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RESUMO

ATIVIDADES ANTIRREABSORTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO RANELATO DE
ESTRONCIO NA PERIODONTITE INDUZIDA EM RATOS. Ana Patricia Souza de
Lima. Dissertagao apresentada ao Programa de Pés-graduagao em Odontologia do
Departamento de Clinica Odontolégica da Faculdade de Farmacia Odontologia e
Enfermagem da Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito parcial para a
obtencgao do titulo de Mestre em Odontologia. Data da defesa: 26 de margo de 2010.
Orientadora: Prof? Dr? Vilma de Lima.

A Periodontite € uma doenga que envolve a presenga de bactérias e se caracteriza
principalmente por eventos inflamatorios que levam a perda dos tecidos periodontais como
cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar. O Ranelato de estroncio (RS) é
um farmaco recém desenvolvido para tratamento da osteoporose que, diferente de outros
agentes anti-osteoporoéticos, possui duplo efeito no metabolismo désseo: diminui a
reabsorcao e estimula a formagado éssea. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito
antirreabsortivo do RS na periodontite experimental considerando aspectos locais e
sistémicos e a resposta inflamatéria através de modelos experimentais classicos de
inflamacdo em animais. A periodontite foi induzida pela colocacdo de um fio de sutura
(nailon 3.0) ao redor dos 2° molares superiores esquerdos de ratos (200 g) utilizando a
prépria hemiarcada contralateral para controle. Os animais foram divididos em 4 grupos
(n=6/cada) que receberam por via oral RS (70, 210 e 630 mg/kg) ou solugao Salina (SAL)
durante 11 dias. Foram acrescidos 2 grupos (RS e SAL) para analise histologica. A perda
6ssea alveolar (POA) foi avaliada através de analises macroscépica (mm?), histolégica e
imunohistoquimica e por dosagens séricas de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO). Para
verificar possiveis repercussdes sistémicas, avaliou-se Leucograma, Variacdo de massa
corporea (g), e os niveis sericos de Transaminases (AST e ALT), Uréia e Creatinina. Para
investigacao da resposta inflamatoéria, utilizaram-se os modelos de peritonite e de edema de
pata, ambos induzidos por Carragenina (Cg 700 ug) por via intraperitoneal e intraplantar,
respectivamente. Os animais foram divididos em grupos (+200 g; n=6/cada) que receberam,
previamente a injecdo de Cg, RS 630 mg/kg-vo, Dexametasona 1 mg/kg-sc (DEX) e solugao
Salina-vo (SAL). No modelo de peritonite 1 grupo de animais nao manipulados (Normal) foi
acrescido. Apds a 42 h da peritonite, os ratos foram sacrificados para coleta do liquido
peritoneal e avaliagdo da migragao neutrofilica. No modelo de edema de pata, o volume de
liquido deslocado pelas patas dos ratos, considerado o edema, foi mensurado por
hidropletismdmetro antes e 1, 2, 3 e 4 h apds injegao de Cg. Observou-se que o RS (70, 210
e 630 mg/kg) reduziu (p<0,05) a POA em 16,9%, 39,4% e 37,5%, respectivamente. A
analise imunohistoquimica e histolégica, RS diminuiu a expressao de TNF-o porém nao
reduziu expressdao de IL-1p e promoveu importante (p<0,05) redugdo do infiltrado
leucocitario e osteoclastos, assim como preservacédo do 0sso alveolar, ligamento periodontal
e cemento [RS630= 1,5 (1-3); SAL= 2,5 (2-3)]. Tais analises foram corroboradas pelo
aumento (p<0,05) dos niveis séricos de FAO (RS70= 94+4,6; RS210= 90,91+6; RS630=
107,5+14,2; SAL= 57,946,9 U/l). Inicialmente os animais apresentaram perda de peso,
seguido de tendéncia a normalidade, mas, tal como no leucograma ou nas demais dosagens
séricas bioquimicas, nao foram observadas alterag¢des significante (p>0,05) entre os grupos.
Quanto a resposta inflamatéria, RS 630 mg/kg foi capaz de reduzir a migragao neutrofilica
induzida por Cg [RS=5,7+0,6; Sal=8,3%0,6 (x10® mm?®); p<0,05] além de reduzir edema de
pata na 3% e 42 h apds administragdo da Cg. Em concluséo, o RS foi capaz de reduzir a
POA, confirmando seu potencial antirreabsortivo, além de exibir atividade anti-inflamatéria,
podendo, portanto, vir a ser uma ferramenta importante no tratamento adjuvante da
periodontite.
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ABSTRACT

ANTIRESORPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES OF STRONTIUM
RANELATE ON LIGATURE-INDUCED PERIODONTITIS IN RATS. Ana Patricia
Souza Lima. Dissertation presented to Dentistry Post-Graduation Programm of
Clinical Dentistry Department of Pharmacy, Dentistry and Nursing Faculty of Federal
University of Ceara, as partial pre-requisite for Master Degree on Dentistry. Defense
date: March the 26th 2010. Supervisor: Prof. Dr. Vilma de Lima.

