaloenzima responsavel pela geracao de
varias ROS e de radicais clorados (BORREGAARD, 2010; KLEBANOFF, 2005; WANG;
ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017). Hoje ¢ reconhecido que o extravasamento do
conteudo dos granulos dos neutréfilos para o meio extracelular ¢ um dos principais
responsaveis pela degradagdo dos tecidos periodontais (CORTES-VIEYRA; ROSALES;
URIBE-QUEROL, 2016; YUCEL-LINDBERG et al., 2013).

Os neutrofilos, por serem os primeiros leucocitos sanguineos a chegarem nos
locais de infecg¢do, caracterizam a resposta imunoinflamatéria aguda (BORREGAARD, 2010;
CORTES-VIEYRA; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2016). O processo inflamatorio na
periodontite (FIGURA 4) instala-se quando os produtos bacterianos advindos da placa dental,
tais como lipopolissacarideos (LPS) e peptidoglicanos, sdo reconhecidos pelos receptores
semelhantes a Toll (Toll-like receptor — TLR), presentes na membrana plasmatica de células
residentes, dentre elas, as células dendriticas (DC), os mastocitos e os macrofagos teciduais
(histiocitos). A ativacao da via de sinalizagao do TLR nessas células desencadeia a expressao,
sintese e liberagdo de varios mediadores quimicos, dentre os principais, TNF-a, histamina, IL-
1B, IL-6, PGE,, fator estimulador de colonia de granulocitos-macréfagos (GM-CSF),
quimiocinas € componentes especificos do sistema complemento. Principalmente histamina e
TNF-a pré-formado de mastocitos promovem o aumento da permeabilidade vascular e a
expressdo de moléculas de adesao (ICAMs e selectinas) pelo endotélio, permitindo a
migragdo dos neutrofilos para o meio extravascular (CORTES-VIEYRA; ROSALES;
URIBE-QUEROL, 2016; YUCEL-LINDBERG et al., 2013). As quimiocinas IL-8 e proteina
ativadora de neutrofilos 2 (NAP-2), liberadas por histiocitos e DC, bem como o N-formil-
metionil-leucil-fenilalanina (f-MLP), um peptideo quimiotatico bacteriano, sdo os principais
mediadores quimicos recrutadores de neutrofilos aos locais de inflamagdo (CORTES-
VIEYRA; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2016; RYDER, 2010; YUCEL-LINDBERG et al.,
2013).

Ao chegarem no local infectado, os neutrofilos comecam a realizar a fagocitose

dos micro-organismos. Concomitantemente, o contato com 0s patdogenos € suas toxinas
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desencadeia a chamada “explosdo respiratdria” (ou explosdo oxidativa) nas vesiculas
fagossdmicas, que ¢ a producao de radicais superoxido (O;") e outras ROS, como o peroxido
de hidrogénio (H,0O,), ambos com ag¢do microbicida. Em seguida, ocorre a fusdo dos
fagossomos, cheios de microbios, com os granulos azurofilos contendo MPO; e entdo ocorre a
ativacdo do sistema antimicrobiano MPO/H,0,/cloreto. A MPO, na presenca de ions cloreto
(CI'), converte o H,O, em outras ROS, tais como o radical hidroxila (OH") e o oxigénio
singlete ('05), e no 4cido hipocloroso (HOCI), este Gltimo com ag¢io microbicida ainda mais
potente ¢ com potencial altamente lesivo aos tecidos. (KLEBANOFF, 2005; WANG;
ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017). Estudos recentes demonstraram que as agdes da
MPO na inflamagdo vao além. Essa enzima também age de forma autocrina sobre o
neutrdfilo, ativando a via de sinalizagdo de integrina-f3,, que promove o aumento do célcio
intracelular e, consequentemente, induz a degranulagdo, liberando quantidades extras de MPO
e enzimas liticas no meio extracelular (GRIGORIEVA et al., 2016).

Apo6s algum tempo, ocorre uma mudanga no padrao do infiltrado inflamatério no
periodonto, passando a predominar as células mononucleares, linfocitos e
mondcitos/macrogafos. As DC, previamente ativadas pela sinalizagdo de TLR, migram para
orgdos linfoides (linfonodos) e apresentam os antigenos microbianos fagocitados aos
linfécitos T helper naive (Th0), através da interagdo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) com os receptores de células T (TCR). A partir dai, os linfocitos
ThO se diferenciam em outras linhagens, principalmente em Thl e Th17, e migram pela
corrente sanguinea para o local inflamado (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017; YUCEL-LINDBERG et al., 2013). La os linfocitos Thl liberam TNF-a, interferona
gama (IFN-y) e os fatores de ativagao de macrofagos (MAF) e quimiotatico de macrofagos
(MCF), que recrutam mondcitos e ativam macrofagos. Os macrofagos ativados fagocitam os
microbios, mas também liberam H,O, e o6xido nitrico (NO), que sdao microbicidas, e
metaloproteinases de matriz (MMP), um tipo de colagenase que contribui para destrui¢ao do
periodonto (ZHANG et al., 2016). Os linfocitos Th17 sdo grandes produtores de citocinas
pro-inflamatorias, em especial, TNF-a, IL-6 e IL-17, além de expressarem RANKL,
favorecendo a osteoclastogénese (YUCEL-LINDBERG et al, 2013; ZENOBIA;
HAJISHENGALLIS, 2015). A partir desse ponto, a degradacdo do periodonto, que se
limitava apenas aos tecidos moles, atinge o osso alveolar, ¢ a lesdo torna-se irreversivel
(YUCEL-LINDBERG et al., 2013).

Da mesma forma que acontece nos demais ossos do esqueleto, a regulagao da

remodelagdo dssea alveolar na periodontite envolve o eixo RANK/RANKL/OPG
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(COCHRAN, 2008; LIU, H. et al., 2017; ROMER et al., 2012; YUCEL-LINDBERG et al.,
2013). Tem sido descrito que os niveis de RANKL estdo aumentados em pacientes com
doenca periodontal, enquanto os niveis de OPG encontram-se reduzidos, favorecendo,
portanto, a reabsor¢do Ossea osteoclastica observada nessa doenca. Grande parte desse
desequilibrio na razao RANKL/OPG na periodontite ¢ causada pelo aumento da liberagdo de
citocinas inflamatorias, que aumentam a expressao de RANKL pelos osteoblastos, e pela
propria producao aumentada de RANKL a partir de linfocitos T e B ativados (KAWAI et al.,
2006; LIU, H. et al., 2017, WARA-ASWAPATI et al., 2007) e neutrofilos ativados por TLR
(CORTES-VIEYRA; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2016).

Algumas condi¢des sistémicas especificas podem estar relacionadas com a
periodontite, entre elas, diabetes mellitus (ANDERSEN et al., 2007; STANKO; HOLLA,
2014), artrite reumatoide (ARAUJO; MELO; LIMA, 2015; MIRRIELEES et al., 2010;
POTEMPA; MYDEL; KOZIEL, 2017) e, em menor grau, osteoporose poOs-menopausica
(ASPALLI et al., 2014; STRAKA et al., 2015).

Diabetes mellitus ou diabetes ¢ um disturbio metabdlico caracterizado pela
hiperglicemia (aumento dos niveis de glicose no sangue), ¢ ¢ considerado um dos trés mais
importantes fatores de risco para periodontite (NAZIR, 2017; STANKO; HOLLA, 2014).
Inumeros trabalhos e revisdes tém evidenciado a relagdo da diabetes com a periodontite,
inclusive sua relagdo bidirecional (ANDERSEN et al., 2007; STANKO; HOLLA, 2014). A
hiperglicemia esta relacionada com o aumento da formacao de produtos finais de glicagao
avan¢ada (AGE), resultando, principalmente, em aumento do estresse oxidativo e diminui¢do
da capacidade antioxidante. Esse status oxidativo provoca danos a vdrios tecidos,
especialmente nos altamente vascularizados, como a retina, o glomérulo e o periodonto
(ANDERSEN et al., 2007; STANKO; HOLLA, 2014; TOKER et al., 2012; WANG;
ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017). O acimulo de AGE nos tecidos também aumenta a
producao de MMP e outras colagenases, aumentando, portanto, a degradagao tecidual. Ocorre
também mudangas no comportamento das células do sistema imune, em especial dos
neutréfilos, que reduzem sua capacidade de adesdo, quimiotaxia e fagocitose, resultando em
reducdo das defesas contra os patogenos periodontais. Outras mudancas celulares também sao
observadas, como diminuicao da proliferacao e diferenciacdo de osteoblastos, e 0 aumento da
apoptose em varios tipos de células. Por fim, a diabetes ¢ frequentemente relacionada ao
aumento das citocinas pro-inflamatorias no periodonto, particularmente do TNF-a, da IL-1B e

da IL-6 (ANDERSEN et al., 2007, STANKO; HOLLA, 2014).
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Atualmente, esta cada vez mais evidente a relagdo entre periodontite e artrite
reumatoide, uma doenga imunoinflamatéria das articulagdes, embora ainda ndao haja um
consenso (ARAUJO; MELO; LIMA, 2015). Novos conhecimentos acerca dos autoantigenos
comuns na artrite reumatoide t€ém ajudado a revelar a estreita relacdo que patdgenos da
periodontite podem manter com a patogenia da artrite. A Porphyromonas gingivalis, uma das
principais bactérias causadoras da periodontite, estd relacionada a produgdo de proteinas
citrulinadas. Essas proteinas apresentam neoepitopos que desencadeiam a producdao de
autoanticorpos contra proteinas especificas do hospedeiro. Esses autoanticorpos se espalham
pelos fluidos do organismo, incluindo a sindvia, e interagem com linfocitos T, especialmente
os Th17, que promovem a liberacdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-17, que por
sua vez induzem osteoclastogénese e o consequente dano 6sseo (HAJISHENGALLIS, 2015;
SAKKAS et al., 2017).

Sabe-se que a periodontite ¢ a maior causa de perdas dentarias em adultos e sua
prevaléncia aumenta com a idade (DENTINO et al., 2013; NAZIR, 2017). Esse fato coincide
com a diminui¢cdo da densidade mineral 6ssea (DMO) observada nos idosos, devido a queda
nos niveis hormonais, decorrentes da menopausa e andropausa. Estudos recentes tém
correlacionado a periodontite com a osteoporose pos-menopausica (ASPALLI et al., 2014;
CHOI et al., 2017; STRAKA et al., 2015) e demonstraram que a osteoporose esta relacionada
com a diminuicdo da DMO dos maxilares e a perda de inser¢do clinica na periodontite
cronica, mas ndo com outros fatores clinicos, como o sangramento e a placa bacteriana
(ASPALLI et al., 2014; STRAKA et al., 2015). Nenhum estudo ¢ conclusivo ou categorico
em afirmar que a osteoporose tem relagdo direta com a piora da periodontite, mas ¢
reconhecido que pessoas com a doenga tém maior perda de massa 6ssea dos maxilares e maior
perda de dentes do que pessoas saudaveis. Além disso, tem-se observado a osteoporose
associada a quadros mais severos de periodontite (CHOI et al., 2017; STRAKA et al., 2015).

