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RESUMO

As doencas periodontais possuem alta prevaléncia na populacdo mundial e manifestam-se,
principalmente, em duas entidades distintas, a saber: a gengivite induzida pela placa
bacteriana e a periodontite. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma formulagéo
contendo um doador de Oxido nitrico, o S-nitrosoglutationa (GSNO), em matriz
mucoaderente (HPMC) que permite a aplicacdo topica e difusdo lenta do GSNO na doenca
periodontal experimental (DPE). A DPE foi induzida por inser¢do de um fio de nailon 3.0 ao
redor do segundo molar superior esquerdo, sendo utilizados o0s seguintes grupos
experimentais: Grupo naive, Grupo tratado com HPMC e Grupos tratados com GSNO em
diferentes concentragbes (0,5, 2 ou 10 mM). Em seguida foram avaliados 0s seguintes
parametros: andlise do indice de perda dssea alveolar, dosagem de fosfatase alcalina 0ssea,
andlise histopatoldgica, dosagem de citocinas TNF-a e IL-1p, IL-10, imunohistoquimica para
INOS, RANK, RANK-L, OPG e TRAP dosagem de nitrito e nitrato, determinagéo dos
niveis de glutationa reduzida (GSH) e determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e
gPCR para TNF-a, RANK, RANK-L/OPG. O GSNO reduziu a perda 0ssea, aumentou a
fosfatase alcalina dssea, reduziu o infiltrado inflamatério, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias IL-1p e TNF-o, reduziu a expressao génica de TNF-a, RANK e RANKL/OPG e
a expressdo proteica de iINOS, RANK e RANK-L,TRAP e aumentando a de OPG. Além
disso, GSNO reduziu o estresse oxidativo, aumentando GSH e diminuindo MDA e NOx.
Concluimos que 0 GSNO em gel com matriz mucoaderente é promissor para o tratamento da
doenca periodontal, porém estudos clinicos sdo necessarios para avaliar seu efeito e sua
toxidade.

Palavras-chave: S-nitrosoglutationa. Doencas periodontais. Doadores de 6xido nitrico.



ABSTRACT

Periodontal diseases, highly prevalent disease in worldwide population, manifest primarily in
two distinct entities: plaque-induced gingivitis and periodontitis. In this study, we evaluated
the effect of a formulation containing nitric oxide donor, S-nitrosoglutathione (GSNO), in
mucoaderente matrix (HPMC) in experimental periodontal disease (EPD). This mucoaderente
formulation allows topical application and slow diffusion of GSNO. DPE was induced by
insertion of a 3.0 nylon suture around the left upper second molar. Animals was divided in
groups: naive, non-treated group, and groups treated with HPMC or GSNO (0.5, 2 and 10
mM). To evaluate the GSNO effects in DPE, we measured: the rate of alveolar bone loss,
serum bone alkaline phosphatase, histopathology  scores, cytokine assay,
immunohistochemistry for iNOS, RANK, RANKL, OPG and TRAP, nitrite and nitrate levels,
glutathione (GSH) levels and malondialdenyde (MDA) levels. Gene expression TNF-a,
RANK, RANK-L and OPG was measured by qPCR. The GSNO reduced the bone loss,
increased bone alkaline phosphatase, decreased the inflammatory cell infiltrate, decreased the
release of proinflammatory cytokines (IL-1f and TNF-a and I1L-10), diminish gene expression
of TNF-a, RANK and RANL/OPG and the iNOS, RANK and RANK-L protein expression,
increasing OPG protein expression. Moreover, GSNO reduced oxidative stress, increasing
GSH and decreasing MDA and NOx levels. In conclusion, GSNO in mucoaderente
formulation promise to improve periodontal disease treatment. However, clinical trials are

required to evaluate effect and toxicity GSNO.

Keywords: S-nitrosoglutatione. Periodontal diseases. Nitric oxide donors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Periodonto

O periodonto € um complexo tecidual que liga o dente ao osso da maxila ou da
mandibula e forma unidade estrutural e funcional constituida pela: gengiva, ligamento
periodontal, cemento e 0sso alveolar (Figura 1). Estes trés Gltimos componentes constituem o
periodonto de insercdo, enquanto a gengiva compde o periodonto de protecdo (PETERSEN;
OGAWA, 2005).

A gengiva € o elemento do periodonto que se sobrepbe ao 0sso alveolar e envolve
toda porc¢do cervical do dente. Constitui o Unico dos tecidos periodontais que é diretamente
visivel sob a inspecdo em condi¢des normais (HOLMSTRUP, 2001). Pode ser dividida em
gengiva inserida, que apresenta coloracdo rosada e consisténcia firme, e gengiva marginal
livre, a qual é arredondada de modo a formar uma pequena invaginacdo ou sulco entre o
tecido gengival e o dente (sulco gengival). De forma geral, a gengiva é formada por densas
redes de fibras colagenas que promovem firmeza do tecido, insercdo ao cemento e 0SSO
alveolar (LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2010).

O ligamento periodontal é formado por tecido conjuntivo denso vascularizado
com substancia fundamental amorfa. As fibras colagenas do ligamento periodontal ligam o
cemento radicular ao 0sso alveolar e situam-se no estreito espaco entre esses dois,
promovendo a ancoragem do dente. O colageno tipo | representa aproximadamente 80% do
componente das fibras do ligamento periodontal, sendo o tipo Il 0 segundo mais comum
(CARRANZA; BERNARD, 2004). Além dessas, existem também algumas fibras el&sticas, as
quais estdo incorporadas na parede dos vasos sanguineos arteriais (HOLMSTRUP, 2001).

O cemento radicular consiste em um tecido calcificado especializado que recobre
a superficie radicular dos dentes. Sua funcéo é fixar as fibras do ligamento periodontal, bem
como contribuir para o processo de reparo apds danos a superficie radicular. O osso alveolar
estd continuamente sofrendo remodelacdo como resultado de sua adaptacdo (LINDHE;
KARRING; ARAUJO, 2010; HOLMSTRUP, 2001).
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Figura 1- Desenho esquematico do dente com seu periodonto, G: gengiva, C: cemento,
LP: ligamento periodontal. OA: osso alveolar, PA: processo alveolar, GL: gengiva livre;

GI: gengiva inserida; JMG: juncdo mucogengival. Adaptado de Carranza e Bernard (2004).

GL

Gl

JMG

Fonte: Wolf et al, 2006.
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1.2 Doenca Periodontal

As doencas periodontais (DPs) possuem alta prevaléncia na populacdo mundial e
manifestam-se, principalmente, em duas entidades distintas, a saber: a gengivite induzida pela
placa bacteriana e a periodontite. A gengivite é uma inflamacdo gengival sem perda de
insercdo, causada pelo biofilme bacteriano que se acumula na superficie dental adjacente a
gengiva. E caracterizada pelo aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular e
pelo influxo de células (leucécitos polimorfonucleares e mondécitos-macréfagos) do sangue
periférico para o tecido conjuntivo periodontal (KINNEY; RAMSEIER; GIANNOBILE,
2007).

Por outro lado, a periodontite caracteriza-se por inflamacdo que se estende as
estruturas periodontais mais profundas com perda de insercdo, destruicdo de colageno e
reabsorcdo Ossea (KINNEY; RAMSEIER; GIANNOBILE, 2007; PIHLSTROM,;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). Se a doenca ndo for tratada, a destruicdo Ossea
continua levando a mobilidade do dente com perda dentaria subsequente (KINNEY;
RAMSEIER; GIANNOBILE, 2007).

A periodontite, a qual € considerada uma importante causa de perda dentaria em
adultos, constitui um fator de risco significante para as doencas diabetes tipo Il, parto
prematuro e doengas cardiovasculares (MATTHEWS et al.,, 2006; PANJAMURTHY;
MANOHARAN; RAMACHANDRAN, 2005; PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON,
2005). No Brasil, segundo dados do Ministério da Salde, as doencas periodontais
apresentaram alta incidéncia e prevaléncia na populagdo brasileira, em que apenas 22% dos
adultos e 8% dos idosos exibiram satde periodontal (BRASIL, 2004).

Gaio et al. (2012) avaliaram o indice da doenca periodontal no sul do Brasil e
observaram uma incidéncia de 79% de idosos com doenca periodontal. Com o aumento da
expectativa de vida da populagédo, espera-se um crescimento na prevaléncia e gravidade da
doenca, ja que o numero de pessoas que conservam seus dentes naturais também tem se
tornado maior (GOLUB; RYAN; WILLIAMS, 1998).

A cavidade oral possui uma consideravel microbiota vivendo em simbiose com o
hospedeiro saudavel. Estima-se que mais de 700 espécies bacterianas colonizam a cavidade
oral, das quais 400 colonizam a érea subgengival (LOPEZ-PIRIZ; AGUILAR; GIMENEZ,
2007). Esta microbiota é formada tanto por espécies aer6bicas como anaerdbicas. Esses
microrganismos crescem na superficie do dente como um complexo biofilme com col6nias
interdependentes (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). A deficiéncia da
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higiene oral leva a um aumento da quantidade de microrganismos no biofilme. Com isso,
havera mudancas nos fatores ecoldgicos locais, o que levara a alteracBes nos microrganismos
e permitira o aparecimento de novas espécies (RODRIGUES; NEWMAN, 2002). Assim, 0s
microrganismos que eram principalmente gram-positivos facultativos e sacaroliticos sdo
substituidos por uma microbiota bacteriana predominantemente gram-negativa, anaerobica e
proteolitica (LOPEZ-PIRIZ; AGUILAR; GIMENEZ, 2007). Além das bactérias, outros
microrganismos podem compor o biofilme, tais como fungos, protozoarios e virus
(RODRIGUES; NEWMAN, 2002).

De forma particular, espécies gram-negativas anaerdbicas estdo aumentadas na
placa subgengival como também na doenga periodontal grave, mostrando que uma alteracéo
neste microambiente contribui para a destruicdo tecidual. NUmeros crescentes de varias
espécies bacterianas, incluindo Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella
forsythia, Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Prevotella spp., Peptostreptococcus
micros, Streptococcus intermedius e Fusobacterium nucleatum, estdo elevados em
pacientes com periodontite e a presenca destes microrganismos esta positivamente
correlacionadas com o aumento da profundidade da bolsa periodontal e da perda progressiva
do ligamento periodontal (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS, 2013; KESAVALU et al.,
2007).

Dados semelhantes foram encontrados em nosso laboratério, onde mostramos
gue a microbiota bacteriana presente no tecido gengival de ratos submetidos a doenca
periodontal experimental (DPE) era composta, principalmente, de Fusobacterium nucleatum
e bacilos Gram-negativos pigmentados, sendo diferentes da microbiota de ratos normais, isto
é, sem DPE (MENEZES et al., 2005).

A maioria destes microorganismos pode causar destruicdo tecidual por meio de
duas formas: diretamente, através da invasdo do tecido pelos mesmos, os quais liberam
substancias nocivas que induzem morte celular e necrose tecidual; e, indiretamente, através da
ativacdo de células inflamatorias que produzem e liberam mediadores com potentes atividades
pro-inflamatoria e catabdlica (BASCONES-MARTINEZ et al., 2009).

Embora as bactérias sejam fatores etioldgicos, a progressao e a gravidade da
doenga periodontal sdo determinadas pela resposta imune e inflamatoria do hospedeiro
(BASCONES-MARTINEZ et al., 2009; HONDA et al., 2006; VAN DYKE; SERHAN,
2003). A resposta do hospedeiro diante dos microrganismos patogénicos envolve uma

complexa organizacdo entre os componentes celulares e humorais do sistema imune. A
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evolucdo da gengivite para periodontite e o ritmo de progressédo da periodontite ndo podem
ser explicados somente pela presenca da microbiota (BASCONES-MARTINEZ et al., 2009).

A resposta imunoinflamatoria que ocorre nos tecidos periodontais devido a
presenca cronica do biofilme bacteriano resulta na destruicdo dos componentes estruturais
do periodonto, levando aos sinais clinicos da doenga periodontal (PIHLSTROM,;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005) (Figura 2).

Figura 2 - Os sinais clinicos e patoldgicos das doencas periodontais sdo definidos
pela resposta do hospedeiro perante o biofilme bacteriano.
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Fonte: Kornman (2001).

A primeira linha de defesa contra as bactérias patogénicas presentes no
periodonto é formada pelos leucdcitos polimorfonucleares (PMN). Estes constituem 90% dos
leucdcitos existentes na cavidade oral, sendo os 10% restantes constituidos por células
mononucleares. No sulco gengival, os PMNs tentam eliminar as bactérias através da
fagocitose. Além disso, essas células liberam substancias inflamatérias e antibacterianas
capazes de eliminar os microrganismos, tais como lisozima, lactoferrina, fosfatase alcalina,
hidrolases &cidas, proteinas catidnicas, mieloperoxidase (MPQO), bem como espécies reativas
de oxigénio (BASCONES-MARTINEZ et al., 2009; SATO et al., 2008; MIYASAKI;
NEMIROVSKIY, 1997; OVER et al., 1993).

Contudo, algumas bactérias periodontopatogénicas escapam dos neutrdfilos
produzindo um fluxo constante desses fagdcitos no sulco gengival, ocasionando a
degranulacio e o acimulo continuo destas células (BASCONES-MARTINEZ et al., 2009).
Nos granulos azurofilicos dos neutréfilos, ha uma enzima denominada mieloperoxidase
(MPO), a qual é considerada antibacteriana devido as espécies reativas geradas a partir do

sistema MPO-H202-haleto. Contudo, em condi¢fes patologicas, a ativacdo persistente do
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sistema MPO-H202 dos fagocitos ativados pode afetar adversamente os tecidos (MALLE et
al, 2007; YAMALIK et al., 2000; OVER et al.,1993; BRADLEY; CHRISTENSEN;
ROTHSTEIN, 1982).

A MPO pode ser considerada um indicador do acumulo de neutrdfilos no tecido.
Quando os tecidos periodontais encontram-se inflamados, ocorre um aumento no nimero de
PMNs nestes tecidos e, consequentemente, ha uma elevacdo na atividade da MPO
(MARCACCINI et al., 2010; BORGES JUNIOR et al., 2007; OVER et al., 1993). Em nosso
laboratdrio, foi mostrado que a atividade de MPO encontra-se aumentada em gengiva de ratos
submetidos a DPE na 6 hora ap6s a inducdo da doenca (MENEZES et al., 2005). Foi
demonstrado que a atividade da MPO apresenta-se significativamente menor ap0s terapia
periodontal ou em pacientes periodontalmente saudaveis (MARCACCINI et al., 2010;
BORGES JUNIOR et al., 2007; OVER et al., 1993).

A infiltracdo dos PMNs e sua ativacdo nos tecidos inflamados sdo mediadas
por quimiocinas, moléculas de adesdo e citocinas, entre estas podemos citar interleucina-1p
(IL-1B), IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF). Estas citocinas sdo consideradas pro-
inflamatdrias. Em contrapartida, os neutréfilos ativados podem produzir mais destes
mediadores levando a uma auto-amplificacdo do recrutamento e da ativacdo dos PMNSs,
amplificando e perpetuando a resposta inflamatéria e a destruicdo tecidual (VAN
DYKE; SERHAN, 2003; LIU et al., 2001).