Periodontitis is a disease which involves the presence of bacteria and it is characterized by
inflammatory events that lead to loss of periodontal tissues such as root cementum,
periodontal ligament and alveolar bone. Strontium Ranelate (RS) is a recent developed drug
used for osteoporosis treatment that, different from other anti-osteoporotic drugs, it possess
a dual effect on bone metabolism: it decreases bone resorption by the time it stimulates bone
formation. The aim of this study was to evaluate the RS anti-resorptive effect in experimental
periodontitis considering local and systemic aspects and the inflammatory response through
classical inflammation experimental models in animals. Periodontitis was induced by placing
a suture (nylon 3.0) around the left 2" upper left molars of rats (+ 200g) using their
contralateral hemimaxillae for control. The animals were divided into 4 groups (n = 6/each)
which received RS (70, 210 and 630 mg/kg) or saline 0.9% (SAL) orally, during 11 days. Two
more groups were added (RS and SAL) for histological analysis. Alveolar bone loss (ABL)
was evaluated by macroscopic (mm?), histologic and immunohistochemistry analysis, and by
serum bone alkaline phosphatase (BALP) levels. In order to evaluate possible systemic
repercussions, body weight variation (g), leukocyte count and serum levels of: transaminases
(AST and ALT), urea and creatinine were assessed. In order to investigate inflammatory
response, peritonitis model and paw edema we used, both of them induced by carrageenan
(Cg 700 g), a potent anti-inflammatory agent, by intraperitoneal and in rat hind paw,
respectively. Animals were divided in groups (x 200 g; n = 6/each) which received 0.9%
saline-vo (SAL); Dexamethasone 1 m/kg-sc (DEX) and RS 630 mg/kg-vo before Cg injection.
On peritonitis model, a group of non-handled (Normal) animals was added. After the 4" hour
of peritonitis, animals were sacrificed in order to collect peritoneal fluid and to evaluate
neutrophil migration. On paw edema model, the dislocated liquid volume by rats paw
(edema) was measured by a hydropletismometer before (Oh) and 1, 2, 3 and 4 h after Cg
injection. It was observed that RS (70, 210 and 630 mg/kg) prevented ABL (p<0.05) by
16.9%, 39.4% and 37.5% respectively. On immunohistochemical and histologic analysis, RS
reduced TNF-o but not reduced IL-1B expression and additionally promoted important
(p<0.05) decrease on leukocyte infiltrate and osteoclast number as well as, alveolar bone,
periodontal ligament and root cementum preservation [RS 630 = 1.5 (1-3); SAL=2.5 (2-3)].
These analyses were corroborated by the increase (p<0.05) of BALP serum levels (RS70=
94+4.6; RS210= 90.916; RS630= 107.5£14.2; SAL= 57.9+6.9 U/l). Initially, animals
presented loss of weight, followed by a normal tendency, but as well as in leukogram or in
the other serum biochemical dosage, it was not observed any significant alteration (p>0.05)
between groups. About inflammatory response, RS 630 mg/kg was able to reduce neutrophil
migration induced by Cg [RS=5.7+0.6; Sal=8.3+0.6 (x10°/mm?); p<0.05] besides, paw edema
decreased on the 3™ and 4™ hour after Cg administration. In summary, RS was able to
prevent ABL, confirming its anti-resorptive potential, and also exhibit anti-inflammatory
activity, which can be an important tool as adjuvant to periodontitis treatment.
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1. INTRODUGAO

A periodontite € uma doenga altamente prevalente que envolve a
presencga de bactérias do biofilme dental e a geragdo de uma resposta inflamataria.
A exposicao crbnica dos tecidos periodontais as bactérias e seus metabdlitos levam
a destruicado progressiva dos tecidos de suporte periodontal, como cemento,
ligamento periodontal e osso alveolar. Embora bactérias e endotoxinas sejam pré-
requisitos para a inflamacao e a destruicdo dos tecidos periodontais, sua presenca
por si sO representa uma proporgao relativamente pequena na expressao da doenca
(GROSSI et al.,, 1994). De acordo com o modelo mais aceito da patogénese da
periodontite, o principal componente de destruicdo dos tecidos moles e duros é
resultado da ativagdo de uma resposta imunoinflamatéria do hospedeiro ao desafio
bacteriano (OFFENBACHER 1996; PAGE & KORNMAN, 1997).