Embora o tratamento da gengivite e da periodontite seja, habitualmente, o
debridamento e remogdo da placa dental, abordagens farmacologicas as vezes sao utilizadas
como adjuvantes no tratamento de periodontites mais graves ou refratdrias ao tratamento
convencional, com o intuito de conter a infec¢do e controlar a inflamacao (DENTINO et al.,
2013; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Antibioticos sistémicos,
especialmente os do grupo das tetraciclinas, t€m sido utilizados ha tempos (DENTINO et al.,
2013; STANKO; HOLLA, 2014), e mais recentemente, a associacdo de amoxicilina e
metronidazol vem sendo a mais indicada. (DENTINO et al., 2013; KINANE,;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). A clorexidina ¢ um antimicrobiano aplicado



32

localmente, dentro da bolsa periodontal, na forma de solucdo ou de gel (KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). A modulagdo da resposta do hospedeiro ¢
utilizada como meio de amenizar os danos teciduais, € vem sendo muito estudada nos ultimos
anos. Anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE) e doxiciclina em doses submicrobicidas
visam reduzir os mediadores prostanoides e as MMPs, respectivamente, € sdo aprovados para
uso (DENTINO et al., 2013; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Outros
farmacos, que originalmente sao utilizados para tratar outras doengas, apresentaram potencial
modulador de citocinas, em pesquisas com modelo de periodontite (LIMA et al., 2000, 2004).
E finalmente, abordagens adicionais com foco no metabolismo 6sseo também vém sendo
estudadas (DENTINO et al., 2013), que ¢ o caso dos antirreabsortivos 6sseos utilizados no
tratamento da osteoporose.

Ainda que o conhecimento acerca dos processos inerentes a prevencao, ao
diagnostico e ao tratamento das periodontites tenha avangado desde as trés tltimas décadas,
alguns individuos ainda parecem ser refratarios as diferentes abordagens profilaticas ou
terapéuticas da doenca. Considerando as restrigdes €ticas dos ensaios com humanos, diversos
modelos animais sdo uteis ao estudo da reabsor¢ao ossea alveolar. O modelo de reabsorcao
ossea alveolar induzida por ligadura ¢ bastante interessante, pois € capaz de mimetizar
diversas caracteristicas da doenga em humanos (LIMA et al., 2004). Além disso, a relativa
facilidade e a alta taxa de reprodutibilidade da inducao da reabsorcao 6ssea alveolar, além do
curto prazo de tempo de observagdo, t€ém tornado esse modelo e suas variagdes bastante
utilizados ndo somente pelo nosso grupo, o qual foi pioneiro desses estudos no Brasil
(ALENCAR et al., 2002; BEZERRA et al., 2000; LEITAO et al., 2004, 2005; LIMA et al.,
2000, 2004), além de outros pesquisadores nacionais (ALMEIDA et al., 2015; MOLON et al.,
2012) e internacionais (BULTINK et al., 2012; LU et al., 2016; PONTES ANDERSEN et al.,
2007; XIE; KUIJPERS-JAGTMAN; MALTHA, 2011). Em ambas as situagdes, em humanos
€ em animais, ocorre a participagdao de células e mediadores inflamatorios nos tecidos, com
aumento da expressao génica de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-1B e IL-6
(MOLON et al., 2012), e alteragao da regulacao de proteinas envolvidas na osteoclastogénese,

como RANKL e OPG (BENATTI et al., 2012; MOLON et al., 2012).
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2.3 Ranelato de estroncio

O ranelato de estroncio (SrR) ¢ um farmaco utilizado no tratamento da
osteoporose em mulheres pos-menopausicas ¢ homens adultos (EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2015). Ele se consiste em um sal organico contendo 2 fons estroncio (Sr™?) ligados
a uma molécula carreadora organica, o acido ranélico (FIGURA 5), conferindo-lhe
caracteristicas farmacocinéticas e fisicoquimicas vantajosas, alta relacdo entre estroncio e sua

molécula carreadora, além de boa tolerabilidade e seguranca (LEBLANC, 2006).

Figura 5 — Estrutura molecular do
ranelato de estroncio (SrR)
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O SrR ¢ um sal organico contendo dois ions
estroncio  (Sr'?) ligados ao 4cido ranélico.
[Retirado de DEEKS; DHILLON, 2010].

O perfil farmacocinético do SrR tem sido avaliado tanto em mulheres pods-
menopausicas como em homens, ambos sadios ou em tratamento a longo prazo da
osteoporose (CABRERA et al, 1999; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2015;
KAUEMAN et al., 2013). Apos administracio oral do SrR, fons estréncio (Sr*") sdo liberados
do carreador organico (acido ranélico) no intestino e sdo absorvidos pela mucosa
gastrointestinal por mecanismos similares aqueles do calcio (através de canais i0nicos,
bombas calcio-ATPase e transporte passivo paracelular) (CABRERA et al., 1999). Devido a
elevada polaridade do acido ranélico, a absorcao, distribui¢do e ligacdo a proteinas do mesmo
sdo baixas. O acido ranélico absorvido ndo ¢ metabolizado e ¢ rapidamente eliminado por via
renal. O pico plasmatico de estroncio (Sr) € atingido em 3 horas e sua concentracao no sangue
atinge estabilidade com 2 semanas de tratamento. A biodisponibilidade de Sr apds

administracdo oral de SrR ¢ em torno de 25%, entretanto, essa biodisponibilidade pode ser
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reduzida em até 70% se o SrR for administrado concomitante a alimentos, principalmente
com alimentos ricos em calcio. Por isso recomenda-se a ingestdo do farmaco num periodo de
2 a 3 horas apo0s as refeigdes e como sua absor¢ao ¢ lenta, pelo menos 2 horas antes de se
alimentar novamente ou ao deitar. O Sr tem baixa taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas,
girando em torno de 25%, e o seu volume de distribuicdo ¢ de 1 L/kg. Por ser um cation
bivalente o Sr ndo ¢ metabolizado. Sua meia vida efetiva € de cerca de 60 horas (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2015). O Sr ¢ excretado predominantemente na urina € em menor
extensao pelas fezes e no suor (CABRERA et al., 1999).

Até recentemente, o tratamento cronico de mulheres e homens com SrR havia se
mostrado relativamente seguro, com efeitos colaterais minimos. Contudo, a European
Medicines Agency (EMA) emitiu, em 2013, seu primeiro parecer da avaliagdo do risco-
beneficio do SrR no tratamento da osteoporose. A recomendagdo era de restringir o uso do
StR, por ter sido observado, em estudos placebo-controlados em mulheres pés-menopausicas,
um risco aumentado de infarto do miocardio, de tromboembolismo e de acidente vascular
cerebral com o uso do farmaco, em relacdo ao placebo. Por conta disso, desde 2014, o SrR
esta indicado apenas para o tratamento de osteoporose grave, com elevado risco de fratura, em
pacientes que nao podem fazer uso de outros medicamentos (EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2015). Entretanto, inimeros estudos clinicos t¢tm demonstrado que o SrR ¢ seguro
e bem tolerado durante tratamentos a curto € a longo-prazo, € que a maioria dos pacientes que
apresentaram algum distirbio cardiovascular durante o tratamento, ja tinham algum histérico
dessas doengas (ABRAHAMSEN; GROVE; VESTERGAARD, 2014; ATTERITANO et al.,
2015; KAUFMAN et al., 2013; LIU, JM. et al., 2009; MEUNIER et al., 2004; REGINSTER
et al., 2005, 2012; YU et al., 2015). Apesar disso, o SrR continua sendo considerado uma
importante abordagem para o manejo da osteoporose, com um risco-beneficio positivo
(REGINSTER et al., 2015).

O SrR tem sido indicado para reduzir o risco de fraturas oOsseas durante a
osteoporose, principalmente em mulheres pds-menopausicas com a doenga ja estabelecida,
desde quando foi liberado para comercializa¢ao, em 2004, na Europa. Estudos mostraram que
o farmaco foi eficaz em reduzir o risco de fraturas vertebrais e nao vertebrais (principalmente
fraturas de quadril) ap6s um periodo de 3 anos de tratamento em mulheres com osteoporose
(MEUNIER et al., 2004; REGINSTER et al., 2005), com eficacia sustentada em um periodo
de 5 a 8 anos (MEUNIER et al., 2009; REGINSTER et al., 2009). O SrR também foi eficaz
no tratamento de homens osteoporoéticos, pois aumentou a densidade mineral 6ssea (DMO) e

reduziu o risco de fraturas apos 2 anos de tratamento (KAUFMAN et al., 2013).



35

O que tornou o SrR um farmaco diferenciado foi o fato de ele possuir um efeito
dual, pelo qual promove simultanecamente formagao Ossea, via osteoblastos, ¢ inibi¢ao da
reabsor¢ao Ossea osteoclastica. Ele ¢ o primeiro de uma nova classe farmacoldgica, a dos
calcimiméticos, agonistas do receptor sensor de calcio. Os mecanismos moleculares pelos
quais o SrR afeta as células 6sseas ainda ndo sdo inteiramente conhecidos. Sabe-se, no
entanto, que parte dos seus efeitos sobre as células Osseas sdo consequéncia da ligagdo do
estroncio (Sr) ao dominio extracelular do receptor sensor de célcio (CaSR) presente tanto em
osteoblastos, como em osteoclastos (FROMIGUE et al., 2009; HURTEL-LEMAIRE et al.,
2009). Devido a sua similaridade com o calcio (Ca), o Sr age como um agonista verdadeiro do
CaSR, ativando multiplas vias de sinalizacdo que regulam o comportamento das células
Osseas ¢ contribuem para o efeito Unico do SrR na remodelagdo o6ssea (MARIE;
FELSENBERG; BRANDI, 2011).