As citocinas sdo proteinas sollveis, as quais transmitem informacdes de uma
célula a outra atraves de mecanismos autdcrinos ou paracrinos. Em geral, as citocinas atuam
com a finalidade de eliminar microrganismos parasitas e reparar o dano tecidual. Contudo, as
citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-18 e TNF-a, desencadeiam eventos de sinalizagdo
intracelular e comportamentos celulares catabolicos através de ligagOes especificas a seus
receptores (OATES; GRAVES; COCHRAN, 2002; KENDALL; MARSHALL; BARTOLD,
2001; PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

As citocinas desempenham importante papel na patogénese da doenca periodontal.
As principais citocinas envolvidas na periodontite sdo a IL-1p e TNF-q, as quais estdo em
concentracdes elevadas nesta patologia. Estas citocinas atuam direta e sinergicamente
estimulando a degradacdo da matriz de tecido conjuntivo, recrutamento e/ou ativacdo dos
osteoclastos e a reabsor¢do 6ssea (LIU et al., 2001; PAQUETTE; WILLIAMS, 2000;
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KJELDSEN et al., 1995). Elas compartilham muitas propriedades biolégicas em virtude de
estimularem mensageiros intracelulares semelhantes, mesmo por diferentes mecanismos,
ativando a mesma cascata de metabolismo intracelular (KOBAY ASHI et al., 1999).

Os niveis destas citocinas no sulco gengival relacionam-se diretamente a
gravidade da doencga periodontal (GORSKA et al., 2003). Shaddox et al. (2011), mostraram
em seu estudo que os mediadores inflamatdrios TNF-a e INFy, IL1 B, IL2, IL6, IL10,
1112p40, fator estimulador de colénias granulocito- macrofago (GM-CSF) e MIP1-a se
apresentam elevados na doenca periodontal avancada quando comparado a gengiva saudavel.

A IL-1p é uma citocina multifuncional, que afeta muitos tipos celulares e possui
potentes propriedades inflamatérias e estimulatorias. E sintetizada predominantemente pelos
macrofagos/mondcitos e linfocitos, contudo, pode ser produzida por outras células, tais
como neutrdfilos, fibroblastos, queratindcitos e células epiteliais. Essa citocina desempenha
um importante papel na patogénese da doenga periodontal destrutiva. Sua producdo nos
tecidos gengivais inflamados e no fluido crevicular dos pacientes com periodontite € elevada,
mostrando-se diminuida apds tratamento periodontal (LINS et al., 2007; KELES et al.,
2005; BOCH; WARA-ASWAPATI; AURON, 2001; KOBAYASHI et al., 1999).

A IL-1p estimula a producdo de mediadores catabolicos do tecido conjuntivo
e do o0sso, incluindo a propria IL-1B, IL-6, TNF-a, prostaglandina E2 (PGE2) e
metaloproteinases de matriz (MMP). Esses fatores contribuem para a perpetuacdo da
degradacdo do tecido conjuntivo, bem como com o recrutamento e ativacdo dos osteoclastos
(BOCH; WARA-ASWAPATI; AURON, 2001; EBERSOLE; CAPPELLI, 2000;
PAQUETTE; WILLIAMS, 2000). Ressalta-se que a atividade &steo-reabsortiva da IL-1B
parece ser prostaglandina-dependente. Além da estimulagdo osteoclastica, esta citocina
também exerce quimiotaxia para neutrofilos e macréfagos (LINS et al., 2007). Ademais,
promove a ativacao de linfécitos T, proliferacdo de linfocitos B e estimula¢do da producéo de
anticorpos, modulacdo da funcdo da célula endotelial, o qual inclui a liberacio de GM-
CSF, prostaciclina (PGI2) e sintese do fator ativador de plaquetas (PAF) (PREISS; MEYLE,
1994).

O TNF-o € uma proteina trimérica, secretada por mondcitos-macrofagos e
desempenha um papel fundamental na doenca periodontal como mediador da destruicdo
tecidual (LINS et al., 2007; SANDROS et al., 2000; EBERSOLE; CAPPELLI, 2000;
ROSSOMANDO; WHITE, 1993). Essa citocina exerce importante papel
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na ativacdo dos osteoclastos, estimulando a reabsorcdo 6ssea. TNF-a estimula a producédo
local de prostaglandina, induz a secrecdo de MMP, as quais realizam a dissolu¢do da matriz
organica secretada pelo osteoblasto, resultando em perda dssea local. (LINS et al., 2007,
SANDROS et al., 2000; ROSSOMANDO; WHITE, 1993). Além disso, 0 TNF-a também
auxilia os leucocitos em sua capacidade de adesdo as células endoteliais, aumentando sua
capacidade de fagocitose e sua quimiotaxia (LINS et al., 2007). Experimentos in vitro
mostraram que essa citocina também é capaz de modular a funcdo dos leucécitos
polimorfonucleares (MEY LE, 1993).

Nosso grupo demonstrou a importancia do TNF-o na doenga periodontal
experimental em ratos, através de estudos com inibidores da sintese de TNF -o
(clorpromazina, pentoxifilina e talidomida), mostrando que estes reduziram de forma
significativa o indice de perda 0ssea, as alteracGes histoldgicas e a leucocitose 11 dias apos a
inducdo da doenga (LIMA et al., 2004; LIMA et al., 2000). Os metabdlitos do &cido
araquidonico também desempenham papel fundamental na doenca periodontal. Eles s&o
importantes mediadores catabdlicos desta patologia, uma vez que sdo potentes estimuladores
da reabsorcdo Ossea, estdo presentes nos tecidos gengivais e estdo elevados em individuos
com periodontite. Esses compostos sdo sintetizados a partir da metabolizacdo do acido
araquidonico, atravées da acdo da COX e lipoxigenase, e liberados em resposta a lesdo tecidual
local. Como exemplos destes metabélitos, podemos citar prostaglandinas, PGI2, tromboxanos
(TX), leucotrienos (LT) e outros acidos hidroxieicosatetraendicos (HETE) (PAQUETTE;
WILLIAMS, 2000).

As prostaglandinas resultam da acdo da COX sobre o acido araquiddnico.
Atualmente, sdo conhecidas trés isoformas de COX. A COX-1 é uma enzima constitutiva,
encontrada em quase todas as células e possui fungdes fisioldgicas, tais como citoprotecdo da
mucosa gastrica. A COX-2 € expressa durante a reacdo inflamatéria e promove a
diferenciacdo celular, a mitogenése e a transducdo de sinais. Elevados niveis de COX-2 sao
encontrados em varias doencas inflamatdrias, entre as quais podemos citar artrite e
periodontite (ZHANG et al., 2003; VANE; BOTTING, 1998). Contudo, é importante
ressaltar que a COX-2 também ¢€ fisiologica e estd presente em diversos 0rgaos e tecidos
normais, como cerebro, rins, 0ssos e endotélio vascular (GOLDEN; ABRAMSON, 1999). A
terceira isoforma, a COX-3,6 considerada uma variante de COX-1 e é encontrada
principalmente no cortex cerebral e no coragdo (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).
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A prostaglandina E2 (PGE2) esta envolvida na destruicdo tecidual que ocorre na
periodontite. S&o encontrados elevados niveis de PGE2 na gengiva e no fluido crevicular
gengival de pacientes com esta patologia (AZOUBEL et al., 2008; ZHANG et al., 2003;
PAQUETTE; WILLIAMS, 2000). Ela promove vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, bem como a reabsor¢édo 0ssea pelos osteoclastos (ZHANG et al., 2003).

A eficacia dos antiinflamatorios ndo-esteoidais (AINES) no tratamento da
doenca periodontal estd associada a inibicdo dos metabdlitos do acido araquiddnico
(PAQUETTE; WILLIAMS, 2000). Lohinai et al. (2010) mostraram um aumento
significativo nos niveis de PGE2 bem como na expressdo da isoforma COX-2 durante a
doenca periodontal experimental em relacdo ao grupo sem a doenca. Resultado semelhante
foi encontrado por Zhang et al. (2003), que mostraram niveis aumentados de COX-2 no
tecido gengival inflamado de pacientes com periodontite quando comparado com pacientes
periodontalmente saudaveis.

Em nosso laboratdrio, Bezerra et al. (2000) observaram que a inibicdo da COX-
2, promovida por AINEs, foi capaz de prevenir a perda ¢ssea alveolar na doenca periodontal
experimental. Ainda em nosso laboratério, Azoubel et al. (2007) observaram que o uso do
etoricoxib, um inibidor seletivo da COX-2, reduziu o infiltrado inflamatorio, a destruicdo das
fibras colagenas e a reabsor¢do do 0sso e do cemento na periodontite experimental. Em
outro trabalho, Azoubel et al. (2008) mostraram que o0 uso do etoricoxib por pacientes com
periodontite agressiva promoveu uma redugdo nos niveis de PGE2 no fluido crevicular
gengival em humanos, o que pode estar relacionada com a discreta melhora da condicdo
0ssea.

O 6xido nitrico (NO) também aparece na cascata inflamatoria que ocorre na
doenca periodontal. Nos tecidos periodontais, 0 NO faz parte dos mecanismos de defesa
ndo-especificos da cavidade bucal contra bactérias patogénicas, com importantes fungdes
fisiologicas em baixa concentracdo. Contudo, em resposta a um estimulo inflamatorio, sédo
sintetizadas altas concentragbes de NO, as quais sdo citotoxicas para bactérias, fungos,
protozodrios e células tumorais. Essas altas concentracfes fazem com que o NO produza
efeitos prejudiciais ao proprio hospedeiro, contribuindo para a destruicdo tecidual na
periodontite (BATISTA et al., 2002; PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

Em nosso laboratorio, foi demonstrada uma participagdo do NO nos eventos
inflamatdrios e na perda 6ssea da DPE em ratos, através de estudo com inibidores nao-

seletivos de NOS (L-NAME) e seletivos de NOSi (aminoguanidina), os quais reduziram de
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forma dose-dependente a perda 6ssea alveolar, bem como o influxo de células inflamatdrias
no local (LEITAO et al., 2005). Corroborando com dados da literatura que sugerem um
efeito dual do NO, Leitdo et al. (2004) também demonstraram que o doador de NO,
isosorbida a 5%, reduziu a perda dssea alveolar e o infiltrado celular inflamatério, além de
preservar o processo alveolar e o cemento. Esses estudos foram reforgados com um outro
trabalho do grupo (MENEZES et al., 2012) demonstrando que a aplicagdo intragengival do
doador de O&xido nitrico, s-nitroglutationa (GSNO) apresentou efeito antiinflamatorio e
antioxidante em modelos de doenca periodontal experimental, protegendo as estruturas do
periodonto.

Na doenca periodontal, também ocorre geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). A destruicdo patologica relacionada as ROS esta apoiada na presenca de infiltracdo
neutrofilica como evento principal na resposta do hospedeiro a invasao bacteriana. A presenca
do anion superéxido nos tecidos periodontais resulta primeiramente da ativacdo de fagocitos
(neutrofilos e macrdfagos) e estd envolvido na reabsorcao dssea. O radical hidroxil € capaz de
iniciar uma classica reacdo em cadeia conhecida como peroxidacdo lipidica, promovendo a
vasodilatacao e reabsorcdo 6ssea. Um exemplo do dano causado pelo perdxido de hidrogénio
é a estimulacdo da fosforilagdo do complexo NF-xB-IkB, ativando NF-xB, promovendo a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-2, IL-6, IL-8 e TNF, bem como de NOSi,
que sdo importantes para a patogénese da doencga periodontal (BORGES JUNIOR et al.,
2007).

1.3 Oxido nitrico

Furchgott e Zawadzki (1980) observaram que o relaxamento vascular em resposta
a acao da acetilcolina, necessitava de um endotélio intacto e que este efeito era mediado por
um fator humoral I&bil, que foi denominado Fator Relaxante Derivado de Endotélio (EDRF).
Em 1987, foi proposto que este EDRF seria 0 Oxido nitrico (MONCADA,; HIGGS, 2006;
MONCADA, 1991; IGNARRO et al., 1987). O 6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso,
inorganico, incolor, o qual possui sete elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio, tendo um
elétron desemparelhado, podendo difundir-se livremente através das membranas (PANNU,;
SINGH, 2006).

O NO ¢é sintetizado pela oxidagdo do nitrogénio guanidino-terminal do
aminoéacido L- arginina, formando L-citrulina como co-produto. Esta reacdo é catalisada por
uma familia de enzimas denominadas éxido nitrico sintase (NOS) (KOLIOS; VALATAS,
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WARD, 2004; VAN’T HOF; RALSTON, 1997; IANARO, 1994; MARLETTA, 1993).
Atualmente, foram identificadas trés isoformas da enzima NOS. Duas destas isoformas
apresentam-se constitutivamente no organismo, sendo denominadas NOS constitutiva (NOSc)
e foram inicialmente descritas no tecido neuronal (NOSn) ou no endotélio vascular (NOSe). A
terceira isoforma da NOS, identificada inicialmente em macrdofagos, é expressa apos
estimulacgdo por citocinas pro-inflamatorias, microrganismos ou produtos bacterianos, sendo
denominada de éxido nitrico sintase induzida (NOSi) (MONCADA; HIGGS, 2006; KOLIOS;
VALATAS; WARD, 2004; MONCADA, 1999).

Figura 3 - Etapas da sintese de NO e L-citrulina
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Fonte: Dusse et al. (2003) e Marletta (1993).

A guanilato ciclase soltvel (GCs) é o principal alvo bioguimico através do qual o
NO realiza algumas de suas funcbes fisiologicas, promovendo o aumento do segundo
mensageiro guanosina-3’,5’-monofosfato ciclico, GMPc (MONCADA; HIGGS, 2006; DIAS;
SILVA; COLOMBARI, 2006).

O NO esta presente em todos os vertebrados e desempenha importante papel
em diversos processos bioldgicos, tais como a regulagdo do tonus vasomotor, inibicdo da
agregacdo plaquetaria e da proliferacdo celular do masculo liso vascular, resposta imune e
neurotransmissdo (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007; SHISHIDO et al., 2003;
MONCADA, 1999). O NO também faz parte do arsenal de primeira defesa do organismo
com poder microbicida, possuindo acdo antibactericida, antiparasitaria e antiviral (FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).
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Contudo, o NO também pode ser um mediador pré-inflamatorio, estando
implicado na patologia de diversas doencas de origem inflamatdria, além de outras condi¢fes
patologicas, tais como cancer, diabetes, doencas neurodegenerativas, inclusive as que
envolvem reabsorcdo 6ssea, como artrite reumatoide e periodontite (LEITAO et al., 2005;
BEZERRA et al., 2004; SHISHIDO et al., 2003). Os efeitos biolégicos do NO dependem de
seu sitio de acdo, de sua fonte de producdo e de sua concentragdo (SHISHIDO et al.,
2003).