A resposta inflamatdria subjacente a periodontite envolve presenca de
citocinas inflamatérias que podem induzir o aumento da expressdo de RANKL
(Ligante do receptor ativador de fator nuclear kappa B) e a diminuicdo de OPG
(Osteoprotegerina) levando a osteoclastogénese e reabsor¢dao do osso alveolar
(NAKASHIMA et al., 2000; TAUBMAN et al., 2007; COCHRAN, 2008).

De forma geral, as doencgas inflamatodrias crénicas associadas a perda
O0ssea demonstram o grande impacto da inflamagao, tanto no metabolismo quanto
na arquitetura éssea, como observado na periodontite. Isto pode levar até mesmo a
perda de unidades dentarias gerando experiéncias negativas em varios aspectos de
qualidade de vida: fisicos, psicologicos e sociais (NEEDLEMAN et al., 2004). Nos
ultimos anos, pesquisadores tém voltado cada vez mais sua atencdo para os
processos que envolvem o tecido 6sseo e a inflamagao, resultando na identificagcao
de moléculas alvo para o tratamento da perda dssea inflamatoria. Essas novas
abordagens terapéuticas incluem a utilizagdo de agentes bloqueadores de citocinas
pré-inflamatérias (HERMAN et al., 2008). Adicionalmente, sabe-se que o reparo
0sseo constitui um dos maiores desafios dentro da odontologia e medicina, levando
a necessidade da utilizacdo de terapia genética, moléculas biotivas, como as
proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs) e fatores de crescimento, os quais

possuem propriedades osteoindutoras (SERVICE, 2000).
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Além disso, novas terapias farmacoldgicas surgiram para a prevencao e o
tratamento em doencas associadas a perda 6ssea, como os bisfosfonatos que,
apesar de serem bem tolerados, foram recentemente associados a osteonecrose de
mandibula; terapias utilizando moduladores do receptor de estrogénio, mas que a
longo prazo, pode aumentar o risco de cancer de mama, derrame e embolia; inibidor
do RANKL (Denosumab); PTH, um agente anabdlico ésseo, e o Ranelato de
estréncio que se destaca pelo seu duplo efeito no tecido ésseo, funcionando como
agente anabdlico e antirreabsortivo (VALVERDE, 2008).

O Ranelato de estroncio (RS) é um farmaco recém-desenvolvido para
prevengao e tratamento da osteoporose, doenga caracterizada pela perda de massa
Ossea e deterioracdo da microarquitertura ossea, resultando em aumento da
fragilidade Ossea e susceptibilidade a fratura. Diferente de outras abordagens
terapéuticas que incluem uma dieta suplementada de calcio e vitamina D em adi¢ao
a utilizacao de estrégenos, bisfosfonatos ou moduladores seletivos do receptor de
estrogénio (SERMs), que reduzem a reabsorgédo 6ssea, ou ao fluor que estimula a
formacdo de osso, o RS tem se destacado por apresentar um duplo efeito no
metabolismo &sseo: diminuir a reabsorcdo e ao mesmo tempo funcionar como
agente anabdlico 6sseo (CHAPUY et al., 1995; SCHEIBER et al., 1998).

Atualmente, o RS é considerado um farmaco seguro, bem tolerado,
especialmente no trato gastrointestinal superior, e eficaz no tratamento da
osteoporose (DELMAS, 2005; NUPREZ et al., 2008; LIU et al., 2009).