O CaSR ¢ um membro da familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR)
ou receptores “7 dominios transmembrana” (7-DT), sendo expresso em osteoblastos,
osteoclastos e osteocitos, além de células de outros 6érgaos como rins, glandulas paratireoides,
intestino, estomago e pele (ALFADDA et al., 2014; BROWN; LIAN, 2008). A estimulagdo
do CaSR pelo Ca e calcimiméticos como o Sr pode ativar inimeras vias de sinalizagdo
intracelular e vias que culminam na ativacdo ou inibigdo de genes, resultando em
sobrerregulagdo ou sub-regulagdo da expressdo de varias proteinas e de varias fungdes vitais
na cé€lula, incluindo diferenciacdo e replicagdo celulares, mudangas no citoesqueleto e até
mesmo apoptose. Inumeros trabalhos t€ém demonstrado os possiveis mecanismos moleculares
e vias de sinalizagao ativados pelo CaSR em resposta ao Sr. Por exemplo, a ativacao da
por¢do a da proteina Gg, pelo dominio intracelular do CaSR, ativa fosfolipase C (PLC), com
consequente sintese de trifosfato de inositol (IP3;) e/ou diacilglicerol (DAG), os quais
aumentam a concentragdo de calcio intracelular ou ativam a proteinoquinase C (PKC),
respectivamente, que em seguida ativam fatores de transcricdo. Interessante ¢ que o Sr pode
induzir diferentes respostas da sinalizagdo de PLC a depender do tipo celular, se osteoblasto
ou osteoclasto. Em osteoblastos, a ativacao da PLC produz IP3;, enquanto que no osteoclasto, a
PLC ativada pela interagdo do Sr com o CaSR produz principalmente DAG, com consequente
ativacdo de PKCBII (HURTEL-LEMAIRE et al., 2009). Outras vias de sinalizagdo, incluindo
a ativagdo da via da proteinoquinase ativada por mitogeno (MAPK) e quinase regulada por
sinal extracelular (ERK), da fosfolipase A2 citosélica (cPLA;) e produgdo de prostaglandina
E, (PGE,;) (CHOUDHARY et al., 2003, 2007), ativacao de fator nuclear de células T ativadas
1 (NFATc1) e da via autécrina Wnt (FROMIGUE et al., 2010) ja foram descritas.
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A ativacdo do CaSR nas células 6sseas pelo Sr desencadeia uma série de funcdes
vitais dessas cé€lulas, importantissimas no metabolismo do o0sso, como: aumento da
proliferagao e da diferenciacdo de osteoblastos; aumento da expressdo de osteoprotegerina
(OPG) por osteoblastos; diminuicdo da expressdao de ligante do receptor ativador do NF-xB
(RANKL) pelos osteoblastos; aumento da mineralizacdo da matriz de coldgeno dos 0ssos;
diminui¢do da diferenciacao osteoclastica; e aumento da indugdo de apoptose nos osteoclastos

(FROMIGUE et al., 2009; HURTEL-LEMAIRE et al., 2009; MARIE; FELSENBERG;
BRANDI, 2011) (FIGURA 6).

Figura 6 — Mecanismos de agao do estroncio no 0sso
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Representacio ilustrativa dos principais mecanismos de a¢do do estroncio (Sr ou Sr'2) sobre as células do osso e
sua interagdo com a estrutura 6ssea. O Sr age no receptor sensor de calcio (CaSR) presente na membrana de
osteoblastos (OB) e osteoclastos (OC). No OB, o Sr aumenta a expressdo de osteoprotegerina (OPG), de
proteinas Wnt (Wnt), e reduz a de ligante do RANK (RANKL). No OC, Sr aumenta apoptose. fons estroncio
(Sr'?) se incorporam ao 0sso por troca com fon célcio (Ca'?). OT, ostedcito; RANK, receptor ativador do fator
nuclear kB. Seta continua indica sintese/interagdo, seta tracejada indica diferenciagdo, seta ponto-tracejada indica

troca de substincias entre osso e intersticio, barra em ‘T’ indica inibi¢do. [Elaborado pelo autor. Baseado em
MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011].

As principais vias de sinaliza¢do ativadas pela interagdo do Sr com o CaSR de
osteoblastos sdo as de PLC ¢ MAPK (FIGURA 7). A ativagdo de PLC em osteoblastos

aumenta a sintese de IP3;, com consequente aumento do calcio intracelular (Ca;); o Ca; ativa a
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fosfatase calcineurina (Cn), que desfosforila NFATcl1, o qual se transloca para o nucleo e
regula a expressao génica. Como consequéncia principal tem-se a expressao de proteinas Wnt,
entre elas, Wnt3a e WntSa, que ativam as vias candnica e ndo-candnica de Wnt no
osteoblasto, respectivamente. Wnt3a estd relacionada com o aumento da replicacdo e
diferenciagdo de osteoblastos, enquanto Wnt5a parece estar envolvida na ativacdo do
osteoblasto para iniciar o processo de deposicdo e mineralizacdo da matriz O0ssea, com
aumento da expressdo de fosfatase alcalina e de proteinas para o tecido osteoide (FROMIGUE

etal., 2009, 2010).

Figura 7 — Vias de sinalizagao intracelular ativadas pelo estroncio
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Ilustragao mostrando as principais vias de sinalizacdo intracelular ativadas pela interagdo do estroncio (Sr ou
Sr'?) com o receptor sensor de célcio (CaSR) no Osteoblasto. CationSR, receptor sensivel a cations; LRP/FZD,
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prostaglandina E, tipo 2; Gy, G, proteinas G4 e Gs; P, grupo fosfato; Akt, proteinoquinase B; PI3K,
fostatidilinositol-3-quinase; PLC, fosfolipase C; IP3, trifosfato de inositol; Ca, Caﬁ, calcio; Cn, calcineurina;
MAPK, proteinoquinase ativada por mitéogeno; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; AMPc,
monofosfato de adenosina ciclico; PKA, proteinoquinase A; AP-1, proteina ativada 1; NFATcI, fator nuclear de
células T ativadas 1; PGE,, prostaglandina E,; OPG, osteoprotegerina; RANKL, ligante do receptor ativador do
fator nuclear kB; PLA,, fosfolipase A,; COX-2, cicloxigenase isoforma 2. Seta continua indica a cascata de
sinalizagdo, seta tracejada indica expressdo génica, barra em ‘T’ indica inibi¢do. [Arquivo do autor. Baseado em
FROMIGUE et al., 2009; HURTEL-LEMAIRE et al., 2009].
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Foi descrito que o Sr pode interagir com outros receptores de membrana no
osteoblasto além do CaSR. Estudos sugeriram que o Sr ativa a via de sinalizagdo de
proteinoquinase B (PKB ou Akt), através da interagdo com receptores sensiveis a outros
cations, o que inibe a atividade de caspases e aumenta a sobrevida dos osteoblastos. Um
desses receptores ¢ o GPRC6A, proximamente relacionado ao CaSR e sensivel a varios
cations divalentes (FROMIGUE et al., 2009; PI; QUARLES, 2004). Uma outra possibilidade
também seria a interagdo do Sr com o receptor do fator de crescimento fibroblastico (FGF),
presente na membrana plasmatica de osteoblastos e células mesenquimais 6sseas. A interacao
com esse receptor seria de forma alostérica, e ativaria a via de ERKI1 e 2, e fator de
transcricdo AP-1, aumentando, assim, a replicacdo e diferenciacdo osteoblastica
(CAVERZASIO; THOUVEREY, 2011).

Demonstrou-se, em estudo com cultura de células do ligamento periodontal
humanas, que o Sr promove a replicagdo celular, assim como suprime a expressao de IL-6 por
essas células (ROMER et al, 2012). Células do ligamento periodontal sdo células
mesenquimais fibroblasticas que, em condigdes de regeneragado tecidual, podem se diferenciar
em cementoblastos e em osteoblastos (GAY; CHEN; MACDOUGALL, 2007). Devido a
semelhanca entre osteoblastos e células do ligamento periodontal, ¢ concebivel que o Sr aja de
maneira similar em osteoblastos (ROMER et al., 2012).

De fato, o SrR pode ser um farmaco com potencial imunomodulador, reduzindo as
citocinas pro-inflamatorias. Alguns estudos ja t€ém demonstrado que o SrR reduz a expressao
e os niveis de TNF-a em tecidos inflamados, sugerindo a citocina como um novo alvo para o
farmaco (ALVES et al., 2017; NUNES et al., 2015). Nesse sentido, o SrR ja estd sendo
considerado um novo tratamento para osteoartrite (PILMANE et al., 2017) bem como para
auxiliar na reducdo da dor nociceptiva induzida por citocinas pro-inflamatorias (ALVES et
al.,2017; NUNES et al., 2015). O StrR também reduziu a expressao de IL-13 nas membranas
e liquido sinoviais, em modelo de osteoartrite em cachorros (PELLETIER et al., 2013). Por
esses efeitos, o SrR ja estd sendo classificado como um farmaco antirreumatico modificador
da doenga (FARMOD) (PILMANE et al., 2017).

O Sr no tecido 6sseo e em outros tecidos mineralizados apresenta uma grande
capacidade de se incorporar a estrutura cristalina da hidroxiapatita (fase mineral dos tecidos
mineralizados), constituindo-se no seu mecanismo fisicoquimico de agdo. Essa incorporagao
do Sr em ossos e dentes pode se dar através de troca i0nica reversivel na superficie do cristal e
por substituicdo do Ca por Sr para o interior do cristal, sendo este um processo mais lento

(DAHL et al., 2001). De forma interessante, a apatita dssea pode admitir quase metade dos
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elementos da tabela periodica em sua composicdo (PASTERIS; WOPENKA; VALSAMI-
JONES, 2008). A incorporagdo de Sr nos tecidos mineralizados tem sido analisada no sentido
de identificar e quantificar o mineral, ¢ para o mapeamento elementar do Sr, usando
microscopia eletronica e radiagao sincrotronica (QUERIDO; ROSSI; FARINA, 2015). A
identificacao de elementos quimicos, como o Sr ¢ o Ca, e sua distribuicao no osso podem ser
conseguidas através de espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS), detectada tanto
em microscopio eletronico de varredura como no de transmissao. O mapeamento elementar
do Sr e sua quantificagdo nos tecidos mineralizados pode ser realizado através de
fluorescéncia de microrraio-X induzida por uma fonte de radiagdo sincrotronica (SRuXRF).
Outras técnicas, incluindo a difracao de raios-X (XRD), também sao uteis para identificagdo e
quantificagdo de Sr em tecidos mineralizados (OLIVEIRA et al., 2012; QUERIDO; ROSSI;
FARINA, 2015).

Varios estudos com modelos animais (AMMANN et al., 2004; BUEHLER et al.,
2001; MARIE et al., 1993; OLIVEIRA ef al., 2012) e em humanos (LI er al., 2010), e
também com cultura de células osteoblasticas (QUERIDO et al., 2014) tém relatado sobre a
captacdo de estroncio pelos tecidos mineralizados durante o tratamento com SrR. Oliveira et
al. (2012) demonstraram que a incorporacao do Sr acontece em niveis diferentes de acordo
com o sitio 6sseo € com a regido de um mesmo 0sso, € que essa captacao de Sr acontece
preferencialmente ou quase que exclusivamente em ossos em formacao, durante o tratamento
com SrR. Esses achados foram observados no osso alveolar, regido 6ssea predominantemente
constituida de osso esponjoso, e, portanto, mais susceptivel a agdo por incorporacao de
minerais como o Sr, visto que esse tipo de 0sso possui uma taxa de renovagao 0ssea mais alta,
quando comparado ao osso cortical (BUEHLER et al., 2001; DAHL et al., 2001). Também
foi demonstrado que a incorporacao de Sr em osso formado durante o tratamento com SrR em
cultura de osteoblastos provocou mudangas na composicao e na estrutura do cristal de apatita,
mas sem altera¢ao no tamanho e na qualidade do cristal (QUERIDO et al., 2014).