1.4 Oxido nitrico e tecido 6sseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo especializado formado por varios
componentes, incluindo ceélulas especificas (osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos),
substancias inorganicas e colageno, sendo o tipo | o de maior predominancia (TAT et al.,
2009). Este tecido estd continuamente sofrendo renovacdo e reparacdo, e a este processo
denominamos de “remodelacdo 0ssea”. Neste, a reabsorcdo é seguida da formacdo 0ssea em
ciclos constantes, orquestrados pelas células do tecido 6sseo. Os dois maiores tipos celulares
responsaveis pela remodelagdo 0ssea sdo 0s osteoclastos e os osteoblastos (TAT et al., 2009;
SARAIVA;VANT HOF; RALSTON, 1997).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas formadas pela fusdo dos
precursores mononucleares, derivados de células progenitoras hematopoiéticas da linhagem
dos mondcitos/macrofagos, que chegam ao local da reabsorcédo via corrente sanguinea (LINS
et al., 2007; TAT et al., 2009; VAN’T HOF; RALSTON, 1997). Os osteoclastos possuem
morfologia e caracteristicas proprias, como a formagdo de uma borda pregueada adjacente a
matriz calcificada em reabsorcdo. Os osteoblastos entretanto sdo células de origem
mesenquimal as quais se diferenciam a partir de células da medula 0ssea e sdo responsaveis
pela sintese de nova matriz. Essas células sdo progressivamente transformadas em ostedcitos
quando envolvidas pela propria matriz secretada (TAT et al., 2009).

Durante o ciclo de remodelacdo 6ssea, 0 0sso maduro e danificado é reabsorvido
pelos osteoclastos, atraves da secrecdo de &cidos e enzimas proteoliticas na superficie do
0ss0. Subsequentemente, os osteoclastos migram para a area do 0sso onde estd havendo
reabsorcdo e sofrem apoptose. Eles sdo repostos pelos osteoblastos, os quais sintetizam nova
matriz 0ssea (TAT et al., 2009; VAN’T HOF; RALSTON, 1997). Em condicGes fisiologicas

normais, a formacdo e a reabsorcdo Ossea sdo fenémenos acoplados e dependentes. Este
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equilibrio promove homeostase déssea incluindo a manutencdo da integridade estrutural e do
metabolismo do calcio (COCHRAN, 2008).

A triade molecular composta por RANK (receptor-ativador NF-«xB)/RANKL
(RANK ligante)/OPG (osteoprotegerina) é descrita como um sistema chave para o controle
da diferenciacdo e da funcdo dos osteoclastos. RANKL é produzido pelos osteoblastos, tanto
na forma solivel como na de membrana. Seu receptor RANK é expresso por células pré-
osteoclasticas. A interacdo entre RANK-RANKL induz a diferenciacdo e a formacdo de
osteoclastos maduros multinucleados (osteoclastogénese), estimulando, consequentemente, a
perda 6ssea. OPG também é produzida pelos osteoblastos, atua como receptor sollvel para
RANKL e exerce um efeito inibitério no processo de diferenciacdo dos pré-osteoclastos.
Dessa forma, OPG através da ligacdo com RANKL, inibe a ligacgio RANK-RANKL,
prevenindo a ativacdo de RANK e a osteoclastogénese, resultando na inibi¢cdo da reabsorgdo
6ssea. Assim, RANKL pode ser descrito como sendo pro-reabsortivo e OPG como sendo um
agente anti-reabsortivo (TAT et al., 2009; BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; HAYNES,
2003)

Durante a resposta inflamatdria, citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1p, IL-
6, IL-11, IL-17 e TNF-o, podem induzir a osteoclastogénese e perda d¢ssea pelo aumento da
expressdéo de RANKL. Adicionamente, hd uma diminuicdo da producdo de OPG nos
osteoblastos/estroma celular. Em contraste, mediadores antiinflamatérios, a saber IL-13 e
interferon-y (IFN-y), podem diminuir a expressdo de RANKL e/ou aumentar a expressdo de
OPG para inibir a osteoclastogénese (COCHRAN, 2008).

Osteoblastos e osteoclastos tanto produzem como respondem ao NO. O NO
derivado dos osteoblastos podem atuar de forma autOcrina ou paracrina, nos osteoclastos,
durante a remodelacdo Ossea (KENDALL; MARSHALL; BARTOLD, 2001). Nesse
processo, uma das formas de atuacdo do NO foi demonstrada por Fan et al. (2004) que
mostraram que o NO diminuiu a expressdo de RANKL em células do estroma da medula
6ssea in vitro, enquanto que aumentou a OPG, reduzindo, assim, o0 potencial
osteoclastogénico.

O NO derivado da NOSe é importante para a funcdo normal dos osteoblastos,
como também para a resposta anabdlica do o0sso ao estrégeno exdgeno (AGUIRRE et al.,
2001; ARMOUR et al., 2001). Riancho et al. (1995) mostraram que pequenas quantidades de
NO, as quais sdo produzidas constitutivamente pelos osteoblastos, podem atuar como

estimulador autécrino do crescimento do proprio osteoblasto. Estudos mostram que doadores
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de NO estimulam o crescimento e a diferenciagéo dos osteoblastos in vitro (MANCINI et al.,
2000; BUTTERY et al., 1999).

Entretanto, altas concentracbes de NO, tais como aquelas produzidas apos
estimulacgdo de citocinas pré-inflamatorias, possuem potente efeito inibitdrio no crescimento e
diferenciacdo dos osteoblastos (RALSTON et al., 1994; DAMOULIS; HAUSCHKA, 1994),
0 qual deve ser, pelo menos parcialmente, em virtude do efeito pré-apoptédtico do NO sobre
os osteoblastos (DAMOULIS; HAUSCHKA., 1994).

De acordo com Van’t Hof e Ralston (1997), altas concentracdes de NO exdgeno
inibem a atividade e formacdo dos osteoclastos e este efeito é devido a apoptose dos
progenitores dos osteoclastos. Contudo, Fukada et al. (2008) mostrou que o NO enddgeno
derivado da NOSi regula os efeitos das citocinas pro-inflamatdrias no 0sso e € essencial para
a progressao das lesdes osteoliticas na periodontite apical experimental.

Um possivel mecanismo para a inibicdo da atividade osteoclastica pelo NO é a
modificacdo da catepsina K. A catepsina K é uma cisteina protease lisosomal, é altamente
expressa nos osteoclastos e desempenha um papel fundamental no mecanismo de reabsorcao
Ossea, em virtude de ser uma das poucas proteases capaz de degradar o colageno, o qual
representa 90% da proteina do osso. Tem sido mostrado que o NO bem como varios doadores
de NO, podem inibir a atividade da catepsina K purificada (PERCIVAL et al., 1999).

1.5 S-Nitrosotiol e S-Nitrosoglutationa

Os S-nitrosotidis (RSNO) sdo compostos com estrutura genérica RSNO e foram
sintetizados pela primeira vez em 1840 (HOGG, 2000). Eles emergiram como uma importante
classe de drogas, que formam, a partir de sua degradacdo, NO e o dissulfito
correspondente (NGUYEN et al., 1992).

Os S-nitrosotidis (RSNO) contém uma ligacdo quimica simples entre um grupo
tiol (sulfidril) e a molécula de NO (SIMOES, 2006; MILLER; MEGSON, 2007). Eles
sdo doadores de NO e atuam também como reservatérios e transportadores de NO in vivo,
devido a sua grande estabilidade em comparacdo ao NO livre (BUTLER; RHODES, 1997,
AL-SA’DONI; FERRO, 2000; JOURD’HEUIL; JOURD’HEUIL; FEELISCH, 2003) Figura
4,
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Figura 4 - Estrutura quimica do S-nitrosuglutationa GSNO.

Fonte: Simdes (2006).
Na figura o grupamento S-NO encontra-se destacado.

Muitas fungdes bioldgicas dos S-nitrosotidis foram descritas como sendo em
virtude da: (1) liberacdo de NO; (2) transnitrosacdo; (3) S-tiolagdo; e (4) agdo direta. Isto
ressalta o fato de que os S-nitrosotiois sdo mais do que simples doadores de NO. A
transnitrosacdo pode ser definida como a transferéncia de um grupo nitroso funcional de um
nitrosotiol a um tiol, o que ocorre devido ao ataque nucleofilico do anion tiolato ao
nitrogénio do S-nitrosotiol. Como produto da reacdo, havera outro nitrosotiol e um tiol. Essa
reacdo é reversivel. A reacdo de S-tiolagdo do RSNO envolve o ataque nucleofilico do
enxofre do RSNO por um anion tiolato, dando um dissulfito e anion nitroxil como produtos
(HOGG, 2000).

Os RSNOs também podem agir de forma direta. Os S-nitrosotidis sdo potentes
agentes antiplaquetéarios e vasodilatadores. Essas fun¢Ges sdo normalmente atribuidas a
liberacdo de NO. Contudo, ha evidéncias de que os RSNO podem exibir efeitos diretos sem a
liberacdo de NO ou liberar NO localmente, sendo este funcionalmente diferente do NO
enddgeno. Em 1990, foi descrito que a capacidade de promover o relaxamento vascular
desses compostos ndo esta relacionada com a liberacdo espontédnea de NO a partir do S-
nitrosotiol (HOGG, 2000).

Mathews e Kerr (1993) encontraram resultados semelhantes em modelos de

agregacdo plaquetéria e relaxamento vascular, em que foram usados varios tipos de RSNOs.
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Estes estudos enfatizam que a agdo promovida pelo RSNO pode ocorrer devido seu
efeito extracelular direto.

Os RSNOs possuem varias vantagens em relacdo a outros doadores de NO.
Primeiramente, eles possuem seletividade tecidual. Por exemplo, o0 GSNO ¢ seletivo para
artérias em relacdo as veias, mostrando uma acdo hemodinamica diferente quando comparado
aos nitratos organicos classicos. Além disso, 0s RSNOs sdo potentes agentes antiplaquetarios,

inibindo a agregacdo em doses que ndo influenciam o ténus vascular. Outrossim, o S-

nitrosotiol pode transferir NO™ diretamente para a cadeia de outros tidis sem a liberacdo
do NO livre (MILLER; MEGSON, 2007). Eles também contribuem para a
transnitrosacdo e formacdo sulfidril de proteinas enzimaticas, resultando no bloqueio
reversivel dos grupos tiois nas enzimas. A maioria das a¢des farmacologicas dos RSNO é uma
conseqliéncia da nitrosacdo das proteinas celulares (ACHUTH et al., 2005).

Os RSNOs também possuem efeito protetor contra a toxicidade celular associada
com o estresse oxidativo. E geralmente aceito que o mecanismo pelo qual ocorre essa
protecdo € a liberacdo de NO seguida por uma reacdo de terminacdo radical-radical com a
propagacao do radical livre (HOGG, 2000).

Varios peptideos e proteinas contendo a molécula sulfidril (SH) no residuo de
cisteina, como a glutationa (GSH) sdo encontrados endogenamente em tecidos e plasma de
mamiferos. GSH, ndo-proteina tiol mais abundante in vivo (AL-SA’DONI; FERRO, 2000;
HOGG, 2000), e um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina (FERREIRA;
ABREU, 2007; VENKETARAMAN et al., 2003). Ela estd presente em vérias células, onde
desempenha importante fungdo em reacbes enzimaticas e ndo-enzimaticas, protegendo o
tecido contra o estresse oxidativo (KLOEK et al., 2002; VENKETARAMAN et al., 2003).
Nas reacOes antioxidantes, GSH é convertida a sua forma oxidada, a glutationa dissulfito
(GSSG), a qual torna a ser reduzida enzimaticamente em GSH a fim de manter o equilibrio
redox fisiol6gico. Em condigdes normais, 95-99% do total de GSH presente no corpo, esta na
forma reduzida (KLOEK et al., 2002).

Além de ser antioxidante, a GSH desempenha funcdo importante na manutencao
da viabilidade celular, replicacdo do DNA, tiolacdo de proteinas, apoptose, regulacdo das
funcdes das células imunes (VENKETARAMAN et al., 2003), desintoxicagdo xenobiotica
e transporte de aminoacidos (SINGH et al., 1996b). A glutationa também funciona como
molécula transportadora de NO, na forma de GSNO (VENKETARAMAN et al., 2003).
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GSNO é um dos mais importantes RSNOs encontrado in vivo (AMADEU et al.,
2007) e é formado pela reacdo da GSH com NO/O2 (FERREIRA et al., 2007). Contudo, de

acordo com Singh et al (1996), a reacdo direta da glutationa com o NO ndo gera GSNO,

mas forma dissulfito glutationa e o anion nitroxil (NO_). O GSNO somente € formado se
ocorrer a oxidacdo do NO atraves da reacdo com o0 oxigénio para formar NO2 e N203.
(Figura 5).

Figura 5 - Metabolismo do S-nitrosoglutationa (GSNO).
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Fonte: Miranda (2012).

S-nitrosoglutationa é um metabdlito fisioldgico da glutationa (GSH) e do NO e
esta envolvido em varias atividades farmacoldgicas e de sinalizagdo. E vérias vezes mais
potente que a GSH contra o estresse oxidativo. Diferente de outros doadores de NO, 0 GSNO
€ um composto estadvel, ndo se decompde espontaneamente e requer agentes ou enzimas
adicionais para seu metabolismo, incluindo a GSNO redutase e o sistema tioredoxina (KHAN
et al., 2005; MIRANDA, 2012).

O GSNO ¢ considerado um doador enddgeno de NO e atua produzindo efeitos
bioldgicos semelhantes ao NO, protegendo, também, contra o estresse oxidativo no endotélio,
no miocérdio e no tecido cerebral (PANNU; SINGH, 2006).

Em modelo de acidente vascular cerebral (AVC) experimental, o tratamento
com GSNO aumentou o fluxo sanguineo cerebral, bem como reduziu a morte celular por
apoptose através da inibicdo da caspase-3. A caspase-3 permanece inativada em sua forma
nitrosilada. A via apoptdtica induzida por Fas ativa a desnitrosilacdo da caspase-3, levando a
sua ativacdo. O GSNO promove a nitrosilacdo da caspase-3 e, consequentemente, a
inativacdo desta enzima (KHAN et al., 2005).

Além disso, 0 GSNO inibe a inflamago tecidual atraves da S-nitrosilacdo de NF-

.....
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inflamatdrias, tais como TNF-o e IL-18 e diminuicdo de moléculas de adesdo celular
endoteliais, as quais promovem infiltracdo leucocitaria (KHAN et al., 2005; PANNU;
SINGH, 2006; SAVIDGE et al., 2007). O GSNO também reduz a expressdo de NOSI,
confirmando, mais uma vez, seu efeito antiinflamatério (KHAN et al., 2005).