Existe uma hipotese de que o RS pode interferir no metabolismo 6sseo
através de alteragdes no eixo RANK-RANKL-OPG, aumentando os niveis de OPG e
diminuindo a expressdo de RANKL, dessa forma, reduzindo a osteoclastogénese e
a reabsorgao 6ssea (MARIE, 2007). Tal mecanismo esta associado a acdo do RS
como agonista dos receptores sensores de calcio (CaSR) expressos nas superficies
de osteoclastos e osteoblastos (CHATTOPADHYAY et al., 2007; BRENNAN et al.,
2009; HURTEL-LEMAIRE et al., 2009).
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1.1 Justificativa e objetivos

Considerando a etiopatogénese da periodontite, sua prevaléncia e
importancia em diversos fatores associados a doencga, dentre eles, o impacto social,
além da constante busca para identificagdo de novas abordagens terapéuticas, onde
o alvo destina-se ao controle da perda d6ssea alveolar, os objetivos desse trabalho

foram determinados, os quais se seguem abaixo:

- Objetivo geral:

o Avaliar o efeito antirreabsortivo e anti-inflamatério do Ranelato de

estroncio em animais.

- Objetivos especificos:

o0 Avaliar o efeito do Ranelato de estrbncio na periodontite
experimental, considerando repercussodes locais e sistémicas.
o Avaliar o efeito do Ranelato de estréncio em modelos classicos de

inflamacéo.



16

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ranelato de estroncio

2.1.1 Aspectos moleculares e bioquimicos

O Ranelato de estréncio (RS) € um agente formado por dois atomos
estaveis de estroncio (Sr**), constituindo a parte ativa do composto, e uma molécula
organica sintética, o sal de acido ranélico, quimicamente apresentado como 5-
(bis[carboximetillJamino)-2-carboxi-4-ciano-3-tiofenacético. O estroncio constitui
aproximadamente 34% de toda a sua estrutura. Entretanto, diferente de outros sais
de estréncio, o RS possui maiores biodisponibilidade e tolerancia gastrointestinal
(DAHL, 2001; REGINSTER et al., 2003) (figura 1).

O estroncio € um metal alcalino terroso, utilizado industrialmente em tubos
de raios catddicos de televisores em cores, pirotecnia, no refinamento do zinco,
dessulfirizagdo do ago, ceramicas, pigmentos para pintura, lampadas fluorescentes,
em radiologia e em medicamentos (ATSDR, 2004). Tal como outros metais
divalentes, como por exemplo, o magnésio, o estroncio tem sido objeto de estudo
por demonstrar propriedades fisico-quimicas similares ao calcio e afinidade pelo
tecido 6sseo (NIELSEN, 2004).

o019

Figura 1: Desenho esquematico da estrutura molecular do Ranelato de estroncio. N:
Nitrogénio; O: Oxigénio; Sr: Estréncio; C: Carbono. Estrutura molecular composta por dois
atomos estaveis de Sr**, que corresponde & parte ativa do composto. Além disso, possui
uma parte organica sintética, o sal de acido ranélico, quimicamente apresentado como 5-
(bis[carboximetillamino)-2-carboxi-4-ciano-3-tiofenacético (DIMAI, 2005).
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SKORYNA et al. (1981) tém sugerido que no passado, o uso do estrédncio
como agente terapéutico pode ter sido negligenciado devido a uma confusdo que
existia entre seus isotopos estaveis (84Sr, 86Sr, 87Sr e 88Sr) e radioativos (85Sr,
87mSr, 89Sr e 90Sr). Assim, as investigagdes do atomo de estroncio estavel ficaram
em descrédito por causa de uma associacao indevida com o estréncio radioativo que
exercia um efeito toxico nas células 6sseas. (SKORYNA et al., 1981; MARIE, 1996).

O acido ranélico constitui a parte organica do Ranelato de estroncio e é
farmacologicamente inativo. Atua como um portador dos atomos de estréncio,
conferindo melhor biodisponibilidade a este elemento (MARIE, 2005), além de
caracteristicas relacionadas ao peso molecular, a farmacocinética e a aceitabilidade
do medicamento. Devido a sua alta polaridade, apresenta baixa absorcgao,
distribuicdo e ligacédo as proteinas plasmaticas, sendo rapidamente eliminado apos
absorcao (EMEA, 2009).

Muitos estudos, descritos em maiores detalhes adiante, indicam que o RS
atua tanto como um antirreabsortivo, quanto como um agente anabdlico 6sseo
(MARIE et al., 2001). Apesar das similaridades entre o ranelato de calcio e ranelato
de estroncio, principalmente relacionadas as suas concentracdes no tecido ésseo
apo6s a distribuicao (DAHL et al., 2001), estes efeitos foram observados
especificamente para ranelato de estroncio e ndo foram reproduzidos com ranelato
de calcio, sugerindo um efeito distinto desses dois cations (MARIE, 2005).