Em relacdo a qual seria o limite para uma dose ndo toxica de Sr, atualmente nao se
tem estudos suficientes que analisaram a toxicidade e os possiveis efeitos deletérios do
excesso de Sr no 0sso e nos demais tecidos do organismo. O que se sabe até o0 momento ¢ que
doses acima de 4 g/L de Sr (equivalente a ~1.200 mg/kg de SrR) causaram mudangas na
estrutura cristalina da apatita 6ssea, em ratos (CABRERA et al., 1999), induzindo defeitos de
mineralizacdo e diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO) (CABRERA et al., 1999;
COHEN-SOLAL, 2002). Além disso, tem-se observado casos de raquitismo (OMDAHL;
DELUCA, 1971) e osteomalacia (COHEN-SOLAL, 2002) causados pela sobredosagem de Sr
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no organismo. Também foi descrito a habilidade do Sr em entrar na célula através dos canais
de calcio e interagir com sitios de ligacdo do Ca, afetando a homeostase do célcio intracelular
(CABRERA et al., 1999). Por hora, doses como as de 625 mg/kg/dia de SrR, bem
documentada na literatura como sendo segura e bem tolerada por modelos murinos, t€ém sido
utilizadas como parametro para guiar a escolha das doses usadas em pesquisas pré-clinicas
com SR (AMMANN et al., 2004; BAIN et al., 2009; KARAKAN et al., 2017, MIERZWA
etal.,2017).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o efeito anti-inflamatério e o potencial
anabolico 0sseo do ranelato de estroncio em modelo de periodontite induzida por ligadura em
ratos.

Para tanto se seguiram os seguintes objetivos especificos:

* Analisar o periodonto de ratas através da mensuracao direta da reabsor¢do
ossea alveolar (por macroscopia e histometria), e por histologia, imuno-
histoquimica para TNF-a, IL-1f, RANKL, OPG e¢ TRAP e atividade da
mieloperoxidase (MPO) gengival;

* Analisar o potencial anabolico 6sseo a partir de dosagens séricas da fosfatase

alcalina Ossea;

* Avaliar eventuais repercussoes sist€émicas por meio de dosagens séricas das
transaminases hepaticas (AST e ALT), indice hepatico, leucograma e variagao

da massa corporea dos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais foram realizados em conformidade com os
principios e recomendagdes de criagdo e de uso de animais para ensino € pesquisa cientifica,
contidos na lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e previamente aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara — CE, Brasil, com numero de

protocolo 87/16 (ANEXO).

4.1 Animais

Foram utilizados 78 ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas, com idade em torno
de 7 semanas (massa corporea de 170 g + 20 g). Esses animais foram procedentes do Biotério
Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara e transferidos para o Biotério
Setorial do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM). Eles foram
mantidos em microisoladores, em numero de até 4 animais em cada. As ratas receberam racao
comercial balanceada propria (Bio Base — Biotec Ratos) e 4gua a vontade, e permaneceram
nas mesmas condi¢cdes ambientais, com ciclos de 12 horas claro/escuro durante todo o periodo

experimental.

4.2 Farmacos, anticorpos e reagentes

Para o estudo foi utilizado o ranelato de estroncio (SrR) (PROTOS® 2 g; Les
Laboratoires Servier, Gidy, Franca), p6 granulado em saché para suspensao oral, contendo 2 g
de ranelato de estroncio anidro, com dilui¢des em veiculo aquoso (agua para injegao).

Para anestesia foi utilizada a combinagdo de cloridrato de cetamina (Cetamin,
Syntec®, Hortolandia, SP, Brasil) com cloridrato de xilazina (Xilazin, Syntec®, Hortolandia,
SP, Brasil), nas doses de 90 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal (i.p.).

Para os ensaios de imuno-histoquimica foram utilizados os anticorpos primarios
policlonais de cabra TNF-a (N-19), RANKL (N-19), OPG (N-20) e TRAP (K-17); e o kit com
anticorpos secundarios e complexo ABC Staining System, ImmunoCruz® (Santa Cruz®
Biotechnology, Dalas, TX, EUA). Para IL-1p foi utilizado o anticorpo primario de coelho da
Sigma; e a albumina sérica bovina (BSA) também da Sigma (Sigma-Aldrich®, St. Louis,

MO, EUA). Os anticorpos foram diluidos no diluente de anticorpo com redugdo de
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“background” da DAKO; e o sistema de coloracdo para imuno-histoquimica, cromogeno
3,3 diaminobenzidina (DAB), também da DAKO (DAKO®, Carpinteria, CA, EUA). Para o
ensaio da mieloperoxidase foram utilizados o hexadecil-trimetil-brometo de amoénio (H-TAB)
e o tetrametilbenzidina (TMB) da Sigma.

O formaldeido, o alcool etilico, o EDTA, a solu¢ao de hematoxilina de Harris, o
azul de metileno e as substancias quimicas utilizadas no preparo das solugdes tampao foram
obtidas da Dindmica (Dinamica, Diadema, SP, Brasil).

Para quantificagdo dos niveis séricos das enzimas fosfatases e transaminases
hepaticas, foram utilizados kits prontos para testes (Labtest®, Lagoa Santa-MG, Brasil). Para
o leucograma dos animais, foi utilizado o kit de coloracao Instant Prov Stain Set® (Newprov

Produtos para Laboratério, Pinhais, PR, Brasil).

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Inducdo da reabsorcdo ossea alveolar

Foi utilizado o modelo de reabsorcao dssea alveolar (ROA) induzida por ligadura,
introduzido por Lima et al. (2000). Este consiste em instalar um fio de sutura de nailon em
torno de um dos segundos molares superiores do animal.

No denominado dia zero, a ligadura do segundo molar superior esquerdo dos
animais sob anestesia foi feita com fio de nailon 3.0 (Procare”, Barueri, SP, Brasil). Os
animais permaneceram com a ligadura durante 28 dias, sendo eutanasiados por “overdose” de
anestésico. A hemimaxila contralateral foi utilizada como controle (sem ligadura) do proprio
animal, dito normal. No dia zero também foi iniciada a administracao de veiculo (API) ou de

SrR (conforme grupos experimentais), diariamente durante 28 dias (FIGURA 8).

4.3.2 Grupos Experimentais

4.3.2.1 Grupo controle normal

Grupo constituido por 6 ratas que foram apenas pesadas diariamente durante 28

dias, quando foram eutanasiadas para coleta de amostras teciduais e fluidos.
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4.3.2.2 Grupos veiculo

Esses grupos foram constituidos por 6 ratas, as quais receberam por gavagem
veiculo aquoso (dgua para injecdo; 2 mlL/kg, v.0.) diariamente. Esses animais foram

submetidos a ligadura, e eutanasiados 28 dias apos esta.

4.3.2.3 Grupos tratados com ranelato de estroncio (SrR)

Grupos de 6 ratas cada submetidas a ligadura e que receberam (2 mL/kg, v.0.)
SrR, nas doses de 70, 210 e 630 mg/kg, respectivamente, diariamente durante 28 dias, com
base na area da superficie corporea do animal (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2007),
o que esta de acordo com trabalhos prévios com animais tratados com StR (AMMANN et al.,

2004; BAIN et al., 2009; MARIE et al., 1993).

Figura 8 — Protocolo experimental

g DIA ZERO

~
DIAS 0a 27
API ou SrR %\
(70, 210, 630 ;
mg/kg — v.0.) Ligadura Aa_) DIA 28
Eutanasia
==
Anestesia Pesagem diaria
| | 10 0 S [ O | (O 1
0 DIAS ) g 28
»° b@ Leucograma, Leucograma, t’;a:- “
dosagens dosagens
' oo O% . bioquimicas bioquimicas ' Oo 3
Anailise Macxila removida e

Macroscoplca ,\ fixada em formol
tamponado (24 h) /

g Maxilas processadas
& para histologia e

. Gengiva
/ (- 80 °CV
imuno-histoquimica Atividade (8385888

de MPO [S555588|

—

Flgado

Esquema ilustrando a sequéncia de ligadura, tratamento com ranelato de estroncio (SrR) durante 28 dias,
eutandsia e coleta de tecidos ¢ fluidos dos animais. [Elaborado pelo autor].
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4.4 Parametros de avaliacao

4.4.1 Analise do periodonto

4.4.1.1 Analise macroscopica do tecido osseo alveolar

Apo6s 28 dias da inducao da ROA, 36 ratas foram eutanasiados e suas maxilas
removidas e fixadas em formol a 10%, durante 24 horas. Em seguida as maxilas foram
dissecadas e coradas com azul de metileno (LIMA et al., 2000, 2004). As hemimaxilas foram
acomodadas com massa de modelar em laminas e fotografadas com uma camera digital
Cybershot SONY® DSC W210, 12,1 MP (Sony®, Minato, Téquio, Japdo), padronizando-se
uma mesma distancia focal para todas as fotos. Para quantificar a reabsor¢ao Ossea alveolar
(ROA), as imagens foram analisadas no software IMAGEJ® (ImageJ 1.51j8, National Institute
of Health, EUA), usando uma modificagdo do método descrito por Kuhr ef al. (2004). Para os
valores relativos a ROA, a medida foi realizada, considerando a area demarcada (no lado
vestibular) entre a juncao amelocementaria (JAC) e a borda dssea subjacente de hemimaxilas
normais e desafiadas. Essa area foi comparada a outra previamente conhecida (25 mm?)

(FIGURA 9A).

4.4.1.2 Analises microscopicas do periodonto

Para as analises histologicas, outras 36 ratas, apos eutanasia, tiveram suas maxilas
removidas, como descrito para macroscopia, € suas hemimaxilas foram submetidas a
desmineralizacdo com EDTA a 10% por aproximadamente 30 dias. Posteriormente, as
mesmas foram suspensas em banho em dgua corrente por até 6 horas e depois desidratadas em
etanol. As pecas foram incluidas em parafina para realizagdo de cortes longitudinais seriados
de 4 um em micrétomo apropriado. As laminas obtidas foram coradas pelo método

hematoxilina e eosina (HE).
4.4.1.2.1 Analise histométrica do osso alveolar
Para avaliagao histométrica da hemimaxilas, foram utilizadas as laminas obtidas

anteriormente, considerando a regido de furca do 2° molar. Essa regido foi fotografada em

microscopio optico (100x) (NIKON® H550S com cidmera Infinity 1 3,1 MP acoplada) ¢ a



46

imagem foi analisada com o software IMAGEJ®. A quantifica¢io da ROA na area de furca foi
feita através da demarcacao da area entre o ponto mais alto da crista dssea remanescente € o
teto da furca (FIGURA 9B), comparando-se com uma é4rea previamente conhecida (I mm?),

conforme metodologia descrita por Guimaraes et al. (2016).

Figura 9 — Delineamentos das regides de interesse para as analises
macroscopica e histométrica das hemimaxilas

’__,..‘,-_, ~‘// -

Desafiada

Delineamentos em vermelho (fotografia das maxilas) (A) da area entre a jungdo
amelocementaria ¢ a borda 6ssea, de hemimaxilas normal e desafiada, utilizadas para
quantificar a reabsorgao ossea alveolar (ROA). Delineamento em amarelo (corte histologico)
(B) da éarea de furca (f), que compreende desde o ponto mais alto da crista dssea
remanescente até o teto da furca. Osso alveolar (oa). Os valores das areas delineadas de
maxilas normal e com ROA sfo encontrados em pixel e comparados a uma area conhecida
em mm?” [Arquivo do autor].