O GSNO ¢ capaz de inibir a agregacdo plaquetaria durante a angioplastia
corondria e promove efeitos benéficos na injuria isquémica/reperfusdo, na pré-eclampsia e
no tratamento do infarto agudo do miocardio e da angina instavel (LANGFORD et al.,
1994). Radomski et al. (1992) também mostraram o efeito inibidor do GSNO na adesdo
plaquetéria ao colageno fibrilar e as células endoteliais humanas.

Em estudos recentes, demonstraram-se que aplicacBes topicas de GSNO foram
capazes de melhorar a cicatrizacdo cutanea em ratos, através da estimulacdo da contracdo da
ferida e da reepitelizacdo e também pela aceleracdo da fase inflamatoria da cicatrizagdo. O
GSNO melhorou a maturacdo das fibras coladgenas e a organizacdo tecidual, bem como
diminuiu a quantidade de células inflamatdrias no tecido de granulacdo (GEORGII et al.,
2011; AMADEU et al.,, 2007). Achuth et al. (2005) demonstraram que o GSNO
administrado intraperitonealmente intensificou a deposicdo de colageno em lesdes, contudo
ndo interferiu na atividade das MMP. Amadeu et al.(2007) mostraram que o GSNO foi
capaz de aumentar a quantidade de mastdcitos sem alterar sua funcdo durante a cicatrizacao.
Skeff et al. (2014) evidenciaram que o0 GSNO na mucosite oral induzida por 5-FU, foi capaz
de reduzir a morte celular associada a esse quimioterapico, assim como reduziu o nivel de
bactéria periodontopatogénicas e contribuiu na aceleracdo da reepitelizacéo.

O GSNO também é um broncodilatador endégeno com vérios efeitos pulmonares
benéficos. Ele promove relaxamento da musculatura lisa das vias aéreas e aumento da
ventilacdo-perfusdo, melhora da motilidade ciliar e aumento da hidratacdo das vias aéreas.
Niveis desta molécula estdo diminuidos em pacientes asmaticos e fibrose cistica, sendo
proposto como agente terapéutico nestas patologias (ZAMAN et al., 2006).

O GSNO ¢ capaz de inibir a reabsorcdo dssea in vivo, através da inibicdo da
atividade de catepsina K in vitro, bem como a maturacdo autocatalitica da enzima
(PERCIVAL et al., 1999). Varios trabalhos mostram que o GSNO possui efeito
antimicrobiano (ZAMAN et al., 2006; VENKETARAMA et al., 2005; JOHN et al., 2001).

De acordo com John et al. (2001), o oxigénio molecular é de fundamental
importancia para GSNO e nitrito eliminarem as bactérias. 1sso ocorre porque nitrito e GSNO

originam NO, o qual pode reagir com o anion superéxido produzido pelas bactérias durante o
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metabolismo aerdbico, formando peroxinitrito (OONO7). O GSNO é um intermediario
importante no metabolismo do NO e medeiam muitas das vias de sinalizagdo do NO através
da modificacdo pés-translacional de proteinas, via reacdo de transnitrosacdo. Trata-se de uma
reacdo reversivel, na qual ocorre a transferéncia de NO, na forma de ion nitrosénio (NO+), do

nitrosotiol para um residuo de cisteina de outro tiol, seja proteico ou de baixo peso molecular.

1.6 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Nos ultimos anos, ha um crescente interesse em relacdo ao desenvolvimento de
novos biomateriais que possam liberar o NO de forma controlada nos tecidos alvos onde
esta molécula poderia ter efeito terapéutico. A incorporagdo de doadores de NO em matrizes
poliméricas ndo-tdxicas permite o uso de materiais sélidos ou géis para aplicacdo topica
transdérmica ou implantacdo subcutanea (SEABRA et al., 2005; SHISHIDO et al., 2003),
ou dentro da bolsa gengival em humanos.

Muitos sistemas de liberacdo de drogas baseiam-se nos chamados polimeros
mucoadesivos, cujo objetivo € a adesdo ao tecido subjacente (EI-LEITHY et al., 2010).
Macromoléculas, como os poliacrilatos, os derivados da celulose e as quitosanas sao
exemplos de polimeros que vém sendo usados como importantes excipientes nas formulagdes
atuais (EI-LEITHY et al., 2010; VALENTA, 2005).

Atualmente, um dos derivados de celulose mais utilizado na preparagdo de matriz
hidrofilas é hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), também denominada "hipromelose” ou
metil-hidroxipropilmetilcelulose (FELLER; WILT, 1990). O HPMC é um éter de celulose
onde parte dos hidrogénios e dos grupos hidroxilas da celulose foram substituidos por grupos
alquil a fim de modificar as caracteristicas da celulose nativa (PEKEL et al., 2004). (Figura
6). Assim, HPMC tem sido usado como matriz para liberacdo controlada de farmacos em
virtude de sua capacidade de formar gel em meio aquoso, por ndo ser toxico e pela capacidade
de acomodar elevadas quantidades de farmacos (VUEBA et al., 2004; BAUMGARTNER et
al., 2000).
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Figura 6 - Estrutura quimica do HPMC
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Fonte: Vueba et al. (2004).

As matrizes que apresentam HPMC na sua composic¢do, como agente modelador,
permite utilizacdo de farmacos insollveis e solUveis tanto em concentracdo elevadas quanto
baixas (KEARY, 2001). Adicionalmente 0 HPMC apresenta importante intumescimento que
permite a rapida formacdo de uma camada solidificada que controla a liberacdo dos farmacos
(LIN et al., 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

A periodontite é considerada uma importante causa de perda dentaria em adultos e
constitui um fator de risco significante para diversas doengas como: diabetes tipo Il, parto
prematuro e doencas cardiovasculares (PIHLSTROM et al., 2005; MATTHEWS et al., 2006)
Os resultados de nosso grupo de pesquisa acerca da fisiopatologia da periodontite nos instigou
a buscar opc0es terapéuticas para tratar essa enfermidade.

Pressupondo-se a participagdo do Oxido nitrico no surgimento e evolugdo dessa
doenca, assim como a busca por meios preventivos e de tratamento. Buscou-se avaliar, em
modelo de doenca periodontal experimental, a aplicacdo topica de uma formulagdo contendo
um doador de 6xido nitrico, o S-nitrosoglutationa (GSNO), em matriz mucoaderete (HPMC).
Essa matriz permite a difuséo lenta do GSNO, o que consiste no diferencial deste trabalho em
relacdo aos anteriores de nosso grupo com doadores de NO.

Este projeto podera contribuir substancialmente com a area de saude bucal, com a
geracdo de conhecimento cientifico de qualidade em um tema de relevancia para Saude
Publica. As propriedades da GSNO, alternativa terapéutica alvo desta dissertagéo,
combinadas a sua miscibilidade em veiculos farmacéuticos ndo téxicos, como HPMC, faz da
formulacdo HPMC/GSNO, uma alternativa promissora para investigar o efeito da aplicacéo

topica de GSNO na doenca periodontal experimental como realizado neste estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da aplicacdo tépica de uma formulacdo contendo um doador de
oxido nitrico, o S-nitrosoglutationa (GSNO), em matriz mucoaderente (HPMC) que permite

a difusdo lenta do GSNO na doenca periodontal experimental (DPE) em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, o presente trabalho se propde:

e Avaliar o efeito da aplicacdo local de GSNO em relacdo a perda dssea alveolar
decorrente da doenca periodontal experimental;

e Auvaliar o efeito da aplicacdo local de GSNO sobre a inflamacéo que ocorre na doenca
periodontal experimental através da analise de diversos pardmetros inflamatorios;

e Auvaliar o efeito da aplicacdo local de GSNO sobre o estresse oxidativo na doenca
periodontal experimental;

e Avaliar o efeito do GSNO na expressao génica e proteica de mediadores inflamatorios
(TNF-a) e fatores associados ao metabolismo ésseo (RANK, RANK-L/OPG) na

doenca periodontal experimental.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais estio de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC) através do protocolo n°
10/2013.

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com massa corporea
entre 180 e 220 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici — UFC e
transferidos para o Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Faculdade de Medicina — UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em

nimero de 6 animais por gaiola, num ambiente com temperatura de 22 + 2°C num ciclo de
12h luz/12h escuro.

4.2 Aparelhos, instrumentos laboratoriais, farmacos, anticorpos, solucbes e corantes

utilizados

Durante o curso dos experimentos, foram utilizados diversos aparelhos,
instrumentos, anticorpos, assim como farmacos solucGes e corantes. Dentre os quais foram

apresentados no apéndice dessa dissertacao (Apéndice 1).

4.3 Sintese de S-nitrosoglutationa (GSNO)

A GSNO ¢ sintetizada a partir da reacdo equimolar de glutationa (GSH) com
nitrito de sédio (NaNO2) em solugdo &cida de acordo com procedimentos ja descritos
anteriormente (DE SOUZA et al., 2006). A glutationa foi dissolvida em solucdo de acido
cloridrico e o nitrito de sédio foi adicionado a solucdo, que permanecerd em repouso por 40
min, ao abrigo da luz e em banho de gelo. A GSNO foi precipitada com acetona, filtrada e
liofilizada ao abrigo da luz. A GSNO sdlida foi estocada a -20 °C, ao abrigo da luz. O

rendimento da reacdo foi medido espectrofotometricamente com base nas bandas de absor¢édo
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do grupo S-NO no UV (336 nm). A GSNO utilizada neste estudo foi gentilmente cedido pelo
professor Marcelo Ganzarolli de Oliveira do Instituto de Quimica da Universidade de
Campinas (UNICAMP).

Foi utilizada uma solucdo HPMC como veiculo que permite a liberacdo lenta
do GSNO nos modelos estudados foram realizadas dissolugdes prévias de GSNO e
HPMC separadamente em solucdo salina 0,9%, a fim de realizar, em seguida, a mistura das
solucdes supracitadas. As solucdes HPMC/GSNO foram preparadas através da mistura de 0,5
mL da solucdo de GSNO nas concentracdes 2,95; 11,8 e 59 mM em uma solucdo de HPMC
obtida a partir de 2 g do p6 do polimero com 2 mL de solucédo salina (10%w/w), resultando

nas solucbes HPMC/GSNO contendo GSNO nas concentracfes 0,5, 2 e 10 mmol L1 com
concentragdo final de HPMC a 8%w/w. A solu¢do de HPMC a 8%w/w sem GSNO foi usada

como controle.
4.4 Inducéo da Doenca Periodontal Experimental

Os animais foram anestesiados com ketamina (50mg/Kg) + xilazina (5mg/kg),
ambas da Virbac, por via intraperitoneal (i.p). A DPE foi induzida através da insercao
cirurgica de um fio de sutura de nailon (3.0) (Plast Suture) ao redor do segundo molar
superior esquerdo. Previamente & passagem do fio, uma guia nos espacos interproximais
mesial e distal do dente supracitado foi utilizado, a fim de facilitar a colocagdo do fio. Este
foi adaptado de modo que o nd cirurgico ficasse voltado para a face vestibular da cavidade
oral do animal. Apos 11 dias, os animais foram sacrificados através de deslocamento
cervical.

O dia escolhido para o sacrificio foi 0 11° dia de experimento, o qual foi baseado
em estudos prévios de nosso grupo, que constataram destruicdo total do processo alveolar e
destruicdo importante do cemento (MENEZES et al., 2005; LIMA et al., 2000).
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4.5 Grupos Experimentais

Grupo naive

Esses animais ndo foram submetidos a nenhum estimulo ou procedimento
inflamatorio, nem a administracdo de nenhuma solucdo, a fim de verificar a existéncia de

alguma alteracdo nos parametros analisados entre 0s grupos.

Grupo tratado com HPMC

Esses animais nos quais foi induzida a DPE, receberam apenas gel de HPMC na
gengiva do segundo molar superior esquerdo duas vezes por dia (12 em 12 horas) apos a

cirurgia até o 11° dia.

Grupos tratados com GSNO

Esses grupos foram constituidos por animais que receberam administracéo de gel
contendo GSNO nas concentragfes de 0,5, 2 ou 10 mM. Aproximadamente 25ul de gel foi
aplicado com o auxilio de microbrush na gengiva correspondente ao segundo molar
superior esquerdo diariamente (a cada 12 horas) ap0ds a inducdo da DPE, sendo os animais

sacrificados no 11° dia de experimento.

4.6 Parametros Avaliados

4.6.1 Analise do Indice de Perda Ossea Alveolar

Os animais foram sacrificados no 11° dia apds o procedimento cirdrgico e suas
maxilas foram removidas e fixadas no formol a 10%, durante 24 horas. Apés esse periodo, as
maxilas foram separadas em duas hemiarcadas (direita e esquerda), dissecadas e coradas com
azul de metileno a 1%, a fim de distinguir o tecido 6sseo dos dentes, 0s quais se coram com
menos intensidade. As hemiarcadas foram montadas em cera utilidade e fotografadas. As
imagens digitais obtidas foram submetidas a analise pelo software Imagel. O software
calcula a area correspondente aos dentes e a perda 0ssea alveolar das hemiarcadas com DPE,

da qual serd subtraida a area correspondente aos dentes na hemiarcada contralateral, para
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obtencdo da area real da perda Ossea alveolar de cada rato. Essa area foi calculada

2

inicialmente em pixels, que foi posteriormente convertidos em mm<. Essa conversdo é

possivel devido ao uso de um padrdo de milimetros fixado ao lado das maxilas.

4.6.2 Dosagem sérica da variacdo da fosfatase alcalina 6ssea

A dosagem sérica de fosfatase alcalina dssea foi realizada com intuito de avaliar a
atividade osteoblastica. Para avaliacdo deste parametro, amostras de sangue foram coletadas do
plexo orbital de ratos anestesiadas antes da indu¢do da DPE e no 11° dia (dia do sacrificio).
Apos a coleta, o sangue foi centrifugado (1800 xg por 10 min) e o sobrenadante armazenado
a — 70 °C até a analise bioguimica. Parte das amostras foi utilizada para a dosagem de
Fosfatase Alcalina Total (FAT) dos animais, utilizando-se “Kit” especifico, cuja metodologia
segue orientacdo do laboratdrio fabricante (LABTEST®).

Posteriormente, uma amostra do material foi aquecida para obtencédo da atividade
da fosfatase alcalina dssea (FAO). O método esta fundamentado na labilidade da isoforma
0ssea da fosfatase alcalina frente ao calor. Aliquotas de 100 uL da amostra foram incubadas
em banho-maria a 56 °C por 10 minutos e imediatamente transferidas para um banho de gelo.
A atividade da fosfatase alcalina ndo Ossea (termoestavel) foi determinada diretamente
no espectrofotdbmetro em temperatura de 30 °C com leitura das absorbancias em 405 nm,
tendo como substrato o p-nitrofenilfosfato. A fracdo dOssea, por sua vez, foi determinada
indiretamente subtraindo-se a atividade obtida de fosfatase alcalina termoestavel da fosfatase
alcalina total (MOSS; WHITBY, 1975).