O mecanismo de agao do RS ndo estda completamente elucidado, mas
existe a hipotese de que ele atue interagindo com receptores sensores de calcio
(QUARLES et al., 1997) (figura 2). Foi observado que a adicdo de Sr** as células da
paratiredide induziu um aumento rapido e sustentado de jons Ca?* no meio
intracelular, e também dos niveis de IP; (1,4,5-inositol-trifosfato) (SHOBACK et al.,
1995), segundo mensageiro que se liga a canais de calcio e o abre, causando
ativacdo de varios processos celulares. O calcio liberado do tecido 6sseo pode
regular a fungdo de osteoblastos e osteoclastos através desses receptores
(QUARLES et al., 1997) identificados em osteoblastos de camundongos, ratos e em
osso bovino (CHANG et al., 1999), além de outros receptores sensiveis ao estroncio
(Pl et al., 2004).
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Figura 2: Desenho esquematico do mecanismo de acao do Ranelato de estroncio (RS)
nas células ésseas. O RS estimula a formacao dssea através da ativacdo dos receptores
sensores de calcio e aumento de prostaglandina E,. Por outro lado, o RS pode inibir a
formacgao 6ssea através do aumento dos niveis de osteoprotegerina e diminuigdo do ligante
do receptor ativador de fator nuclear kappa B expresso em osteoblastos (MARIE, 2007).

Outro mecanismo pelo qual o estréncio pode agir é através da indugao da
expressdo de ciclooxigenase 2 (COX-2) e produgdo de prostaglandina E; (PGE,),
através da ativacdo de sinal extracelular regulado por quinase que pode estar
envolvida no efeito de formacao 6éssea (CHOUDHARY et al., 2006). Estes efeitos do
RS nao foram encontrados em células de camundongos COX-2-nulo, 0 que aponta
para um papel protetor de PGE,; na osteoblastogénese induzida pelo Ranelato
(MARIE, 2007).

Assim, sugere-se que o0 RS seja capaz de aumentar a replicagao de pré-
osteoblastos, diferenciacdo dos osteoblastos, sintese de colageno tipo | e
mineralizagdo da matriz 6ssea através de mecanismos dependentes de calcio.
Paralelo a estes efeitos anabdlicos, ocorre inibicdo da diferenciacédo e atividade de
osteoclastos, além do aumento de apoptose dessas células, mediada por aumento

da razao OPG/RANKL, e por mecanismos regulados através dos CaSR. Seu efeito,
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de forma geral, € uma formacdo 6ssea com melhores condicbes na geometria,
espessura cortical e morfologia do osso trabecular e qualidade intrinseca do tecido

0sseo, que se traduz em resisténcia 6ssea reforgada (FONSECA, 2008).

2.1.2 Ranelato de Estroncio e o tecido 6sseo

2.1.2.1 Estudos in vitro

Com o objetivo de compreender melhor o efeito do RS em células 6sseas,
estudos foram realizados utilizando modelos de reabsor¢cado ou formacgao de células
osseas in vitro. Alguns estudos in vitro tém sugerido que o RS aumenta a replicagéo
e atividade osteoblasticas e, simultaneamente, diminui diferenciacédo e atividade de
osteoclastos (CANALIS et al., 1996; BARON et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2003).

Observou-se através do modelo de cultura celular de calvaria de
camundongos que o RS (0,5 mmol/l) foi capaz de aumentar a replicagao de células
pré-osteoblasticas e a sintese de matriz 6ssea (CANALIS et al., 1996). Além disso,
nesta mesma concentragao, foi capaz de diminuir nimero de osteoclastos, avaliados
através da expressao de anidrase carbénica Il e receptor vitronectina, marcadores
osteoclasticos, através do modelo de diferenciagdo de osteoclastos induzida pelo
tratamento com 1,25-D3 dihidroxivitamina em cultura de células de medula (BARON
et al., 1996). Em concentragdo maior, a 1 mmol/l, o RS também demonstrou-se
capaz de inibir a reabsorgdo 0ssea, desta vez avaliada através de liberagdo de
calcio. Contudo, estes efeitos ndo foram observados quando utilizado o ranelato de
calcio (TAKAHASHI et al., 2003).

Adicionalmente, demonstrou-se através do mesmo modelo experimental
que o RS promoveu formagao nodular, aumentando a diferenciacdo de células
progenitoras precocemente para maturagdo de osteoblastos e inibiu a formacao e
maturacdo de osteoclastos (BONNELYE et al., 2007); além disso, o RS também foi
capaz de aumentar a expressdo de Sialoproteina éssea (BSP) e osteocalcina
(OCN), marcadores osteoblasticos, em culturas de Unidades Formadoras de Colbnia
(CFU) osteoblastica, apos 21 dias de tratamento (ZHU et al., 2007).