4.4.1.2.2 Analise histopatoldgica do periodonto

Para a anélise histopatologica das hemimaxilas, a regido entre os 1° e 2° molares
foi avaliada em rela¢do aos aspectos inflamatorios, como presenga/intensidade do infiltrado
leucocitario, além do estado de preservagdo do osso alveolar e do cemento, atribuindo-se
escores que variaram de 0 a 3 (GUIMARAES et al., 2016; LIMA et al., 2000): Escore 0:
Infiltrado celular ausente ou discreto; processo alveolar preservado; cemento preservado;
Escore I: Infiltrado celular moderado; pequena reabsorcao do processo alveolar; cemento
preservado; Escore 2: Infiltrado celular acentuado; processo alveolar com reabsorcao
acentuada; destruicdo parcial de cemento; Escore 3: Infiltrado celular acentuado; processo

alveolar ausente; destrui¢ao total do cemento.
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4.4.2 Dosagem da atividade da mieloperoxidase (MPQO) em gengiva

Apo6s a eutanasia dos animais utilizados para a analise macroscopica da ROA, o
tecido gengival dos mesmos foi removido da area adjacente a ligadura, bem como da mesma
area da hemimaxila contralateral normal. As gengivas foram mantidas a -80 °C em freezer e
posteriormente homogeneizadas e processadas para a analise, em leitor automatico de placas
(tipo ELISA), da atividade da mieloperoxidase (MPO). Essa enzima tem sido utilizada como
um marcador quantitativo da infiltragdo de neutréfilos ativos nos processos inflamatorios em
varios tecidos, e seguiu-se o protocolo conforme metodologia descrita por Lima et al. (2005),
baseada em Bradley, Christensen e Rothstein (1982).

O tecido gengival foi pesado e triturado em solugdo contendo NaCl (100 mM),
EDTA (15 mM) e NaPO4 (20 mM) e o homogenato foi centrifugado a 4 °C por 15 minutos, a
3.000 rpm. O pellet foi submetido a solug@o hipoténica (900 pl de NaCl a 0,2%; 900 pl de
NaCl a 1,6%; 900 pl de glicose 5%) e novamente centrifugado a 4 °C por 15 minutos (3.000
rpm). O pellet final foi ressuspendido em solugdo contendo NaPO, a 50 mM e hexadecil-
trimetil-brometo de amoénio (H-TAB), e centrifugado a 4 °C por 15 minutos, a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi usado para o ensaio de MPO, utilizando tetrametilbenzidina (TMB) (1,6
mM) e H,0;, (0,5 mM), e a concentragio de MPO foi determinada, obtendo-se as
absorbancias em comprimento de onda de 450 nm. Os valores foram expressos como
atividade da MPO gengival em comparagdo a curva padrao de neutrofilos obtidos da cavidade
peritoneal de ratos induzidos por carragenina (300 pug por animal), com curva padrao do

nimero de neutr6filos de pureza maior que 90%.

4.4.3 Analises imuno-histoquimicas para TNF-a, IL-18, RANKL, OPG e TRAP

A partir dos blocos de parafina utilizados para histologia, laminas revestidas com
poli-L-lisina foram processadas para a deteccao de TNF-a, IL-1B, RANKL, OPG e TRAP por
ensaio de imuno-histoquimica, utilizando a técnica da estreptoavidina-biotina peroxidase
(BAYER; WILCHEK, 1980). Os cortes de tecidos (4 um) foram desparafinizados e
reidratados através de xileno e graduagdo de alcoois. Apds a recuperagdo antigénica,
procedeu-se o bloqueio da peroxidase enddgena (20 min) com perdxido de hidrogénio a 3% e
lavagem com solucao tampao de fosfato (PBS). Em seguida, foi feito o bloqueio da proteina
com albumina sérica bovina (BSA) a 5% durante 20 minutos. Entdo, os cortes foram

incubados a 4 °C durante a noite com anticorpos primarios de cabra anti-TNF-a, anti-
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RANKL, anti-OPG ou anti-TRAP, e com anticorpo primario de coelho anti-IL-1p, todos
diluidos [1:100 cada] no diluente de anticorpo com reducao de “background” da DAKO®. O
processo seguiu com a incubacao das laminas com anticorpo secundario biotinilado anti-TNF-
a [1:300], anti-IL-1B [1:300], anti-OPG [1:300], anti-TRAP [1:300] e anti-RANKL [1:200]
no diluente DAKO durante 30 minutos. Apos a lavagem, as laminas foram incubadas com
avidina-biotina-HRP conjugada (Complexo Strep ABC, Vectastain® ABC Reagente ¢
Solugdo de substrato de peroxidase) durante 30 minutos, de acordo com o protocolo do
fabricante. TNF-a, IL-18, RANKL, OPG e¢ TRAP foram visualizados com o cromogeno
3,3’diaminobenzidina (DAB) da DAKO. Laminas controle negativo foram processadas
simultaneamente como descrito anteriormente, trocando-se o anticorpo primdario por PBS-
BSA 5%. Nenhum dos controles negativos mostrou imunorreatividade para TNF-a, IL-1p,
RANKL, OPG ou TRAP (APENDICE). As laminas foram contracoradas com hematoxilina
de Harry, desidratadas em uma série de alcoois graduados, limpas em xileno e cobertas com a
laminula.

Para a analise das laminas, as células coradas, definidas como areas acastanhadas
presentes no citosol das células, foram contados usando microscopio optico (NIKON®™
HS5508S, Toquio, Japao) em magnitude de 400x. Para a analise de imunomarcagao para TRAP,
as células foram consideradas TRAP+ quando multinucleadas (3 ou mais nucleos), com

ramos citoplasmaticos irregulares (osteoclastos ativos), apresentando coloracao intensa.

4.4.4 Analise de pardmetros sistémicos

4.4.4.1 Dosagem sérica da fosfatase alcalina ossea (FAO)

Amostras sanguineas a partir do plexo orbital dos animais previamente
anestesiados foram obtidas antes do inicio do tratamento farmacologico (dia zero), e
novamente no 28° dia, utilizando microcapilares heparinizados. A quantificacao das fosfatases
seguiu a metodologia da inativacao térmica de amostras (MOSS; WHITBY, 1975). Para a
dosagem de fosfatase alcalina total (FAT) foram seguidas as instrugdes do fabricante do kit de
testes (Labtest®, Lagoa Santa — MG, Brasil). Para a obtencao dos valores da fosfatase alcalina
ossea (FAO), o mesmo protocolo para a dosagem da FAT foi novamente realizado, apenas
com o detalhe de que as amostras foram previamente incubadas em banho-maria a 56 °C
durante 10 minutos ¢ em seguida resfriadas por mais 10 minutos. Para a finalizagcdo

adicionou-se 1 mL do reagente de cor, ¢ as leituras foram feitas em espectrofotometro em 590
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nm. A FAO foi determinada pela diferenca entre a dosagem da FAT e a dosagem realizada

com a amostra aquecida, seguindo a mesma sequéncia de passos descritos acima.

4.4.4.2 Dosagens séricas das transaminases hepaticas AST e ALT

A partir das amostras de soro sanguineo utilizadas para as dosagens da FAO,
foram também dosados os niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), também chamadas de transaminases hepaticas glutamica oxalacética
(TGO) e glutamica piravica (TGP), respectivamente. A quantificacdo dos niveis de AST e
ALT foi realizada seguindo-se a orientacdo do fabricante do it de testes (LABTEST®, Lagoa
Santa — MG, Brasil). Para tanto, aliquotas de 50 pL. da amostra foram incubadas em banho-
maria a 37 °C por 60 minutos para AST ou 30 minutos para ALT. Em seguida, foram
adicionados 250 pL do reagente de cor e 2,5 mL de solu¢do NaOH, e efetuadas as leituras

espectrofotométricas das absorbancias em 505 nm.

4.4.4.3 Analise do indice hepdatico

Apo6s eutandsia, os animais tiveram seus figados removidos, e os valores de peso
umido do orgdo foram comparados com os respectivos valores das massas corporeas
mensuradas no mesmo dia. Tal relagdo foi considerada como indice hepatico, indicativo da

condigao clinica do figado, tendo como padrao o indice de animais normais.

4.4.4.4 Leucograma

Amostras sanguineas, a partir do plexo caudal dos animais sob anestesia, foram
colhidas para a confeccdo do esfregaco corado pelo método HE, para a contagem diferencial
dos leucoécitos e para a contagem de leucocitos totais utilizando a camara de Neubauer. Os
leucogramas foram realizados uma semana antes do inicio do tratamento com SrR e no 28°

dia, dia da eutanasia.

4.4.4.5 Analise da varia¢do da massa corporea dos animais

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas diariamente durante 28

dias, a fim de ajustar a dose didria do farmaco para cada animal e para avaliar a repercussao
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sistémica do tratamento e da ligadura. Os valores encontrados na mensuracdo das massas
durante os 28 dias experimentais foram expressos como a variagao da massa corpdrea (em

gramas) em relacdo a massa inicial.

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e
utilizada Analise de Variancia (ANOVA) seguida pela correcdo de Bonferroni ou Teste ¢-
Student. Os dados ndo paramétricos obtidos foram expressos como mediana acompanhada de
menor/maior valores, € os testes estatisticos aplicados foram Kruskal-Wallis, Dunn ou Mann-
Whitney. Para todos os testes o nivel de significancia (o) adotado foi de 0,05. O software

utilizado foi o GraphPadPrism® versao 6.0, com copia autorizada (La Jolla, CA, EUA).



51

5 RESULTADOS

5.1 Aspectos macroscopicos do efeito do ranelato de estroncio (SrR) na reabsorc¢ao 6ssea

alveolar

A figura 10 mostra as alteragdes macroscopicas apds 28 dias de permanéncia da
ligadura, bem como os efeitos de diferentes doses de ranelato de estroncio (SrR) no
periodonto de ratas. Observou-se reabsorcao Ossea alveolar (ROA) acentuada e ampla
exposicao radicular (FIGURAS 10 e 11C) nas maxilas do grupo veiculo, quando comparadas
as maxilas normais (FIGURA 11B). O SrR, nas doses de 210 e 630 mg/kg, reduziu
significantemente (p=0,009 e p<0,0001) a reabsorcdo Ossea alveolar em 22% e 45%,
respectivamente (FIGURAS 10 e 11E, F), quando comparado ao grupo ndo tratado, que
recebeu apenas veiculo (agua para a injecao) (FIGURA 11C). Nao houve reducao da ROA de
forma significante com a dose de 70 mg/kg de SrR. Observou-se também diferenga estatistica
do grupo SrR 630 mg/kg em relagdao aos grupos SrR 210 mg/kg e SrR 70 mg/kg (FIGURA
10). A figura 11A ilustra os detalhes anatdmicos do periodonto de um rato apds 28 dias de

ligadura.