4.6.3 Anélise histopatologica

As anélises histopatoldgicas foram realizadas em cortes seriados da hemiarcada.
Decorridos 11 dias apds o procedimento cirtrgico (colocagdo do fio de nailon), os animais
foram sacrificados e suas hemiarcadas, removidas. Estas foram fixadas em formol a
10% durante 24 horas, sendo, posteriormente, submetidas a descalcificagio com EDTA a
10% por aproximadamente 45 dias, para a desmineralizacdo. A seguir, as hemiarcadas foram
suspensas em sulfato de sodio a 5%, sendo, entdo, incluidas em parafina. Apds este

procedimento, foram feitos cortes seriados de 4 um em micr6tomo apropriado e as laminas
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obtidas foram coradas pelos métodos de Picrosirius Red. Este método fornece melhor
visualizacdo microscopica das fibras coldgenas presentes no ligamento periodontal.

Para a analise microscopica da hemiarcada com a coloracdo Picrosirius Red e
determinacdo do escore histopatoldgico, foi considerada a regido entre os 1° e 2° molares,
sendo avaliados os aspectos inflamatérios como presenca/intensidade de infiltrado celular,
aléem do estado de preservacdo do processo alveolar e cemento. Tais achados foram
classificados de acordo com os escores padronizados no Laboratério da Farmacologia da

Inflamacéo e do Céncer — LAFICA, citados no quadro a seguir:

Quadro 1- Escores histopatologicos considerando o infiltrado celular inflamatério e
a integridade do cemento e 0sso alveolar.
Escore 0: | Auséncia ou somente discreta infiltracdo celular (infiltracdo de células

inflamatorias esparsas e restrita a regido da margem gengival);

Processo alveolar e cemento preservados.

Escore 1: | Infiltrado celular moderado (infiltracdo celular inflamatéria sobre
toda a gengiva);
Peguena reabsorcdo do processo alveolar;

Cemento preservado.
Escore 2: | Infiltrado celular acentuado (infiltragdo celular inflamatoria na gengiva e

no ligamento periodontal);
Degradacao acentuada do processo alveolar;

Destruigéo parcial do cemento.

Escore 3: | Infiltrado inflamatério acentuado;
Completa reabsorc¢do do processo alveolar;

Destruicdo severa do cemento.
Fonte: Leitdo et al. (2005).

4.6.4 Dosagem de citocinas

No 11° dia, os animais foram sacrificados e suas gengivas, apés serem
removidas, foram congeladas em freezer a 70°C negativos até a realizacdo do ensaio. O
tecido coletado foi homogeneizado em tampdo PBS. A deteccdo das citocinas IL-1B e
TNF-o e 1L-10 foi realizada por ELISA, usando o Kit DuoSet (R&D Systems). Brevemente,

placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas por 18 horas a 4°C com 100 pL por pogo
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de anticorpo de captura para IL-1 e TNF-a. Posteriormente, as placas foram lavadas trés
vezes com 300 pL de tampédo de lavagem e blogueadas com 100 pL por poco BSA 1%.
Apos bloqueio das placas com BSA 1% por 1 hora, 100 puL das amostras e da curva padrao

foram adicionadas em duplicata a cada pogco em varias diluicdes e incubadas por 2 horas a

49C. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 300 pl de tampdo de lavagem e depois

incubadas com anticorpo de detecgdo para IL-1 e TNF- a. Apds o periodo de incubacdo a

49C por 2 horas, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 300 pL de tampéo de
lavagem e incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos com 100 pL de estreptavidina
diluida 1:200. As placas foram lavadas novamente por trés vezes com 300 pL de
tampdo de lavagem e 100 pL da solucdo substrato para revelacdo (Kit DuoSet, R&D
Systems Catalog — DY999) foi adicionado. As placas foram incubadas durante 20 minutos,
no escuro a temperatura ambiente. A reacdo enzimética foi parada com a solucdo de
parada (H2SO04), e a absorbancia medida a 450nm. Expressou-se 0s resultados obtidos em

pg/mL.

4.6.5 Imunohistoquimica para detec¢do da enzima Oxido nitrico sintase induzida (NOSI),
RANK, RANK L, OPG e TRAP

A imunohistoquimica para NOSi, RANK, RANK-L, OPG e TRAP, foi realizada
utilizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). No 11° dia,
os animais foram sacrificados e suas maxilas removidas, fixadas em formol a 10% durante 24
horas, sendo, posteriormente, submetidas a tratamento com EDTA 10% para a
desmineralizacdo. A seguir, as hemiarcadas foram suspensas em sulfato de sodio a 5%,
sendo, entdo, incluidas em parafina. Ap6s este procedimento, foram feitos cortes seriados de
4 um em micrétomo apropriado e colocados em laminas de L-polilisina, apropriadas para a
realizacdo de imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e
alcool e imersos em tampdo citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em banho maria, por 20
minutos para a recuperacao antigénica a 65 °C. Apos o resfriamento, obtido em temperatura
ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo tamponada de fosfato
(PBS), intercaladas com o blogueio da peroxidase endégena com solucdo de H202 a 3% (20
minutos) em seguida foi realizado o bloqueio de proteina com soro bovino (BSA) 1 % por 30
minutos. Os cortes foram incubados “overnight” (4°C) com anticorpo primario de coelho

anti-NOSi diluido 1:100, com anticorpo policlonal primario de cabra para RANK diluido em
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1:200 ou com anticorpo policlonal primario de cabra para RANK-L diluido em 1:200 ou
anticorpo policlonal de cabra para TRAP diliuido 1:100 ou anticorpo policlonal de cabra para
OPG diluido 1:100 em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). Apds a lavagem do
dia seguinte, foi feita a incubacdo com o anticorpo secundario (de deteccao) biotinilado anti-
IgG de coelho e anti-IgG cabra, diluido 1:200 em PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de
lavado, os cortes foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase conjugada
(complexo ABC Santa Cruz) por 30 minutos. Ap6s nova lavagem com PBS, seguiu-se
coloracdo com o cromodgeno 3,3’diaminobenzidine-peréxido (DAB), seguida por contra-
coloragdo com hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratacdo das amostras e
montagem das laminas. Controles negativos foram processados simultaneamente como

descrito acima, sendo que o anticorpo primario foi substituido por PBS-BSA 5%.

4.6.6 Dosagem de nitrito/nitrato

No 11° dia, os animais foram sacrificados e suas gengivas, apds serem removidas
foram congeladas em freezer a 70°C negativos até a realizacdo do ensaio. A dosagem de

nitrito/nitrato foi obtida como um indicador da producdo de Oxido nitrico, através da

determinagdo do conteido total de nitrito/nitrato (NO2™ / NO3") na gengiva através da
concentragdo total nas amostras, determinada espectrofotometricamente pela reagéo de Griess
(CHEN et al., 2000). Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas em 100 pL de uma

solucdo gelada de cloreto de potassio (KCL) a 1,15% (homogenato a 10%). O homogenato
foi centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm. O nivel total de NO2™ / NO3™ foi determinado

como NO3™ das amostras (0,04 mL) convertido em NO2™ pela incubacdo em uma solugéo de
0,04 mL de nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e &gua destilada “overnight”. Foram

utilizadas placas de 96 pogos, adicionando 80 uL da amostra experimental em cada poco,

em duplicata. Uma série de diluigdes da curva-padrdo de referéncia de NO2™ (640 uM, 320
uM, 160 puM, 80 uM, 40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM e 0,625 uM) foram
preparadas. A seguir, foram adicionados 80 pL da solucdo de Griess (2% de sufanilamida,
acido fosforico 5%, NEED e agua destilada) em cada poco. A coloracédo purpura/magenta foi
medida em leitor de placas com filtro de 540 nm. Os valores obtidos para as amostras

experimentais foram comparados com o0s obtidos para curva padrdo e expressos em NoX
(1M).
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4.6.7 Determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A glutationa (GSH) é considerada um antioxidante fisiologico (KLOEK et al.,
2002; VENKETARAMAN et al., 2003). Para a determinacdo de GSH foi utilizado o método
de Sedlak e Lindsay, 1968. Aproximadamente 30 mg da gengiva da regido de molares
superiores do lado esquerdo foram homogeneizados em 300 puL de EDTA 0,02 M gelado. A
uma aliquota de 400 puL do homogenato foi adicionado 320 pL de dgua destilada, mais 80 pL
de &cido tricloroacético a 50%, seguido de agitacdo e filtracdo. Foram retirados 200 pL
do filtrado e adicionados 400 pL de tampéo Tris 0,4 M (pH 8,9) e 10 uL de DTNB. A
absorbancia foi determinada dentro de 5 min a 412 nm. A concentracdo de GSH foi

expressa em pg de GSH/mg de tecido.

4.6.8 Determinacao dos niveis de malondialdeido (MDA) na gengiva

A concentracdo de malondialdeido nos tecidos é utilizada como indicador da
peroxidacao lipidica (ANTUNES, 2008). Os niveis de malondilaldeido na gengiva foram
determinados pelo método de Mihara e Uchiyama (1978). Fragmentos da gengiva com
aproximadamente 30 mg da regido de molares superiores do lado esquerdo foram
homogeneizados com KCI gelado 1.15% para preparar 10% de homogenato. Meio mililitro
(0,5ml) desse homogenato foi pipetado dentro de um tubo de centrifuga de 10 ml, 3ml de
H3PO4 (1%) e 1 ml de uma solugdo aquosa de acido tiobarbiturico aquoso (0,6%) foram
acrescentados. Os tubos foram aquecidos por 45 minutos em um banho de &gua fervendo e a
mistura reacional foi entdo resfriada em um banho de agua gelada, seguida da adi¢do de 4 ml
de n-butanol. Os contetdos foram misturados por 40 segundos com um vortexador,
centrifugados a 1200 xg por 10 minutos e a absorbancia da camada organica foi mensurada

em 520 e 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de gengiva.
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4.6.9 Avaliacdo quantitativa da expressdo génica de TNF-a, RANK, RANK-L e OPG na

gengiva.

4.6.9.1 Preparagdo das amostras

Retirou-se a gengiva dos animais do grupo Naive, HPMC (grupo com DPE
tratado com o veiculo) e GSNO na concentracdo de 10 mM. O tecido gengival foi colocado
em microtubo com 1 ml de trizol. Em seguida os tecidos foram macerados e armazenados no

freezer a -80°C até sua utilizacdo para extracdo do RNA.

4.6.9.2 Extracdo do RNA

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extragdo de RNA (BioRad,
Califérnia, USA). Brevemente, foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio nas amostras maceradas,
em seguida foram vertidas por 15 segundos. Logo depois, as amostras foram centrifugadas em
12.000xg por 15 minutos em 4°C. Apds esse processo, em cada microtubo foi observado trés
fases: uma superior, fase aquosa incolor (RNA), uma fase intermediaria branca (proteinas e
DNA) e uma inferior, fase orgénica de coloracdo avermelhada (DNA e proteinas). Apés a
centrifugagdo, a fase aquosa incolor foi transferida para um microtubo. Em seguida, foi
pipetado 700 ul das amostras e inseridas em uma coluna de ligagdo ao RNA, sendo, logo em
seguida centrifugada: 60 segundos em 12.000xg. Na etapa seguinte, adicionou-se 700 ul de
solucdo de lavagem de estringéncia (SLE) a coluna de ligacdo ao RNA e foi realizada nova
centrifugagdo utilizando as mesmas condicdes realizadas na etapa anterior. Para remover
possiveis fragmentos de DNA, foi adicionado 80 pl de DNase I em cada coluna, onde foram
incubadas em temperatura ambiente por 15 min. Apés este periodo, adicionou-se 700 ul de
SLE nas colunas, sendo as amostras homogeneizadas pipetando para cima e para baixo e
centrifugadas: 2 min, 12.000xg para remover os residuos de SLE. Por fim, o RNA da coluna
de ligagdo foi transferido para um microtubo, acrescentando 40 pl de solugdo de diluicdo no
centro da membrana na parte inferior da coluna, onde foram incubadas por 1 min e
centrifugadas por 2 min em 12.000xg para a remocao do RNA total.

Apos a extracdo do RNA de cada amostra, realizou-se sua quantificacdo, com 1l
de RNA de cada amostra, utilizando  Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EUA).
Concomitante a dosagem em ng/ul foi realizada a avaliagdo da qualidade do RNA extraido, a

qual foi obtida por meio da relacdo 260/280 fornecido pelo programa relacionado ao aparelho.
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A avaliagdo da quantidade de RNA presente em cada amostra € de extrema importancia para a
obtencdo da quantidade de amostra para realizacdo da proximas etapa, a saber: sintese do

cDNA. Apos a quantificacdo, os RNAs extraidos foram armazenados no freezer a -80°.

4.6.9.3 Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado de acordo com o iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad,
California, USA). O volume final de cada amostra foi de 20 ul: 4 pL era do reagente 5x
iScript Reaction Mix (solucdo constituida de oligonucleotideos e primers aleatorios); 1 uL da
enzima transcriptase reversa; 1ng RNA, onde o volume utilizado em pL, foi dependente da
concentracdo inicial extraida; agua livre de RNase para completar 20 pL. O protocolo da
reacao foi 25° C por 5 min., 42° C por 30 min., 85° C por 5 min. O cDNA foi armazenado em
freezer a -20° C até a sua utilizacdo no gPCR.

4.6.9.4 PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)

A transcricdo dos genes de TNF-o, RANK, RANK-L e OPG foi avaliada
utilizando o 1Q5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). O gene de referéncia utilizado
foi o Gapdh. Todos os primers utilizados e as condi¢fes da qPCR estdo na Tabela 2 . Cada
reacdo foi constituida por 10 pL iQ Supermix (BioRad) (tampdao padrdo para a amplificacéo
com os seguintes reagentes: DNA-polimerase, dNTPs, e tampdo de solucdo salina em
concentragcBes 6timas para PCR em tempo real), 2 uL de cada primer senso e anti-senso (0,2
uM) e 1 pL de cDNA das amostras e agua livre de nuclease para um volume final de 20 pL.