Mais recentemente foi demonstrado que o RS pode aumentar a replicagao
de células pré-osteoblaticas e mesenquimais pluripotentes através de dois

mecanismos. Primeiro, como previamente sugerido, o RS pode interagir diretamente
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com um CaSR e acionar sinais mitogénicos conectado a este receptor, ou ainda, o
RS pode induzir a liberagcdo de um fator de crescimento autécrino em receptor
especifico (CAVERZASIO, 2008).

2.1.2.2 Estudos em animais

O RS foi inicialmente avaliado em animais osteopénicos para testar sua
eficacia na prevencdo de perda d6ssea. O modelo de ovariectomia em ratas é
caracterizado pela perda do osso trabecular devido a uma taxa acelerada de
reabsorcdo Ossea, como encontrado em mulheres na pos-menopausa
(MODROWSKI et al., 1993). Através desse modelo, o tratamento profilatico com RS
(77, 154 e 308 mg/kg/dia) durante 8 semanas reduziu a perda de osso trabecular
induzida pela deficiéncia de estrégeno. Neste estudo, foram realizadas analises
histomorfométricas e bioquimicas e observou-se que o RS além de diminuir a
reabsor¢gdo O0ssea, manteve a formacédo 0ssea em niveis elevados (MARIE et al,.
1993).

Adiante, o RS foi avaliado em outro modelo de osteopenia, desta vez
induzida por imobilizagdo esquelética em ratos. Neste estudo, a perda de Ossea
trabecular resultou do aumento da reabsor¢do associada a uma formagao éssea
reduzida. Verificou-se que a administragado de RS (50, 200 e 800/kg/dia), durante 10
dias, aboliu 0 aumento da reabsorgcédo dssea e causou a prevencao parcial da perda
Ossea trabecular do membro imobilizado. Além disso, o RS aumentou os niveis
séricos de fosfatase alcalina e diminuiu a excregdo urinaria de hidroxiprolina,
sugerindo também que o RS reduz reabsor¢ao, enquanto mantém a formagéo éssea
(HOTT et al., 2003).

Outros estudos indicam que o RS também é capaz de aumentar a massa
0ssea em animais intactos. Em camundongos intactos, tanto em machos quanto em
fémeas, o RS (200, 600 ou 1.800 mg/kg/dia) administrado durante 104 semanas,
aumentou a massa Ossea vertebral, mensurada através de histomorfometria. Este
efeito resultou do seu duplo efeito no metabolismo 6sseo: aumento da formacéao
ossea e diminui¢cdo da reabsorgédo 6ssea (DELANNOY et al., 2002).

Adicionalmente, foi demonstrado que a administragdo do RS (225 a 900

mg/kg/dia) em ratos intactos, promoveu aumento da densidade mineral 6ssea (DMO)
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da vértebra lombar e do fémur, e aumento do volume 6sseo trabecular na metéfise
tibial, avaliado por histomorfometria (AMMANN et al., 2004).

Como mostrado nos estudos com ratas ovariectomizadas, esses efeitos
também podem ser visto em modelo de compressao axial de vértebra em ratos. Foi
observado que o RS de forma dose-dependente preveniu alteracdes na resisténcia
O0ssea, ndao mostrando diferengas em animais tratados com 625 mg/kg durante um
ano, quando comparado ao grupo controle, indicando prevencdo do efeito da
ovariectomia no 0sso. Este fato esta associado aos efeitos positivos significativos do
RS na resisténcia 6ssea (AMMANN, 2006).

Sabendo que o tecido 6sseo humano é caracterizado por um processo de
remodelacao, torna-se essencial a determinagao de todos os possiveis beneficios do
RS previamente em animais, como por exemplo, em estudo realizado em macacos
(Macaca fascicularis), onde o RS (100, 275, 750 mg/kg/dia) foi administrado durante
26 semanas, verificando-se uma diminuicdo dos indices histomorfométricos
indicativos de reabsor¢do, com efeito significante quando utilizada a maior dose.
Adicionalmente, além do efeito inibidor da reabsorcdo éssea, o RS manteve a
formagao 6ssea (BUEHLER et al., 2001)

Como descrito previamente o efeito do SR no tecido 6sseo tem sido
estudado em varios modelos animais, incluindo ratos machos e fémeas sadios, ratas
ovariectomizadas, ratos submetidos a imobilizagdo de membros e em estudos com
macacos (TOURNIS, 2007). Estes estudos pré-clinicos mostraram que o duplo
efeito, de diminuir reabsorcdo e atuar na formacido Ossea, resulta também na
melhora da microarquitetura éssea em roedores, prevenindo assim a perda mineral
ossea (MARIE, 2007).