Figura 10 — Efeito do ranelato de estroncio (SrR) sobre
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Valores expressos como média + erro padrdo da média; n>5/grupo;
One-way Anova, Bonferroni; #p<0,05 em relagio ao normal.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, em relagdo ao
veiculo e entre as diferentes doses de ranelato de estroncio (SrR).
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Figura 11 — Fotografias de hemimaxilas normal ou submetidas a periodontite

A B

Desenho esquematico ilustrando os aspectos anatomicos do periodonto de rato (A): coroa dentaria (cd),
juncdo amelocementaria (jac), furca (f), osso alveolar (0a) e raiz (r). Hemimaxilas normal (B) ou de ratas
submetidas a 28 dias de ligadura e que receberam veiculo apenas (C) ou tratadas com ranelato de
estroncio (SrR) 70 mg/kg (D), SrR 210 mg/kg (E), e SrR 630 mg/kg (F), em aumento de 4x.

5.2 Aspectos microscopicos dos efeitos do ranelato de estroncio (SrR) na reabsorcao
ossea alveolar

5.2.1 Analises histométrica e histopatologica

Na andlise histométrica, os 28 dias de permanéncia da ligadura causou
significante (p=0,0002) lesao de furca do segundo molar (TABELA 1; FIGURA 12B) no
grupo veiculo, quando comparada a area de furca dos segundos molares de maxilas normais
(FIGURA 12A). O SrR (630 mg/kg) reduziu significantemente (p=0,009) a lesdo em 64%
(TABELA 1; FIGURA 12C), quando comparado ao grupo veiculo (FIGURA 12B).

Na andlise histopatologica da regido entre os 1° ¢ o 2° molares, na qual foram
considerados graus de infiltrado leucocitario, preservacdo de ligamento periodontal e

reabsor¢ao de osso alveolar e cemento, observou-se que 28 dias de ligadura induziu intenso
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infiltrado leucocitario, perda de insercdo periodontal, destruicdo parcial do cemento e
reabsor¢ao oOssea alveolar acentuada [Md=2 (2-2)] (TABELA 1; FIGURA 12E) nas maxilas
do grupo que recebeu apenas veiculo, quando comparado ao periodonto normal (FIGURA
12D). O SrR (630 mg/kg) reduziu significantemente (p=0,03) o infiltrado leucocitario e a
perda de insercdo periodontal, bem como preservou o cemento radicular e reduziu a
reabsor¢ao do osso alveolar [Md=1 (1-1)] (TABELA 1; FIGURA 12F), comparado ao
periodonto nao tratado (FIGURA 12E).

Tabela 1 — Efeitos do ranelato de estroncio (SrR) sobre aspectos microscopicos do periodonto
de ratas submetidas a ligadura durante 28 dias

Reabsorgio Ossea Alveolar

Parimetros Normal
Veiculo SrR 70 mg/kg SrR 210 mg/kg SrR 630 mg/kg

Histometria (x 10”* mm?) 437+5  2795+203% 2775+66,7" 20274255 1005 +42,8*

Histologia (escores) 0 (0-0) 2 (2_2)# 1,5 (1_2)# 2 (1_2)# 1 (1-1)*

Histometria: valores expressos como média + erro padrdo da média; One-way Anova, Bonferroni. Histologia:
escores como mediana (menor — maior valores); Kruskal-Wallis, Dunn e Mann-Whitney; p<0,05 em relagdo ao
grupo normal (#) ou ao grupo veiculo (*).

Figura 12 — Fotomicrografias de periodontos normais ou submetidos a periodontite

Areas de furca (f; em amarelo) e entre 1° e 2° molares de maxilas normais (A e D), apds 28 dias de ligadura,
recebendo veiculo (B e E) ou ranelato de estroncio (SrR) 630 mg/kg (C e F). Osso alveolar (oa), dentina (d),
gengiva (g), cemento (c), ligamento periodontal (Ip), infiltrado inflamatério (*) e seta indica limite da crista
ossea alveolar. Hematoxilina-eosina; 100x e 40x, respectivamente; barra = 400 um.
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O SrR, nas doses de 70 mg/kg e 210 mg/kg, ndo reduziu significantemente os

parametros histométrico e histopatoldgico, comparado ao grupo veiculo (TABELA 1).

5.2.2 Efeito do ranelato de estroncio (SrR) na atividade da mieloperoxidase (MPO) em

gengiva

A tabela 2 mostra que os 28 dias de permanéncia da ligadura causou aumento
significante (p=0,002) da atividade da MPO, em 220%, nas gengivas dos animais que
receberam apenas veiculo, quando comparado as gengivas normais. O SrR (630 mg/kg),
apesar de reduzir a atividade da MPO em 42%, comparado as gengivas do grupo veiculo, ndo

o fez de forma estatisticamente significante (TABELA 2).

Tabela 2 — Efeito do ranelato de estroncio (SrR) sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO)
na gengiva de ratas submetidas a ligadura durante 28 dias

Reabsorcio Ossea Alveolar

Parametros Normal
Veiculo SrR 70 mg/kg SrR 210 mg/kg SrR 630 mg/kg

Mieloperoxidase (MPO)

# # # 5
(x 10’ U/mg de gengiva) 1,5+0.3 48+0,6 S*13 5207 2.8+0,6

Valores expressos como média + erro padrdo da média; One-way Anova, Bonferroni; p<0,05 em relagdo ao
normal (#) ou ao grupo ranelato de estroncio (SrR) 210 mg/kg (5).

5.2.3 Analises imuno-histoquimicas para TNF-a, IL-18, RANKL, OPG e TRAP

A imunomarcagdo para citocinas pro-inflamatorias foi analisada no periodonto de
ratas submetidas a 28 dias de ligadura. A permanéncia da ligadura causou aumento
significante (p=0,04 e p=0,0002) da imunomarcagdo para TNF-a, em 166% (FIGURAS 13E,
QG), e para IL-1B, em 154% (FIGURAS 13L, N), nos periodontos do grupo que recebeu
apenas veiculo, quando comparado a de periodontos normais (FIGURAS 13D, K). O SrR
(630 mg/kg) reduziu significantemente (p=0,03 e p=0,002) a imunomarcagao para TNF-a, em
51% (FIGURAS 13F, G), e para IL-1pB, em 54% (FIGURAS 13M, N), comparado ao grupo
veiculo.

Foi analisado também o numero de células imunocoradas para marcadores de
remodelagdo 6ssea no periodonto das ratas. A ligadura durante 28 dias causou aumento
significante (p=0,01) da imunomarcacao para RANKL, em 131% (FIGURAS 14E, G), nos
periodontos do grupo veiculo, comparado a imunomarcacao em periodontos normais. O SrR
reduziu significantemente (p=0,003) a imunomarcacao para RANK, em 63% (FIGURAS 14F,

G), comparado ao grupo veiculo. Apesar de a permanéncia da ligadura ter causado uma
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reducdo de 32% na imunomarcag¢do para OPG (FIGURAS 14L a N) em maxilas do grupo
veiculo, em relagdo a imunomarcacdo de maxilas normais, ¢ de o SrR (630 mg/kg) ter
aumentado essa imunomarcacdao em 104% (FIGURAS 14M a N), em comparagdo ao grupo
veiculo, essas diferengas nao foram estatisticamente significantes. Em relagdo a
imunomarcacao para TRAP, houve aumento significante (p<0,05) do numero de células
imunocoradas nos periodontos do grupo veiculo, apds 28 dias de ligadura, em 134%
(FIGURAS 148, U), comparado a imunomarcagao em periodontos normais. O SrR reduziu
significantemente (p=0,01) a imunomarcacdo para TRAP, em 66% (FIGURAS 14T, U),

comparado ao grupo veiculo.

Figura 13 — Fotomicrografias de periodontos imunomarcados para TNF-a e IL-1p de ratas
normais ou submetidas a ligadura durante 28 dias
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Fotomicrografias de maxilas imunomarcados para TNFa (A F) ou IL-1B (H a M) de ratas normais (A, D, H e K),
ou de ratas submetidas a 28 dias de ligadura e que receberam apenas veiculo (B, E, I e L) ou tratadas com
ranelato de estroncio (SrR) 630 mg/kg (C, F, J e M). Setas indicam células imunomarcadas. Aumentos de 200x
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ou IL-1B+ (N). Valores expressos como média =+ erro padrao da média; One-way Anova, Bonferroni; p<0,05 em
relagdo ao normal (#) ou ao grupo veiculo (*).
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Figura 14 — Fotomicrografias de periodontos imunomarcados para RANKL, OPG e TRAP de
ratas normais ou submetidas a ligadura durante 28 dias
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Analisando a razdo RANKL/OPG, observou-se que estava aumentada de forma
significante (p<0,05) no grupo veiculo, ap6s 28 dias de ligadura, em comparagdao ao grupo
normal (FIGURA 15). O tratamento com SrR (630 mg/kg) reduziu significantemente
(p<0,05) a razdo RANKL/OPG, comparado ao grupo veiculo (FIGURA 15).

Figura 15 — Razao RANKL / OPG
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Bonferroni.

5.3 Efeitos do ranelato de estroncio (SrR) em parametros sistémicos

5.3.1 Dosagens séricas da fosfatase alcalina dssea e das transaminases hepdticas

Os 28 dias de permanéncia da ligadura causou reducao significante (p=0,002) dos
niveis séricos da fosfatase alcalina 6ssea (FAO), em 39%, no grupo que recebeu apenas
veiculo, em relagdo aos valores basais (TABELA 3). O SrR (630 mg/kg) preveniu
significantemente (p=0,01) a reducdo dos niveis séricos da FAO em 60%, quando comparado
ao grupo veiculo (TABELA 3).

Quanto a possivel repercussao hepatica, verificou-se que os animais submetidos a
ligadura ndo apresentaram quaisquer alteragcdes, avaliadas pelas transaminases aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), quando comparadas aos valores
basais. O SrR, em quaisquer doses, nao alterou esses niveis. Tais achados foram corroborados
pelos aspectos macroscopicos, considerando o peso imido do 6rgdo, em relacdo a massa

corporea (indice hepatico) do animal no 28° dia (TABELA 3).
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Tabela 3 — Efeitos do ranelato de estroncio (SrR) sobre parametros sistémicos de ratas
submetidas a ligadura durante 28 dias

Reabsorciao Ossea Alveolar

Parametros Normal
Veiculo SrR 70 mg/kg SrR 210 mg/kg SrR 630 mg/kg
FAO (U/L) 80,8 +2,9 49,01 + 4,4# 63,3+5,5 61,3+38,6 78,6 £ 7,9*%
AST/TGO (UL) 96,6 +3.5 112+2.9 87,03 2,7 92,8+2.8 107,9+ 5,8
ALT/TGP (U/L) 345+19 42,6+2,1 31,9+2.8 3403+ 1,6  434+17
Indice hepatico (x 10'3) 35+23 328 +1 34,1 +1,1 35,6 £1 37,3+1,9
Leucécitos totais # # # "
(x 10° células/uL) 12,4+ 0,4 21,4+1,5 23,7+2,95 21,5+ 1,3 16+14
Neutrofilos # # #
(x 10° células/pL) 1,3+02 3,6+06 4523 4108 24+0,5
Linfomononucleares 11,1 £0.4 17.6 + 1’3# 192+ 1,6# 173+ 1’1# 13,4+ 1,4

(x 10° células/pL)

Valores expressos como média + erro padrao da média; One-way Anova; Bonferroni; p<0,05 em relagdo ao
normal (#) ou ao grupo veiculo (¥).