Os valores de “Threshold cycle” (Cq ou Ct), obtidos pelo software do
equipamento, dos genes testados foram exportados para o Microsoft Office Excel 2007, no
qual os niveis relativos de RNAm foram calculados de acordo com a metodologia 2-AACT,
na qual AACT= (Ct do gene alvo- Ct do gene de referéncia do grupo tratado)/ (Ct gene alvo -
Ct gene de referéncia do controle), como descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os valores
de RNAm obtidos de RANK-L e OPG foram expressos por meio de uma razdo entre RANK-
L/OPG.
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Tabela 1- Sequéncia de oligonucleotideos dos Primers usados no ensaio de gPCR

Processo Gene Sequéncia de primer (5°-3”) Produto NCB ¢PCR
relacionado (bp) I
Inflamatério  TNF-a S- 64 NM-
GACCCTCACACTCAGATCATCT 0126
TCT 75
A-TGCTACGACGTGGGCTACG
RANK S- 96 NM_
AGGGAAAACGCTGACAGCTAA 0012
A- CCAACACAATGGTCCCCTGA 7123
5
Metabolismo 95°C
0sseo RANK-L S- 141 NM_ 60° C
GCCAACCGAGACTACGGCAA 05714 25°C
A 9
GAACATGAAGCGGGAGGCG
OPG S- 145 NM_
CCTAGAGAGAAATGTCGTAG 01287
GATT °
A-
CATTCCACACTGGAAACCTG
A
Referéncia GAPDH &- 68 NM_
TGATTCTACCCACGGAAGTT 0170
A- 08
TGATGGGTTTCCCATTGATG
A

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: (S: senso; A: antisenso; bp: pares de base).
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4.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média +EPM. Para comparacdo entre 0s
grupos foram utilizados: Andlise de Variancia (ANOVA), one way, com correcdo de
Bonferroni. Estes testes foram realizados por meio do programa GraphPad Prism 5.0. O
intervalo de confiancga utilizado nesse estudo foi de 95%.

Nas analises histopatologicas, os dados obtidos foram expressos como mediana e
0 teste estatistico aplicado foi do Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns para dados néo-
paramétricos. Em todas as situaces, foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da administracdo topica de S-nitrosoglutationa (GSNO) na perda dssea
alveolar e no aspecto macroscopica da hemiarcada superior esquerda de ratos na

doenca periodontal experimental (DPE)

O grupo de animais com doencga periodontal experimental (DPE) que receberam o
veiculo (HPMC) resultou em reabsorcdo 0ssea estatisticamente significante em relagdo ao
grupo naive. Observou-se que o GSNO na concentragdo de 10 mM de GSNO apresentou
reducdo significativa (p<0,05) do indice de perda Gssea quando comparado ao grupo com
DPE tratado apenas com HPMC (Figura 7A).

A partir da avaliacdo macroscdpica da hemiarcada superior de ratos submetidos a
(DPE) observou-se no grupo tratado com HPMC (Figura 7C) intensa reabsor¢do 0ssea
caracterizada por exposi¢ao das raizes, quando comparados ao grupo naive, sem DPE (Figura
7B). Os grupos tratados com GSNO na concentracdo de 0,5 (Figura 7D) e 10 mM (Figura
7F) apresentaram reducdo dos aspectos clinicos da doenca periodontal, em relacdo ao grupo

submetido a doenga periodontal experimental (DPE).
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Figura 7- Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre o indice de perda 6ssea (IPO) em
ratos Wistar submetidos a doenca periodontal experimental (DPE) e aspecto
macroscopico de maxilas de ratos normais e de animais submetidos & doenca
periodontal experimental (DPE).
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A figura representa A. indice de perda dssea: A aplicacio de 10 mM de GSNO em animais
com DPE foi capaz de reduzir a perda 6ssea alveolar. B. Maxila de animal normal (naive). C.
Maxila de animal com DPE no qual foi administrado o veiculo (HPMC), observa-se
exposi¢do de raizes. D. Maxila de animal com DPE tratado com GSNO 0,5 mM. E. Maxila de
animal com DPE tratado com GSNO 2 mM. F. Maxila de animal com DPE tratado com
GSNO 10 mM. As barras representam a média + EPM no minimo seis animais por grupo. #
p< 0,05 em relacdo ao grupo Naive.* p< 0,05 em relacdo ao grupo HPMC (ANOVA,
Bonferroni).

5.2 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre as alteracdes histopatoldgicas

observadas na doenca periodontal experimental (DPE) em ratos

A analise histopatoldgica da regido do periodonto entre primeiro e segundo molar
dos animais submetidos a DPE, nos quais ndo foram administrados GSNO, revelou intenso
infiltrado de células inflamatérias (Figura 8B) com predominio de linfomonucleares e
presenca de neutrdfilos (Figura 8D aumento 400x da figura B). Além disso, também
observou-se perda Ossea alveolar, degradacdo do cemento celular e acelular. Diferentemente,
dos animais ndo submetidos a DPE (naive) que apresentaram estruturas do periodonto
preservadas (Figura 8A). Aumento de 200x.

Quanto aos animais com DPE tratados com GSNO na concentra¢cdo de 10 mM
esses exibiram preservacdo do periodonto e auséncia de infiltrado de células inflamatdrias
(Figura 8C). Aumento de 200x.

5.2.1 Tabela de escores histopatoldgicos

Os escores histopatoldgicos apresentraram reducdo significante n=6 (p<0.05) da
lesdo nos animais submetidos a DPE tratados com GSNO 10 mM, comparados aos animais
com DPE tratados com HPMC (veiculo). Nas demais concentracdes de GSNO, 0,5 e 2 mM,

houve reducéo do escore, porém néo foi significativo (Tabela 2).
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Figura 8 - Fotomigrafias do periodonto de animais submetidos a doencga periodontal
(DPE) que receberam HPMC (veiculo), GSNO e de animal normal sem DPE na
coloragdo de Picrosirius.

(s

Fonte: Elaborado pela autora

Fotomigrafias corresponde A. Periodonto de animal naive, onde observa-se as seguintes
estruturas: cemento (C), ligamento periodontal (LP), osso alveolar (OA) e gengiva (GEN).
Também observa-se na imagem a dentina (D). B. Periodonto de animal tratado apenas com o
veiculo (HPMC). C. Periodonto de animal tratado com GSNO na concentracdo de 10 mM. E
figura D. Aumento de 400x da imagem, B Observa-se infiltrado de células inflamatorias
como neutréfilos (NEU)e osteoclastos (OSC). As barras representam a média + EPM., # p<
0,05 em relacdo ao grupo naive e * p< 0,05 em relacdo ao grupo HPMC (ANOVA,
Bonferroni).
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Tabela 2 - Efeito do GSNO sobre as alteracfes histopatoldgicas observadas na doenca
periodontal experimental (DPE) em ratos

DPE
GSNO
Naive HPMC 05 2 10
0 (0-0) 3 (3-3)# 2,5 (2-3) 2,5 (2-3) 1,5 (1-2)*

Fonte: Elaborado pela autora.

As regides entre 0 1° e 0 2° molares foram consideradas para analise da presenca
de infiltrado celular inflamatorio e da preservacdo do processo alveolar e cemento. Os
resultados estdo expressos como valores de mediana e variagdo. # p < 0,05, em relagdo ao

controle naive, *p < 0,05, em relagdo ao controle HPMC (Kruskal-Wallis seguido de Dunns).

5.3 Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre os niveis sanguineos de fosfatase

alcalina em ratos

Observou-se aumento dos niveis de fosfatase alcalina em todos os grupos em
relacdo aos animais normais (NAIVE). Observa-se um aumento estatisticamente significativo
nos grupos com DPE tratados com GSNO na concentracdo de 0.5 e 10 mM comparados ao

grupo tratado com veiculo, HPMC (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre dosagem de fosfatase alcalina
0ssea em ratos Wistar submetidos a doenca periodontal experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora

Foi realizada a dosagem de fosfatase alcalina 6ssea a partir do sangue coletado no 11 dia ap6s
a inducdo da DPE. Observou-se aumento estatisticamente significante dos niveis de fosfatase
alcalina dssea em grupos tratados com GSNO na concentracdo de 0,5 e 10 mM em
comparagao ao grupo normal (naive) e HPMC. As barras representam media n=6 + EPM. #
p< 0,05 em relacdo ao grupo naive e * p< 0,05 em relacdo ao grupo HPMC e Naive
(ANOVA, Bonferroni).

5.4 Efeito da administracdo topica de S- nitrosoglutationa (GSNO) sobre os niveis de

GSH na gengiva de ratos

O grupo de animais com doenca periodontal que receberam o veiculo (HPMC)
apresentou reducdo dos niveis de GSH quando comparado ao grupo de animais sem a doenca
(naive). A aplicacdo topica de GSNO 10 mM em animais com DPE apresentou aumento
estatisticamente significativo de GSH quando comparados ao grupo tratado com o veiculo,
HPMC (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a concentrac¢do de glutationa

reduzida (GSH) na gengiva de ratos Wistar submetidos a doenca periodontal (DPE).
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Fonte: Elaborado pela autora

Os niveis de GSH foi mensurado em gengivas de animais normais e com inducdo da doenca
periodontal experimental (DPE), nos quais GSNO (0,5 2 e 10 mM) ou HPMC (veiculo) foram
administrados topicamente 12/12 horas , durante 11 dias. O grupo naive ndo recebeu nenhum
tratamento e ndo houve inducédo da DPE. Observou-se aumento de GSH nos animais tratados
com GSNO na concentragédo de 10 mM em relacdo ao grupo tratado com HPMC. As barras
representam média + EPM de 6 animais. # p< 0,05 em relacédo ao grupo naive e * p< 0,05 em
relacdo ao grupo HPMC (ANOVA, Bonferroni).

5.5 Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre os niveis de malondialdeido (MDA) em

gengivas de ratos

No grupo de animais com DPE tratados com HPMC houve aumento dos niveis de
MDA em relacdo ao grupo naive. Entretanto houve redugdo estatistica nos grupos tratados
com GSNO na concentracdo de 0,5 e 10 mM quando comparados ao grupo com DPE tratado
com veiculo, HPMC (Figura 11).
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Figura 11 - Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre os niveis de malondialdeido

(MDA) em gengivas de ratos.
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Fonte: Elaborado pela autora

Os niveis de malondealdeido (MDA) foi mensurado em gengivas de animais normais e com
inducdo da doenca periodontal experimental, nos quais GSNO (0,5 2 e 10mM) ou HPMC
(veiculo) foi administrados topicamente 12/12 horas, durante 11 dias. O grupo naive néo
recebeu nenhum tratamento e ndo houve inducdo da DPE. Observou-se reducéo significativa
de MDA nos animais tratados com GSNO na concentracdo de 0,5 e 10 mM em relacdo ao
grupo tratado com HPMC. As barras representam média + EPM de 6 animais. # p< 0,05 em

relacdo ao grupo naive e * p< 0,05 em relag¢do ao grupo HPMC (ANOVA, Bonferroni).

5.6 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a concentracdo de nitrito/nitrato (NOX)

na gengiva de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE)

A dosagem de nitrito/nitrato (NOX) € utilizada como indicador da producdo de
NO. Os animais que receberam GSNO (0,5, 2 ou 10mM), apresentaram uma diminuicdo
significante (p<0,05) na dosagem de NOx quando comparados aos animais pertencentes aos

grupos submetido a DPE tratado, com HPMC (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a concentracgéao de nitrito/nitrato

(NOx) na gengiva de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os niveis de nitrito/nitrato (NOx) foram dosados em homogenatos de gengivas de animais
tratados com GSNO (0,5, 2, ou 10 mM) ou (HPMC) e submetidos a doenca periodontal
experimental (DPE). O grupo naive ndo foi submetido a DPE e ndo recebeu nenhum
tratamento e ndo houve inducdo da DPE. As gengivas foram removidas para dosar
nitrito/nitrato (NOX) pelo método de Griees. Observa-se reducdo estatisticamente significante
da concentracdo de NOx nos grupos com DPE tratados com GSNO 0,5, 2, 10mM em relacao
aos animais tratados com o veiculo (HPMC). As barras representam média + EPM. # p< 0,05
em relacdo ao grupo HPMC, * p< 0,05 em relacdo ao grupo HPMC (ANOVA, Bonferroni).

5.7 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a imunomarcacdo de iINOS no

periodonto de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE)

Observou-se expressivo numero de células marcadas para iNOS nos animais submetidos a
DPE tratados com HPMC (Figura 13C). Dentre as células positivas para iINOS, nota-se que além
de células do infiltrado inflamatério (neutrofilos e mononucleares), também ha osteoclastos
positivos para essa enzima. O tratamento com GSNO diminuiu as marcacGes para iNOS, porém
apenas a concentracdo de 10 mM apresentou reducédo consideravel (Figura 13F).

O controle negativo (Figura 13A) ndo apresenta nenhuma marcagéo para iNOS, validando
dessa forma as marcacdes evidenciadas, uma vez que esse controle ndo é incubado com anticorpo

primario, e sim com diluente.
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Figura 13 - Imunohistoquimica para oxido nitrico sintase (NOSi) no periodonto de
animais normais e de animais submetidos a DPE e que receberam HPMC ou GSNO 10
mM.
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A figura (A) representa controle negativo, a marcacdo para iNOSi foi realizada na gengiva
obtida dos grupos naive (B), HPMC (C), GSNO 0,5 mM (D), GSNO 2 mM (E), GSNO 10
mM (F). Células marcadas positivamente sdo claramente observadas nas hemimaxilas
retiradas do grupo HPMC com osteoclastos marcado (C) seta. Aumento de 1000x enquanto
que uma diminuicdo da marcacéo foi observada nos espécimes provenientes dos ratos tratados
com GSNO 0,5 figura (D) e 10 mM figura (F). Aumento original 200x.

5.8 Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a concentracdo de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1p e TNF-a) em gengivas de ratos

A andlise da concentracdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1B e TNF-a,
em determinado tecido ou fluido sdo marcadores de inflamacdo. Nas gengivas dos animais
tratados apenas com o veiculo houve aumento estatisticamente significativo em relacdo ao
controle (NAIVE) tanto de IL-1B (Figura 14A) como TNF-a (Figura 14B). Enquanto 0s
animais tratados com GSNO na concentragdo de 10 mM apresentaram redugéo significante

(p<0,05) dessas citocinas pré-inflamatorias comparados aos tratados com o veiculo (HPMC).

Figura 14 - Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a concentragdo de IL-1 e TNF-
o na gengiva de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os animais foram sacrificados no 11° dia. As gengivas foram removidas para quantificar a IL-
1B (A) e TNF-a (B). A concentracdo de IL-13 em pg/mg de tecido da gengiva: observa-se
reducdo significativa da concentracdo de IL-1B nos animais tratados com GSNO na
concentracdo de 10 mM em relagdo aos tratados com o veiculo (HPMC) B. Concentragédo de
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TNF-a em pg/mg de tecido/gengiva. H& reducgdo estatisticamente significativa nos animais
tratados com GSNO na concentracdo de 10 mM em relacdo aos animais tratados apenas com
HPMC (veiculo). As barras representam média + EPM de 6 animais. # p< 0,05 em relacédo ao

grupo naive, * p< 0,05 em relagdo ao grupo HPMC (ANOVA, Bonferroni).

5.9 Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a concentracéo de citocina anti-

inflamatdria (IL-10) em gengivas de ratos

A anélise da concentracdo de IL-10, em determinado tecido ou fluido é um
marcador de atividade anti-inflamatdria. O tratamento com GSNO (10 mM) propiciou 0

aumento de IL-10 em relacdo aos demais grupos, porém essa elevacdo ndo foi significativa.