2.1.2.3 Ensaios Clinicos

Para avaliar a eficacia do SR em mulheres pds-menopausicas com
osteoporose estabelecida, ensaios clinicos foram realizados. O primeiro estudo a
demonstrar a eficacia do SR em um ensaio clinico controlado, foi realizado por
MEUNIER et al. (2002). Neste estudo, randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo, multicéntrico e prospectivo, 353 mulheres osteopordticas receberam RS
(0,5, 1 e 2 g/dia) ou placebo durante 2 anos. Observou-se um aumento significativo

da densidade mineral 6ssea lombar e reducao em 44% de novas fraturas vertebrais
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no segundo ano de tratamento no grupo que recebeu RS (2 g/dia), em comparagao
com aqueles que receberam placebo, evidenciando o potencial efeito
antiosteoporético do RS.

Através desses dados € que foram realizados dois grandes ensaios
clinicos: Spinal Osteoporosis Therapeutic Intervention (SOTI) (MEUNIER, et al.,
2004) e Treatment of Peripheral Osteoporosis Study (TROPOS) (REGINSTER, et al.,
2005), com a utilizagdo de 2 g/dia do RS em mulheres pds-menopausicas com
osteoporose, e média de idade de 69 anos em SOTI, e 77 anos em TROPOS.
Ambos os estudos foram aleatorizados, duplo-cegos, controlados por placebo,
envolvendo mais de 6.700 mulheres, 1649 (SOTI) e 5091 (TROPOS), observando a
reducéo de fraturas vertebrais e ndo-vertebrais, respectivamente. A terapia com RS
foi associada a uma redugéo significante nas fraturas vertebrais, com redugéao de
41% no risco relativo (RR) ao longo de 3 anos, sendo a incidéncia de fraturas 32,8%
no grupo placebo e 20,9% no grupo tratado. Esse efeito benéfico foi observado
também apds 1 ano de tratamento (RR 0,51, intervalo de confianga [IC] 95%, 0.36-
0.74). Houve também reducéo significante das fraturas vertebrais clinicas (RR 0,62,
IC 95%, 0.29-0.80) com 3 anos de tratamento, acompanhado do aumento dos niveis
séricos de fosfatase alcalina dssea, marcador bioquimico de formagado éssea, e
diminuicao dos niveis de Telopeptideo C (CTx), marcador de reabsorgao ossea. Isso
sugeriu que o RS induziu alteragdes opostas dos marcadores de reabsorgéo e
formacdo O6ssea, simultaneamente. Além disso, pbéde-se observar redugao
significativamente do risco de fraturas nao-vertebrais (RR 0,84; IC 95%, 0.702-0.995)
em mulheres tratadas com RS. Em um subgrupo de pacientes com alto risco a
fraturas, pacientes acima de 74 anos, houve uma reducédo de 36 % ao risco nas
fraturas de quadril, uma das principais fraturas nao vertebrais mais comuns
observadas em mulheres com osteoporose.

Em ambos os ensaios clinicos descritos acima, o RS foi bem tolerado no
trato gastrointestinal, apresentando como efeito adverso mais comum nausea e
diarréia, que desapareceram logo apés os primeiros meses de tratamento.

A eficacia do RS também foi avaliada, especificamente, em pacientes com
osteoporose e idade entre 50-65 anos que possuiam um risco muito elevado a
fraturas. Neste estudo foram incluidos pacientes com pelo menos uma fratura
vertebral na coluna lombar e densidade mineral éssea (DMO) de 0,840 g/cm? ou

menor. Os pacientes receberam 2 g/dia de RS ou placebo durante periodo de
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estudo e todos os pacientes receberam diariamente suplemento de calcio e vitamina
D. Foram obtidas radiografias da coluna no inicio e anualmente durante o estudo. O
principal critério utilizado para avaliagdo da eficacia do tratamento com RS foi a
incidéncia de fraturas. Apds 4 anos de tratamento com o RS houve reducao
significante do risco de fraturas vertebrais em 35% (RR 0,65; IC 95%; 0,42-0,99;
p<0,05). No grupo tratado com RS a densidade mineral 6ssea aumentou em
comparagao a basal em 15,8% na coluna lombar e em 7,1% no fémur. Este estudo
contribuiu para confirmar a eficacia do RS na prevencgao de fraturas vertebrais em
mulheres osteopordticas, independente da idade (ROUX et al,. 2008).