5.3.2 Leucograma

No 28° dia de ligadura, os animais que receberam apenas veiculo apresentaram
leucocitose significante (p=0,001), a custa de neutrofilia e linfomonocitose, comparados aos
valores basais (Normal) (TABELA 3). O SrR (630 mg/kg), apesar de nao ter prevenido a
neutrofilia e a linfomonocitose, preveniu de forma significante (p=0,02) o aumento do numero

total de leucocitos no 28° dia de ligadura, quando comparado aos valores do grupo veiculo

(TABELA 3).

5.3.3 Variagdo da massa corporea dos animais

A instalagdo da ligadura no segundo molar superior dos animais causou perda de
peso significante (p<0,05) em 24 horas, em comparagdo aos animais normais, com uma queda
em média de 6 g, em relagdo as suas massas corporeas iniciais (dia 0), € o SrR, nas trés doses

utilizadas, ndo alterou a variacdo de peso (p>0,05), comparado ao grupo veiculo (FIGURA

16).
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Figura 16 — Efeito do ranelato de estroncio (SrR) na variacdo de massa corpdrea
de ratas submetidas a ligadura durante 28 dias

Animais normais (ndo manipulados), ¢ submetidos a ligadura durante 28 dias que receberam
veiculo ou foram tratados com ranelato de estroncio (SrR). Valores expressos como média + erro
padrao da média; Two-way Anova, Tukey; *p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo avaliou-se os efeitos do ranelato de estroncio (SrR) sobre a perda
Ossea alveolar no contexto da resposta inflamatoria. Para tanto, utilizou-se o modelo de
reabsor¢ao Ossea alveolar induzida por ligadura em ratos, ja bem estabelecido na literatura
(ALENCAR et al., 2002; BEZERRA et al., 2000; LEITAO et al., 2004, 2005; LIMA et al.,
2000, 2004).

O ranelato de estroncio (SrR), um farmaco relativamente recente, com perfil
antirreabsortivo e anabolico oOsseos, tem sido amplamente estudado desde seu
desenvolvimento na década de 1980, e o inicio de sua comercializacao, em 2004. Atualmente
¢ indicado para o tratamento da osteoporose grave, com elevado risco de fratura
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2015). Nesse estudo, sua maior importancia consistiu
em se tornar uma alternativa plausivel para o tratamento das doengas osseoinflamatorias,
podendo beneficiar também pacientes que estejam em tratamento da periodontite, sobretudo
por ndo oferecer os riscos referentes a outros farmacos antirreabsortivos, dentre eles, os
bisfosfonatos, reconhecidos causadores de osteonecrose dos maxilares (LONGATO et al.,
2013; PICHARDO; MERKESTEYN, 2013).

Nesse estudo, foram escolhidas fémeas de ratos Wistar, sendo esse género,
comumente, o primeiro grupo a ser estudado em se tratando de osteoporose, muito embora o
StrR seja avaliado tanto em homens como em mulheres. Em ratos machos ¢ em fémeas
ovariectomizadas ou nao, observou-se que a administracdo de altas doses de SrR apresentou
maior nivel plasmatico em machos que em fémeas, aparentemente devido a diferencas no
nivel de absorc¢ao gastrointestinal entre os géneros. Entretanto, essa diferenca ndo tem sido
observada em humanos (DAHL et al., 2001). A oscilagdo hormonal caracteristica do periodo
estral nas fémeas também poderia ser um fator de influéncia, mas experimentos utilizando
ratos machos e fémeas, com 7 semanas de idade (ja sexualmente maduros), tratados com SrR
durante 2 anos demonstraram que a concentracao de Sr nos ossos € o ganho de massa dssea
foram similares entre os géneros (AMMANN et al., 2004).

No modelo utilizado no presente estudo, 28 dias de ligadura causou importante
ROA, com consequente exposi¢ao das raizes dos molares, em comparagdo as maxilas normais
das ratas. Esses achados estdo de acordo com os ja observados em outros estudos do nosso
grupo de pesquisa, utilizando tempos menores (ALENCAR et al., 2002; BEZERRA et al.,
2000; GOES et al., 2012, 2014; GUIMARAES et al., 2016; LEITAO et al., 2004, 2005;
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LIMA et al., 2000, 2004), o que confirma que tal modelo ¢ de alta reprodutibilidade,
promovendo reabsor¢do oOssea alveolar (ROA), participagdo de células inflamatorias e
mediadores quimicos. E sabido que os principais fatores que influenciam na concentragdo de
Sr no plasma e nos o0ssos sao a dose e o tempo de tratamento (DAHL et al., 2001; OLIVEIRA
et al., 2012). Portanto, nesse estudo utilizou-se um tempo de experimentacdo de 28 dias,
diferente do tempo de 7 a 11 dias comumente utilizado em nosso laboratorio, por ser o tempo
necessario para que o Sr, ap6s administragdo oral de SrR, atinja o equilibrio plasmatico e se
incorpore aos tecidos mineralizados, que, segundo estudos farmacocinéticos em ratos, seria a
partir de 10 dias, atingindo pico de concentragcdo nos tecidos em 4 semanas (DAHL et al.,
2001; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2015). O SrR (630 mg/kg), administrado
durante 28 dias, reduziu significantemente a ROA induzida por ligadura. Tal achado esta de
acordo com estudo recente, onde se verificou que o SrR (900 mg/kg) durante 11 dias reduziu
de forma significante a ROA em ratos (KARAKAN et al., 2017); ou em macacos, onde
Buehler et al. (2001) demonstraram que o SrR diminuiu a reabsor¢do ¢ manteve a formagao
osseas durante a remodelagao normal dos ossos. A escolha das diferentes doses de SrR para
este trabalho teve como referéncia a dose de 625 mg/kg que tem sido utilizada em diversos
trabalhos (AMMANN et al., 2004; BAIN et al., 2009; KARAKAN et al., 2017; MIERZWA
et al., 2017), e reconhecida como segura sistemicamente ¢ ndo deletéria a estrutura dssea
(AMMANN et al., 2004; BAIN et al., 2009; CABRERA et al., 1999).

Um problema importante decorrente da periodontite ndo controlada ¢ a exposi¢cao
de raizes, podendo-se exacerbar até a exposi¢cdo das regioes de furca. Além de um resultado
com danos estéticos, constitui-se em um nicho para acimulo bacteriano (DENTINO et al.,
2013). Corroborando os estudos macroscopicos, a analise histométrica da area de furca dos
segundos molares superiores evidenciou que a ligadura causou importante lesao dessa regiao,
em consonancia com os dados de Guimardes et al. (2016). Além disso, a andlise
histopatologica da regido entre 1° e 2° molares revelou um acentuado infiltrado leucocitario
gengival, perda de inser¢ao periodontal, destruicdo parcial do cemento e acentuada reabsor¢ao
Ossea alveolar, o que estd de acordo com varios estudos do nosso grupo de pesquisa
(ALENCAR et al., 2002; BEZERRA et al., 2000; GOES et al., 2012, 2014; GUIMARAES et
al., 2016; LEITAO et al., 2004, 2005; LIMA et al., 2000, 2004). O presente estudo mostrou
que o SrR (630 mg/kg) reduziu significantemente a lesdo de furca, igualmente corroborando
os seus efeitos em nivel macroscopico, bem como diminuiu os parametros histopatologicos,
com reducdo significante do infiltrado leucocitario e da perda de insercdo periodontal, e

redu¢do da reabsorcao do osso alveolar interdental, com preservagao do cemento radicular.
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Sabe-se que o infiltrado inflamatorio agudo ¢ predominado por leucocitos
polimorfonucleares, os neutroéfilos, constituindo-se na primeira linha de defesa do organismo
(BORREGAARD, 2010; CORTES-VIEYRA; ROSALES; URIBE-QUEROL, 2016; YUCEL-
LINDBERG; BAGE, 2013). Essas células, ao chegarem ao local de inflamacio e iniciarem o
processo de fagocitose, expdem o conteudo de seus granulos, que se constitui principalmente
de espécies reativas de oxigénio, mieloperoxidase (MPO) e outras enzimas liticas
(KLEBANOFF, 2005; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). Nesse estudo, observou-se que o
infiltrado leucocitario no tecido gengival foi provavelmente predominado por neutrofilos,
visto que houve um aumento na atividade da MPO, considerada um marcador da presenca de
neutréfilos nos tecidos. Nesse estudo, o SrR, apos 28 dias de tratamento, embora tenha
reduzido o infiltrado leucocitario visto no tecido periodontal, ndo reduziu a atividade da MPO.
Este resultado sugere que o SrR talvez ndo atua sobre neutrofilos ou sobre o mecanismo de
influxo dessas células, ao menos no tempo observado. Esse resultado foi semelhante ao de um
estudo recente, onde se observou que o SrR, administrado por via oral uma hora antes da
injecdo intra-articular de zymosan, ndo reduziu o influxo celular e a atividade da MPO na
membrana e fluido sinoviais, em modelo de inflamacao da articulagdo temporomandibular
(ATM) induzida por zymosan em ratos (ALVES et al., 2017).

Além de neutréfilos, leucdcitos mononucleares contribuem para o influxo celular,
entre eles, linfocitos T helper (Th), em especial o Th17, e mondcitos/macrofagos, que sao
grandes produtores de citocinas como TNF-a, IL-1B e outras interleucinas pré-inflamatorias
(PAGLIARI et al., 2015; WALSH; CHOI, 2014). O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria
pertencente a uma superfamilia, da qual faz parte também o RANKL, e ¢ o primeiro fator a
ser liberado na cascata da inflamagdo. IL-1B ¢ uma citocina pleiotropica e ¢ libera em
sequéncia ao TNF-a nos processos inflamatérios agudos (CUNHA et al., 2005; PAGLIARI et
al., 2015). No tecido 6sseo e no periodonto, essas citocinas sao produzidas principalmente por
macrofagos e células mesenquimais da medula 6ssea, mas também por linfocitos T ativados e
fibroblastos do ligamento periodontal (KARNES; DAFFNER; WATKINS, 2015; PAGLIARI
et al., 2015; WALSH; CHOI, 2014; YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). No osso, TNF-a e
IL-1B agem em conjunto em osteoblastos, aumentando a expressao de RANKL e diminuindo
a de osteoprotegerina (OPG). Além disso, o TNF-a e a IL-1p também podem agir em pré-
osteoclastos, induzindo a fusdo destes e a ativacdo de osteoclastos (PAGLIARI et al., 2015;
WEITZMANN, 2017). Entdo, avaliou-se a expressao das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-
1B no tecido periodontal das ratas, através da imunomarcacao para essas citocinas. Observou-

se, nesse modelo, aumento significante do nimero de células imunomarcadas para TNF-a e
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IL-1B. O SrR (630 mg/kg) reduziu a imunomarcacao para TNF-a e IL-1B nas hemimaxilas
com periodontite, o que sugere que o perfil antirreabsortivo 6sseo do SrR teve relacdo com
seu efeito anti-inflamatoério nesse modelo. De fato, tal efeito redutor de TNF-a pelo SrR foi
observado recentemente em modelo de inflamac¢ao da ATM induzida por zymosan, no qual os
autores demonstraram que o SrR reduziu a imunomarcacao para TNF-a nesse tecido, e
sugeriram a citocina como um novo alvo para o StR (ALVES et al., 2017). Observou-se
também a reducao da expressao de IL-1P no tecido sinovial da articulacao de cachorros pelo
tratamento com SrR em modelo de osteoartrite nesses animais (PELLETIER et al., 2013).
Como demonstrado aqui e nos demais estudos citados, o SrR reduziu TNF-a e IL-1p.
Entretanto, permanece desconhecido por quais mecanismos o SrR esta realizando essa agao,
portanto, sugerimos mais estudos nesse sentido.