Figura 15 - Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a concentracdo de IL-10 na
gengiva de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os animais foram sacrificados no 11° dia. As gengivas foram removidas para quantificar a IL-
10. A concentracdo de I1L-10 em pg/mg de tecido da gengiva. Observa-se aumento de IL-10
nos animais tratados com GSNO na concentracdo de 10 mM. Ha uma reducdo de IL-10 nos
grupos tratados com veiculo (HPMC). As barras representam meédia + EPM (ANOVA,
Bonferroni) 6 animais por grupo.
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5.10 Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a expressdo génica de TNF-a, RANK,
RANK-L/OPG em gengivas de ratos

Os genes associados ao processo inflamatério (TNF-a) e metabolismo dsseo
(RANK e RANK-L/OPG) foram avaliados e encontram-se expressos em todos 0S grupos
deste estudo (Figura 16).

A expressdo génica relativa de TNF-a apresentou-se aumentada de forma
significamente (p< 0,05) no grupo com DPE, que recebeu o veiculo HPMC, em relacdo ao
grupo controle (naive). O tratamento com GSNO 10 mM preveniu esse aumento (Figura 16
A).

Quanto a expressdo de fatores associados ao metabolismo Gsseo, 0s animais
tratados com GSNO (10 mM) exibiram reducdo estatisticamente significativa na transcricdo
génica de RANK comparada ao grupo com DPE tratados apenas com o veiculo, HPMC
(Figura 16B).

Na avaliacdo da razdo da expressdo génica de RANK-L/OPG (Figura 16C), houve
aumento significante (p<0,05) dessa relagdo nos animais submetidos a DPE tratados apenas
com o veiculo (HPMC). O tratamento com GSNO na concentragdo de 10 mM foi capaz de

reduzir (p<0,05) essa razéo.
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Figura 16 - Efeito do S-nitrosoglutationa (GSNO) sobre a expressao génica de TNF-a,
RANK e RANK-L/OPG na gengiva de ratos submetidos a doenca periodontal
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A expressédo génica relativa foi avaliada em gengiva de animais submetidos a DPE
e tratados com GSNO (10 mM) ou HPMC. O grupo naive ndo foi submetido a DPE e a
nenhum tratamento. A. Expressdo génica relativa de TNF-a: observa-se reducao
estatisticamente significante nos grupos tratados com GSNO na concentracdo de 10 mM
comparados aos grupos com DPE tratados com o veiculo (HPMC). B. Expressdo génica
relativa de RANK: O grupo com DPE tratado apenas com o veiculo apresentou aumento
estatisticamente significante em relacdo ao grupo naive, enquanto o grupo tratado com GSNO
apresentou reducdo significante da expressdo de RANK comparado ao grupo HPMC. C.
Expresséo génica relativa da razdo RANK-L/OPG: houve reducgéo significativa da razdo da
expressdo génica de RANK-L/OPG nos grupos tratados com GSNO na concentragdo de 10
mM. As barras representam a média + EPM. # p< 0,05 em relacdo ao grupo naive e * p< 0,05
em relacédo ao grupo HPMC. (ANOVA, Bonferroni).

5.11 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a imunomarcacdo de TRAP no

periodonto de ratos submetidos & doenca periodontal experimental (DPE)

A fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) é um marcado de osteoclastos em
processo de reabsorcdo 0ssea. Observou-se uma acentuada marcacao para TRAP nas células
do ligamento periodontal, especialmente nos osteoclastos (Figura 17D) (setas), aumento de
1000x dos animais submetidos a DPE que receberam HPMC (Figura 17B) em relacdo as
marcacGes observadas no grupo naive (Figura 17A). A imunohistoquimica também
evidenciou que o tratamento com GSNO 10 mM (Figura 17C) diminui a marcacdo de células

positivas para TRAP no periodonto dos animais que foram induzida a DPE.
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Figura 17 - Imunohistoquimica para TRAP no periodonto de animais normais e de

animais submetidos a DPE e que receberam HPMC ou GSNO 10mM.
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Fonte: Elaborado pela autora.

GSNO 0,5, 2 ou 10 mM, foi administrado localmente, diariamente durante 11 dias ap6s a

inducdo da DPE. A. Periodonto de animal sem DPE (naive), mostrando diminuicdo de

imunomarcacdo, B. Periodonto de animal submetido a DPE que recebeu HPMC mostrando

células positivas

marcadas para Trap, C. Periodonto de animal submetido a DPE, que

recebeu GSNO 10 mM, mostrando uma diminuicdo de imunomarcacdo para TRAP. D.

Aumento de 1000x da figura 17B, (seta) e marcacdo de osteoclasto. A, B, C aumento de

200x.
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5.12 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a imunomarcacdo de RANK no

periodonto de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE)

Observou-se acentuada marcacdo de imunohistoquimica para RANK nas células do
ligamento periodontal nos animais submetidos a DPE, tratados com HPMC (Figura 18B). Ao
analisar as células marcadas, nota-se que além de osteoclastos, também outras células do
ligamento periodontal encontram-se imunomarcadas como células linfomoucleadas (Figura
18D). Aumento de 1000x. Contudo, observou-se poucas células positivas para RANK nos
animais tratados com GSNO 10 mM, aos quais foram submetidos a DPE (Figura 18C).
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Figura 18 - Imunohistoquimica para RANK no periodonto de animais normais e de
animais submetidos a DPE e que receberam HPMC ou GSNO 10 mM.
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O GSNO 0,5, 2 ou 10 mM, foi administrada localmente e diariamente em 12/12 horas durante
11 dias apds a inducdo da DPE. A. Periodonto de animal sem DPE, mostrando auséncia de
imunomarcacdo; B. Periodonto de animal submetido a DPE que recebeu HPMC mostrando
intensa marcacao de polimorfonucleares e osteclastos (seta) D. Aumento original de 1000x da
figura B. C. Periodonto de animal submetido a DPE, que recebeu GSNO 10 mM, mostrando

uma diminuigdo de imunomarcacdo para RANK. A Aumento original de 200x.



69

5.13 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a imunomarcacdo de RANK-L no

periodonto de ratos submetidos a doenca periodontal experimental (DPE)

A imunohistoquimica para RANK-L mostrou acentuado aumento da expressdao do
ligante RANK-L no periodonto de ratos submetidos a doenca periodontal experimental, grupo
HPMC (Figural9C) com aumento de 1000x (seta) em comparagdo ao observado no grupo
naive (Figura 19B). Também se observou que o tratamento com GSNO (10 mM) localmente
foi capaz de reduzir a imunomarcacdo de RANKL no periodonto de ratos submetidos & DPE
(Figura 19D).

Figura 19 - Imunohistoquimica mostrando a marcagdo de RANK-L nos tecidos
gengivais de ratos submetidos & DPE e tratados com GSNO.
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Fonte: Elaborado pela autora

(A) representa controle negativo da imunohistoquimica, marcacdo para RANK-L foi realizada
no periodonto obtido dos grupos naive (B), HPMC (C) e GSNO 10 mM (D) Células marcadas
positivamente para RANK-L sdo observadas no grupo HPMC (C), enquanto que pouca
marcacao foi observada nas espécimes provenientes dos ratos tratados com GSNO 10 mM
(D). As fotomicrografias menores representam uma area com aumento de 1000x (seta)

apontando osteoclastos (Figura C). A, B ,C fotomicrografias aumento de 200x.
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5.14 Efeito do S-nitrosuglutationa (GSNO) sobre a imunomarcacdo de OPG no

periodonto de ratos submetidos & doenca periodontal experimental (DPE)

Apesar da pouco expressividade das células positivas para OPG em todos 0s grupos

avaliados, Observa-se aumento das imunomarcacdo no grupo tratado com GSNO 10 mM

(Figura 20D). Dentre as células marcadas no periodonto, ha marcacgéo de osteoblastos (Figura

20D). Aumento 1000x.

Figura 20 - Imunohistoquimica para OPG no periodonto de animais normais e de
animais submetidos a DPE e que receberam HPMC ou GSNO 10 mM.
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A marcacdo para OPG foi realizada no periodonto obtido dos grupos naive (A), HPMC (B) e
GSNO 10 mM (C) células marcadas positivamente para OPG sdo observadas no grupo GSNO
10 mM (C), enquanto que pouca marcacdo foi observada nas espécimes provenientes dos
ratos tratados com HPMC (B). As figuras A, B, C representam aumento de 200x, exceto a
figura D aumento de 1000x da figura C mostrando osteoblasto marcado.
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6 DISCUSSAO

Os nossos dados experimentais mostraram que a aplicacdo tépica do gel de
GSNO em matriz mucoaderente (HPMC) na concentragcdo de 10 mM resultou na reducdo da
perda Ossea, aumentou a fosfatase alcalina, diminuiu pardmetros inflamatorios, o stress
oxidativo, e reduziu a expressdo génica de RANK, TNF-a, bem como a razdo entre a
expressao génica de RANKL/OPG na doenca periodontal experimental.

Diversas terapéuticas tem sido testadas na doenca periodontal experimental.
Araujo Junior et al. (2013) mostraram que a atorvastatina diminui a perda 6ssea alveolar,
inflamacdo e estresse oxidativo na DPE. Dalcico et al. (2013) evidenciou que a sinvastina
previne a reabsorcdo Ossea alveolar. Tamaki et al. (2014) demonstraram que o resveratrol
melhorou o estresse oxidativo e preveniu a progressdo da periodontite em modelo de doenga
periodontal (DP). Leitdo et al. (2004) evidenciou que a aplicagdo local de isosorbida, doador
de dxido nitrico, diminuiu a reabsorcdo 0ssea na periodontite experimental em ratos. Dentre
estas terapéuticas, os doadores de oxido nitrico tem demonstrado um papel promissor na
prevencdo de eventos patogénicos da doenca periodontal (DP).

Em um estudo recente do nosso grupo, Menezes et al. (2012) demonstraram que
0 GSNO administrado por via intragengival em matriz de PVP (Polivinil Pirrolidona) foi
eficaz na reducédo da inflamagdo e reabsorcdo Ossea alveolar. Diante dos beneficios do GSNO
aplicado intragengival, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do GSNO, aplicado
localmente no periodonto de ratos com DPE, nos parametros inflamatérios, no estresse
oxidativo e na expressdo génica de mediadores inflamatorios e do metabolismo dsseo. Para tal
foi utilizado um modelo de doenca periodontal experimental padronizado anteriormente
(KOIDE et al., 1995), ao qual foi modificado no laboratério de Farmacologia da Inflamacao
do Cancer, LAFICA (LEITAO et al., 2005; LIMA et al., 2000). O modelo consiste na
insercdo do fio de nailon 3.0 ao redor do segundo molar superior esquerdo com apenas um no
deixado na face vestibular por 11 dias. Esse modelo caracteriza-se por aumento do infiltrado
de células inflamatorias, que leva a destruicdo do ligamento periodontal, osso alveolar e
cemento.

Nesse contexto, 0 modelo de doenca periodontal utilizado neste estudo foi eficaz,
uma vez que esses aspectos foram identificados nos animais tratados com o veiculo (HPMC).
Desta forma o modelo utilizado reproduziu as principais caracteristicas da periodontite em
humanos sendo apropriado para este estudo, (MENEZES et al., 2012; LIMA et al., 2004;
BEZERRA et al., 2000).
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No presente trabalho observou-se uma significante perda 6ssea no 11° dia apds a
inducdo da DPE nos animais tratados com o HPMC (veiculo). A analise histopatolégica desse
grupo com DPE evidenciou infiltrado de células inflamatédrias, perda da integridade do
cemento e reabsorcdo 0ssea alveolar. Corroborando com os dados dessa dissertacdo Menezes
et al.(2012) , mostraram que a doenga periodontal (DPE) envolve o recrutamento de células
inflamatorias, producdo de citocinas, e diferenciagdo de osteoclastos, o que leva reabsor¢do
Ossea e perda de insercdo (MENEZES et al., 2012).

O GSNO mostrou-se efetivo ndo somente para a reducdo da perda 6ssea alveolar,
mas também no aumento de fosfatase alcalina encontrado ao se tratar com a maior
concentracdo que sugere aumento neoformacdo 6ssea. Além disso, nesse grupo de animais
ndo foi observado exposicdo de raizes, sendo um importante indicador macroscépico de
inibicdo da perda Gssea.

Esses achados estdo de acordo com Percival et al. (1999), o qual evidenciaram
que o GSNO tem efeito inibitério na reabsor¢do 6ssea, devido a inibi¢cdo de catepsina K,
enzima altamente expressa em osteoclastos, in vitro. Assim considerando que o0 GSNO € um
doador de NO, poderia também atuar na atividade dos osteoclastos e dos osteoblastos
podendo ter um efeito estimulatorio e inibitorio na remodelacdo 0ssea dependendo dos niveis
de NO e do modelo utilizado (ALAYAN et al., 2006).

Nesse contexto, apenas na concentracdo de GSNO 10 mM foi capaz de inibir a
perda Ossea no presente estudo. Esse efeito do GSNO nessa concentracdo mostra que
concentracfes mais elevadas de GSNO, atraves de liberacdo lenta de NO, permitida pela
matriz utilizada, HPMC suprime a formacdo e atividade dos osteoclastos, inibindo com isso a
reabsorcdo Ossea (KENDAL et al., 2001; RALSTON et al., 1995; MACINTYRE et al.,
1991).  Nossos achados estdo de acordo com outros estudos que utilizaram doadores de
oxido nitrico encontranto de forma semelhante reducdo de perda 6ssea (LEE et al., 2009;
MENEZES et al., 2012; LEITAO et al., 2005).

Lee et al. (2009), demonstraram que a atividade da fosfatase alcalina aumentou
depois da exposicdo com nitroprussiato de sddio, doador de 6xido nitrico. A liberacdo de
oxido nitrico estimulada por nitroprussiato de sodio foi acompanhada por uma inibicdo do
crescimento de células e um aumento nos niveis de fosfatase alcalina em células do ligamento
periodontal em humanos.

Menezes et al. (2011), também exploraram o papel do GSNO na DPE, sendo que
aplicado intragengivalmente, e seus resultados mostraram aumento da fosfatase 6ssea, quando

administrado GSNO na concentracdo de 2 mM. Diferentemente, neste estudo a melhor
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concentracdo de GSNO que induziu aumento significativo de fosfatase alcalina foi a
concentracdo de 10 mM. Essa diferenca pode possivelmente ser atribuida a via de
administracdo e a diferenca entra a matriz utilizada (PVP ou HPMC).

Nessa concentragédo, outro efeito importante do GSNO foi a reducdo do MDA.
Esse efeito indica que o0 GSNO regula a via de sinalizagdo do estresse oxidativo. Ainda neste
grupo observou-se aumento do GSH e redugdo dos niveis de NOx no tecido gengival. Os
resultados desses parametros analisados indicam que o GSNO reduz o estresse oxidativo
presente na patogénese da doenca periodontal. Estes resultados corroboram com os achados
do estudo realizado por Menezes et al. (2012).