Apesar de a literatura sugerir varios mecanismos pelos quais o SrR reduziria a
expressdo de citocinas e alteraria a razdo RANKL/OPG e, consequentemente, reduziria a
reabsor¢ao 0ssea, ainda ndo se sabe ao certo quais vias de sinalizagdo seriam responsaveis por
esses efeitos (PILMANE et al., 2017). Nesse estudo sugeriu-se que a redugdo da expressao de
TNF-a e IL-1pB pelo tratamento com SrR pode estar contribuindo para menor ROA observada
no modelo em questdo. Sabendo-se que TNF-a e IL-1p induzem a expressao de RANKL e
reduzem a de OPG, portanto alterando essa relagdo, e consequentemente ativam osteoclastos,
também avaliamos a marcacdo imuno-histoquimica para RANKL e OPG, e para enzima
fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP). Observou-se que 28 dias de ligadura aumentou
significantemente o numero de células imunocoradas para os marcadores Osseos de
reabsor¢ao, RANKL e TRAP, em consonancia com estudo recente do nosso grupo de
pesquisa, em que se observou que a ROA induzida por ligadura aumentou o nimero de
células imunomarcadas para RANKL e TRAP (GUIMARAES et al, 2016). Na
imunomarcacao para OPG, observou-se leve redugao apds 28 dias de ligadura, mas esta ndo
foi significante. Karakan et al. (2017) analisaram os niveis de OPG, utilizando o ELISA, em
amostras do soro de ratos submetidos a ligadura e tratados com SrR por 11 dias, e ndo
observaram diferengas estatisticas nos niveis de OPG entre os grupos controle, ligado e
tratados.

O RANKL pertence a superfamilia do TNF e ¢ a principal citocina responsavel
pela ativacao da osteoclastogénese, produzida por varios tipos celulares, principalmente
osteoblastos ativos. Por outro lado, OPG, também sintetizada por osteoblastos, ¢ um receptor
com alta afinidade para RANKL, que impede a interagio RANK-RANKL, consequentemente
exercendo agdo antiosteoclastogénica (IKEDA et al., 2003; WALSH; CHOI, 2014). Nesse
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estudo, observou-se que o SrR, na dose de 630 mg/kg, reduziu a imunomarcacdo para
RANKL no periodonto submetido a ligadura. Resultado semelhante foi demonstrado
recentemente em outro trabalho com SrR (KARAKAN et al., 2017). Observou se que o StR
(630 mg/kg) aumentou a imunomarcagao para OPG, mas ndo de forma significante. Isso pode
sugerir que o SrR esteja agindo primariamente na redugao da expressao de RANKL, com
menos influéncia sobre a expressao de OPG. Em conjunto, a razdo RANKL/OPG aumentada
indica maior interagdo RANK-RANKL e, portanto, um aumento da osteoclastogénese. A
menor razdo RANKL/OPG decorrente do tratamento com o SrR observada em nosso estudo
denota a agdo antirreabsortiva 0ssea do farmaco nesse modelo. Tais achados podem ser
corroborados pela menor imunomarcagdo para TRAP induzida por SrR. Assim sendo, tal
reducdo deve estar relacionada a menor expressao das citocinas inflamatérias. Trabalhos do
nosso grupo de pesquisa ja t€ém demonstrado a capacidade de farmacos anti-inflamatérios
naturais (GUIMARAES et al., 2016) e antirreabsortivos 6sseos (GOES et al., 2014) em
reduzir a imunomarcagdo para TRAP em periodonto de ratos. A TRAP ¢ uma metaloenzima
altamente expressa por osteoclastos, além de mondcitos e macréfagos, e esta relacionada
principalmente com a regulacdo do citoesqueleto do osteoclasto e a formagao da borda em
escova, além da degradacao de proteinas Osseas durante o processo de reabsor¢do Ossea
(HAYMAN; COX, 2004).

Até este ponto do trabalho, sugerimos que o efeito antirreabsortivo do SrR esteve
relacionado a redu¢ao de TNF-a e IL-18 e, consequentemente, menor ativagdo do eixo
RANKL/OPG. Mas considerando-se que o SrR exerce efeitos antirreabsortivos € anabolicos
0sseos, nesse estudo foram analisados os niveis séricos da fosfatase alcalina isoforma 6ssea
(FAO), enzima que tem sido muito utilizada na avaliagao de pacientes com patologias 6sseas
e em estudos pré-clinicos envolvendo metabolismo 06sseo e farmacos antirreabsortivos
(COLEMAN et al., 2008; MEUNIER et al., 2004; VAISMAN; MCCARTHY; CORTIZO,
2005), inclusive durante a ROA induzida por ligadura (GOES et al., 2012, 2014;
GUIMARAES et al., 2016; KARAKAN et al., 2017). A FAO é uma metaloenzima de
membrana sintetizada pelo osteoblasto e estd envolvida no processo de mineralizacdo da
matriz coldgena e formacao 0ssea (FERNANDEZ; KIDNEY, 2007; VAN HOOF; DE BROE,
1994). Nesse estudo, observou-se reducgdo significante dos niveis séricos da FAO, decorrente
dos 28 dias de ligadura, o que estd de acordo com dados do nosso laboratério (GOES et al.,
2012, 2014; GUIMARAES et al., 2016). Contudo, verificou-se que o SrR (630 mg/kg)
preveniu a redug¢do dos niveis séricos da FAO, durante o referido periodo de tempo, em

relacdo aos animais nao tratados, confirmando a atividade anabdlica 6ssea do SrR. Sabe-se
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que o SrR aumenta os niveis séricos da FAO durante o tratamento de mulheres com
osteoporose pos-menopausica (MEUNIER ef al, 2004) e homens osteopordticos
(KAUFMAN et al., 2013), com aumento da atividade osteobléstica, e consequentemente,
aumentando-se a formagao Ossea.

Um estudo, utilizando SrR em cultura de células derivadas de osteossarcoma de
ratos, demonstrou que o Sr, na presenca de cofatores magnésio e zinco, aumentou a atividade
da FAO através de sua interacao direta com a enzima. No estudo, sugeriu-se que o Sr se liga a
sitios especificos dentro da enzima e aumenta a afinidade desta por seus substratos, agindo,
portanto, como um cofator para FAO (FERNANDEZ et al., 2014). Mais recentemente, um
estudo utilizando osteoblastos primarios de calvaria de ratos, cultivados sobre “scaffolds” de
0sso bovino, demonstrou que o SrR aumentou a atividade da FAO, melhorando a
mineralizacdo do material bovino (SILVA, G. A. B. et al., 2018).

Sabe-se que a FAO ¢ uma das varias isoformas de fosfatase alcalina, enzima
abundante tanto em placenta, figado e intestino, como nos ossos, onde ¢ predominante
(FERNANDEZ; KIDNEY, 2007; VAN HOOF; DE BROE, 1994). O SrR (630 mg/kg)
preveniu a reducdo da fosfatase alcalina total (resultados ndo mostrados), com valores
semelhantes aos basais, o que estd de acordo com a literatura, em que o SrR preveniu a
redugdo da FAO e da fosfatase alcalina total em ratas ovariectomizadas (MARIE ef al., 1993)
ou nao ovariectomizadas (AMMANN et al., 2004), relacionando que as alteragdes nessa
enzima foram de origem Ossea. Sistemicamente, o StR ndo causou alteragdes significantes no
figado, visto ndo ter alterado os niveis de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), bem como se mantiveram os indices hepaticos semelhantes aos
valores normais dos animais. De forma geral, esses dados estdo de acordo com Ammann et al.
(2004), os quais observaram que o tratamento com SrR (625 mg/kg) durante 2 anos em ratos e
ratas intactas ndo causou toxicidade hepatica; e também com a European Medicines Agency
(2015), relatando que o SrR nao inibe as enzimas do citocromo P450, ¢ ndo causa maiores
alteragdes nos niveis sé€ricos de transaminases hepaticas. Ademais, o SrR, na maior dose
utilizada, reduziu significantemente a leucocitose ao final de 28 dias de tratamento, quando se
observou também que o SrR ndo alterou a cinética da curva de peso dos animais, o que
reforga que o SrR foi seguro e relativamente bem tolerado nesse estudo.

Em suma, o SrR apresentou efeito antirreabsortivo 6sseo alveolar por reduzir as
citocinas TNF-a e IL-1B, com consequente redugdo da ativagao do eixo RANKL/OPG, bem
como por aumentar o anabolismo 6sseo. Os resultados desse estudo reforgcam que o SrR age

por um mecanismo dual, mas também evidenciam que o farmaco possui efeito
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imunomodulador, reduzindo citocinas pro-inflamatodrias. Reunidas, essas informagdes tornam-
se de suma importancia para comunidade cientifica, no tocante ao conhecimento das
propriedades do SrR, e abrem possibilidades para mais estudos com foco em seus efeitos anti-
inflamatoérios. E ainda, colocam o firmaco em uma posicao mais elevada como alternativa
terapéutica para as doengas osseoinflamatorias, considerando-o um agente modulador da

resposta do hospedeiro.
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7 CONCLUSAO

O efeito antirreabsortivo 6sseo alveolar do ranelato de estroncio esta relacionado a
redugdo das citocinas pro-inflamatorias no periodonto, com consequente reducao da

ativacao do eixo RANKL/OPG.

A reducao da reabsor¢ao 6ssea alveolar durante o tratamento com ranelato de estroncio

também pode estar relacionada com o aumento do anabolismo 6sseo.

A eficacia do ranelato de estroncio como antirreabsortivo 6sseo foi acompanhada por

relativa seguranga sistémica nesse estudo.
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Fotomicrografias dos controles negativos das imuno-histoquimicas

para TNF-a, IL-1p, RANKL, OPG ¢ TRAP
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Controles negativos das analises imuno-histoquimicas para TNF-a (A), IL-1 (B),
RANKL (C), OPG (D) e TRAP (E). Aumento de 200x.
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