Esse efeito do GSNO ja foi estudado por Rosales et al. (2014), entretanto foi
analisado em contexto diferente da DPE, em que foi avaliado o mecanismo do GSNO em
colirios na reducdo do estresse nitrosativo na retinopatia diabética experimental. Esses autores
propuseram que 0 GSNO preveniu 0 estresse nitrosativo devido a reducdo da producdo de
Oxido nitrico por via inibicdo de iNOS por S-glutationilacéo.

Em ratos a expressdo de iNOS foi evidenciada em macrofagos, linfocitos e
neutrofilos, enquanto em humanos foi em macréfagos, células endoteliais e
polimorfonucleares (BATISTA et al., 2002; LAPPIN et al., 2000; LOHINAI et al., 1998).
Em condic¢Bes inflamatoérias, ha uma grande producdo de Oxido nitrico via iINOS. Esse
aumento de Oxido nitrico causa aumento do infiltrado de células inflamatorias e aumento da
permeabilidade vascular. Além de promover a degradacdo de fibras colagenas mediadas por
MMP (ALAYAN et al.,, 2006; LIN et al., 2003), o NO também contribui para a
infrarregulacdo de inibidores de metaloproteinases (BRENNAN, 2003).

Neste estudo verificamos menor numero de células positivas para iNOS nos
animais tratados com GSNO. Adicionalmente, houve reducdo da producdo de NOXx nesse
grupo. Esses resultados encontrados nesse estudo propde que ha uma inibicdo da producédo de
Oxido nitrico catalisado pela iINOS. Essas observagdes foram ao encontro as feitas por Herrera
et al. (2011), onde demonstrou-se que a administracdo de aminoguanidina, inibidor seletivo
de iINOS, por via oral na DPE, inibiu a perda dssea alveolar, assim como reduziu a inflamacéo
e necrose do ligamento periodontal.

De forma contraditéria, em outro estudo, em que o nitroprussiato de sddio, doador
de 6xido nitrico que foi utilizado em células do ligamento periodontal em estudo in vitro e foi
observada a sua relacdo com a diferenciagdo dos osteoblastos, observou-se aumento da

expressao de iNOS e producdo de 6xido nitrico nas células de ligamento periodontal (LEE et
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al., 2009). Esses dados sugerem os possiveis efeitos negativos do Oxido nitrico quando
utilizados em maiores concentracdes.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) também estdo implicadas na destruicdo dos
tecidos durante a fase inflamatdria, sendo o estresse oxidativo um importante fator da
patogénese da periodontite. Diferentes mecanismos podem causar dano tecidual através das
ROS, incluindo dano ao DNA, peroxidacdo lipidica, dano protéico, oxidagdo enzimatica e
estimulacdo de citocinas inflamatdrias (GRANT et al., 2010). Portanto, o fato do GSNO ter
diminuido o estresse oxidativo no presente estudo pode ser um fator importante para explicar
0 seu efeito protetor sobre o periodonto. Esse efeito foi acompanhado pelo aumento de GSH.
A glutationa reduzida (GSH) é o principal antioxidante intracelular, a qual é importante em
muitas funcbes bioldgicas, tais como prevencdo do dano oxidativo, remocdo de
hidroperoxidos e desintoxicacdo e estabilizagdo das membranas bioldgicas
(PANJAMURTHY et al., 2005). Tamaki et al. (2014) propuseram que 0 resveratrol tem
propriedades antioxidantes devido a capacidade de eliminar superéxido hidroxil e peroxido
nitrito (eliminacdo de ROS) em ratos com periodontite experimental induzida. Ainda nesse
estudo sugeriram que a resposta imune foi importante fonte para o estresse oxidativo e causou
degradacéo do periodonto.

Inicialmente, foram administradas diferentes concentracfes de GSNO, devido a
dualidade do efeito dos doadores de Oxido nitrico e para estabelecer a melhor dose a ser
utilizada na avaliacdo dos parametros. Neste estudo as concentracGes de 0,5 e 2 mM
apresentaram efeitos distintos em diferentes parametros avaliados, porém a analise dos
parametros em conjunto ndo mostraram melhora significativa da DPE. Devido a alta
significancia dos achados na concentracdo de 10 mM, deu-se continuidade na avaliacdo dos
demais parametros apenas nessa concentracao.

Em nosso estudo, verificamos que o tratamento da DPE com GSNO, na
concentracdo avaliada, diminuiu a producédo de IL-1p e TNF-a. Ja é bem estabelecido que as
citocinas pro-inflamatérias, como IL-1 B ¢ TNF-q, estimulam o recrutamento de leucécitos
para o tecido gengival devido a sua capacidade de aumentar o niUmero de moléculas de adesdo
de leucdcitos no endotélio vascular, como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas (NEWTON,;
DIXIT, 2012). Em adicéo, essas citocinas também estimulam a producdo de quimiocinas
induz a expressdo de outros mediadores inflamatorios que potencializam a resposta
inflamat6ria como as prostaglandinas e metaloproteinases (GRAVES; COCHRAN, 2003).

Nossos dados corroboram com essa observacdo, uma vez que 0s animais com DPE tratados
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com GSNO apresentaram reducdo do infiltrado de células inflamatérias com concomitante
diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias.

Além isso 0 GSNO inibe a inflamacéo tecidual atavés de S-nitrosilacdo de NF-
kB, resultando na supressdo de NF-xB, com isso ha inibicdo das citocinas pro-inflamatorias
tais como IL-1 B e TNF-a e diminui¢do de moléculas de adesdo celular endoteliais, as quais
promovem infiltracdo leucocitaria (SAVIDGE et al., 2007; PANNU; SINGH, 2006; KHAN
et al., 2005).

Vale salientar que IL-1 B ¢ TNF-a estdo presentes no tecido gengival dos animais
com doenca periodontal e sdo capazes de induzir a expressdao de RANK-L por osteoblastos
(TANAKA; NAKAYAMADA,; OKADA, 2005). Neste estudo, houve relagdo direta da
expressdo génica de TNF-o ¢ RANK detectada por gPCR, sendo que o GSNO na
concentracdo de 10 mM reduziu a expressdo proteica de RANK assim como reduziu a
expressao génica de TNF-a.

Kawai et al. (2006) explorou as fontes de RANK-L na doenga periodontal (DP).
Em sua pesquisa comparou a gengiva de pacientes saudaveis com as de pacientes com doenca
periodontal (DP). Os autores observaram em seus achados que além dos osteoblastos, os
linfécitos T e B também sdo fontes de RANK-L na doenca periodontal (DP). A
imunohistoquimica apresentada aqui também demonstra a expressdo de RANK-L por células
do conjuntivo do ligamento periodontal. Esses autores evidenciaram também uma relacdo
entre a concentracdo de RANK-L e IL-1B, uma vez que ambas estavam elevadas em pacientes
com doenga periodontal (DP). Neste mesmo estudo a producédo de OPG, quando comparados
aos dois grupos de pacientes estudados, ndo mostrou significancia. Em nosso estudo, 0 GSNO
estimulou 0 aumento da expressao génica de OPG.

Fan et al. (2004) mostrou em seu estudo que o NO diminuiu a expressao de
RANK-L em células do estroma da medula dssea in vitro enquanto que aumentou OPG
reduzindo assim o potencial osteoclastogénico.

Em acréscimo a esse achado, a imunohistoquimica apresentada neste trabalho
mostrou aumento de células marcadas positivamente para OPG no periodonto desses animais.

RANK/RANK-L/OPG apresentam papel critico na regulacdo do metabolismo
0sseo. Essa via € essencial para o controle da atividade dos osteoclastos (KOIDE et al., 2010).
Muitas citocinas contribuem para o aumento da expressdo de RANK-L. Este encontra-se
aumentado nos tecidos periodontais inflamados (CROTTI et al., 2003).

A IL-1p induz a osteoclastogénese e a reabsor¢cdo dssea, na maioria das vezes por

suprarregulacdo de RANK e RANK-L, enquanto isso 0 TNF-a estimula a osteoclastogénese
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direta ou indiretamente via RANK-L (WEI et al. 2005). Essa suprarregulagdo de RANK-L
induzida pela IL-1B ocorre de forma indireta. IL-1p estimula os fibroblastos e osteoblastos a
liberarem prostaglandinas PGE,, que por sua vez induz o aumento da expressdo de RANK-L
(AKAOGI et al., 2006). Nosso estudo evidenciou um aumento de liberacdo de IL-1p ¢ TNFa
no tecido gengival que € reduzida pela aplicacdo topica de GSNO 10 mM.

A razdo da expressao génica de RANK-L/OPG encontra-se aumentada em lesdes,
com processo de destruicdo 0ssea (TAY et al., 2005). Corroborando com estes achados a
razdo da expressdo génica RANK-L/OPG encontrou-se elevada nos animais nos quais foi
induzida a doenca periodontal (DPE), tratados somente com HPMC (veiculo), contudo o
GSNO foi capaz de reduzir a razdo da expressdo génica de RANK-L/OPG.

Menezes et al. (2006) evidenciou imunomarcacao positiva para RANK-L e OPG
em neutréfilos, macrofagos, células endoteliais , células epiteliais, e linfocitos presentes em
CRs. Com base nos padrées de expressao de RANK-L/OPG em diferentes condigcOes
fisiologicas e patoldgicas sugere, que sitios com reabsorgcdo dssea ativa apresenta um padrdo
diferencial da expressio RANK-L/OPG quando comparados com sitios onde a reabsorcao
Ossea é ausente ou minima. Em condicBes inflamatorias hd um desequilibrio nos niveis
RANK-L/OPG levando a excessiva atividade osteoclastica e consequente reabsor¢do 0ssea
patologica (MENEZES et al., 2008).

O GSNO ndo inibe a translocacdo do complexo p65/p50 de NF-«xB para o nucleo,
mas altera a estrutura do complexo p65/p50, bloqueando, assim, sua capacidade de se ligar ao
DNA. Esta modificacdo de p65/p50 é provavelmente responsavel pela auséncia da expressdo
do gene de NOSi dependente de NF-kB. Além disso, a inibi¢do de mediadores inflamatorios
em cultura de células através da inibicdo de NF-kB, indica que o GSNO exerce um efeito
antiinflamatério direto (KHAN et al., 2005).

Os achados deste estudo sugerem que 0 GSNO inibe a producgédo de 0xido nitrico
via iNOS reduzindo assim a producdo de 6xido nitrico, com concomitante diminuicdo do
estresse oxidativo. A reducdo da producdo de NO diminui a sintese de citocinas proé-
inflamatorias, e consequentemente, reduz expressdo de RANK-L e RANK e aumenta a

expressao génica de OPG atenuando a reabsorcéo 6ssea na doenca periodontal experimental.
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Figura 21 - Modelo hipotético da reducdo da osteoclastogénese pelo GSNO na linhagem

do osteoclasto na DPE
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Fonte: Adaptado de Aeschlimann e Evans (2004).
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7 CONCLUSAO

e O GSNO em gel com matriz mucoaderente, portanto pode representar um agente
promissor tratamento da doenca periodontal, uma vez que reduziu a perda Ossea
alveolar na DPE.

e O GSNO administrado localmente é capaz de diminuir o estresse oxidativo, a
producéo de mediadores inflamatdrios, como IL-1B e TNF-a.

e O GSNO é capaz de reduzir a expressdo génica de TNF-o, RANK e RANK-L/OPG.
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APENDICE A - Aparelhos e Intrumentos Laboratdriais

o Balanga digital eletrénica para a pesagem dos animais- Filisola;
o Balanga Analitica- Marte

o Centrifuga refrigerada- Solab

o Micro centrifuga- Novatécnica

o Espectrofotometro- Bioespectro

o Geladeira e freezer (-70%)- Continental

o Leitora de Elisa- Epoch

o Maquina fotogréafica digital- Cammon

o Homogeinizador de tecidos

. Medidor de PH-P

. Mili-Q

o Microscopico Leica acoplado ao computador
. Micrétomo Leica

. Placas de Elisa

. Termociclador Bio Rad

o Seringas (B-D)

o Pipetas Gilson automaticas de 1000, 200, 20, 10, 5,1uL
o Ponteiras para pipetas automaticas

o Tubo Falcon (15 e 50ml)

. Vortex

o Vidrarias: béqueres, pipetas manuais, tubos de ensaios, provetas

Farmacos, Anticorpos, Liquidos ; Solucbes e Corantes Utilizados:

o Alcool etilico (Dinamica)

o Xilol (Dinédmica)

o Acetona (Sigma)

o Anticorpo primario de coelho anti-NOSi (Santa Cruz Biothechnology)
o Anticorpo primario de coelho RANK, (Santa Cruz Biothechnology)

o Anticorpo primario de cabra TRAP (Santa Cruz Biothechology)
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o Anticorpo primario de cabra anti OPG ostoprotegerina (Santa Cruz Biothechnology)
o Anticorpo primario de cabra RANK L (Santa Cruz Biothechnology)

o Anticorpo secundario biotinilado anti-IgG de coelho (Santa Cruz Biothechnology)
. Trisol (LifeTecnologies)

o HPMC Hidropropilmetilcelulose (Sigma)

. DTNB 0,01 M (Fluka)

o Eosina (Merck)

o Kit para dosagem de fosfatase alcaina (Labtest)

o Glutationa (Sigma)

o Formol 10% ( Reagen)

. Eter etilico P.A (Dinamica)

J Kit Pricossirus ...

o Kit DuoSet (R&D Systems) para dosagem de citocinas IL-1 e TNF-a

o Nitrito de Sadio (Sigma Aldrich)

o Nitrato Redutase (Sigma)

o Perdxido de hidrogénio (Sigma)

o Solucdo Salina

o Xilazina e Quetamina

o Hematoxilina (Dindmica)

o Heparina (Cristalia)

o Solucéo de o-dianidisina

o Solucéo PBS

Tampdo fosfato de potassio-----------====mmmmmmmmmmmmmmmemeee 16,7 mg.
H2 02— e 10 ml
Agua destilagda--------==-===mmsnmmenmmmemme e 50 mL
o Tampéo de brometo de hexadeciltrimetilam

HTAB (Sigma)--------=-=-==mnmmmemm oo 50
Tampéo fosfato de potassio-------------=-=-=--m-m-mmmoommmmem- 1L.

o Tampao fosfato de potassio (Dindmica)

o EDTA éacido triclo..

L L 4,849
EDTA 0,2 Monnnnmmmmmmmmmmmmmmmmc e 10ml

Agua destilada---------=====-mmmmmmmmmmmm e 100ml
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ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa Animal

Universidade Federal do Ceara
Comissao de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagdo n°

10/2013, sobre o projeto intitulado: “EFEITO DA APLICACAO LOCAL DO GEL DE

NITROSOTIOL GSNO NA DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL EM RATOS”, de

responsabilidade da Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito e esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao de Etica

em Pesquisa Animal — CEPA — em reuniao realizada em 24 de julho de 2013.

Fortaleza, 25 de setembro de 2013

Profa. Dra. Nylane4? Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao de Aica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra. Nylane M. Nunes de Alencar
Coordenadora da CEPAIDFFIFAMED/UFC
MAT. SIAPE 2166359