Mais recentemente, foram realizados estudos para avaliar ndo sé a
eficacia do RS, mas também sua seguranga de uso a longo prazo. Assim como o
estudo descrito anteriormente, foram incluidas mulheres com osteoporose e a partir
de 50 anos que possuiam pelo menos uma fratura vertebral e densidade mineral
4ssea (DMO) de 0,840 g/cm? ou menor. Foram excluidas mulheres com patologias
ou tratamentos que pudessem interferir no metabolismo 6sseo. A avaliacdo foi
realizada apds 4 e 5 anos considerado o surgimento de novas fraturas vertebrais,
fraturas osteoporéticas periféricas, mudancgas na altura do corpo vertebral, DMO de
vértebras lombares e colo do fémur, marcadores de remodelagao éssea e qualidade
de vida. Observou-se apods 4 anos de tratamento redu¢cdo em 33% do risco a fratura
com RS 2g/dia (reducgé&o do risco = 0,67, p<0,001). Entre os pacientes com duas ou
mais fraturas vertebrais, a redug¢ao do risco foi de 36% (p<0,001). A qualidade de
vida, avaliada pelo QUALIOST ®, foi significativamente maior (p=0,025) em
pacientes tratados com RS, além do maior numero de pacientes sem dores na
coluna (p=0,005) do que no grupo placebo. Efeitos adversos foram semelhantes
entre os grupos (MEUNIER et al., 2009).

Adicionalmente, a eficacia e segurancga clinica da administragdo do RS
(2g/dia) durante periodo de um ano foi avaliada em um estudo randomizado, duplo-
cego, em 329 mulheres asiaticas pdés-menopausicas com osteoporose. Observou-se
aumento significante de 3 a 5% na DMO em coluna lombar e colo do fémur no grupo
tratado com Ranelato de estréncio comparado ao placebo (LIU et al., 2009). Além
disso, esse estudo também mostrou que o RS foi bem tolerado, e em ambos os
grupos foi observado leve disturbios gastrointestinais. N&o houve alteragdes
clinicamente relevantes nos exames laboratoriais de rotina, tais como hemograma e

exames para avaliagao da funcado hepatica e renal. Estes dados obtidos através de



24

ensaios clinicos indicam a seguranga de uso do RS e seus beneficios significativos
no tratamento da osteoporose.

Apesar de raros, existem relatos de casos de reacbes cutdneas aos
agentes utilizados no tratamento da oesteoporose. Estes agentes incluem:
Alendronato, Ibandronato, Residronato, Zolendronato, Raloxifeno, Hormonios da
paratiredide e seus derivados, e Ranelato de estroncio (Musette et al., 2009).

As reagdes cutédneas mais comuns sao dermatite e eczema (2,3% e 1,8%
versus 2,0% e 1,4% para o placebo), enquanto prurido, urticaria e angioedema as
mais raras (menor de 1 caso em 10.000) (EMEA, 2008). Sindromes de
hipersensibilidade, tais como DRESS (PERNICOVA et al., 2008; JONVILLE-BERA et
al., 2009) e Necrolise epidérmica toxica (LEE et al., 2009) também foram relatados.
No entanto, esses casos s&o muito raros e com o reconhecimento precoce e manejo
adequado, o prognéstico pode ser melhorado (EMEA, 2009). Além disso, como
descrito anteriormente, o Ranelato de estroncio foi bem tolerado em ensaios clinicos
sem efeitos colaterais importantes, sendo o efeito colateral mais comum a diarréia
(O'DONNELL et al., 2006). Adicionalmente, a Agéncia Européia de Medicamentos
(EMEA) langou em novembro de 2007 uma consultoria sobre o uso do RS (EMEA,
2007).

Considerando o Ranelato de estrbncio como importante agente
antirreabsortivo, cujos efeitos sdo devidos a sua dupla agdo no metabolismo 6sseo,
porém nao totalmente elucidado, € importante ressaltar que 0s mecanismos
biolégicos da perda 6ssea podem estar associados aos processos inflamatérios,
como observado, por exemplo, na periodontite. Assim, consideram-se necessarios
estudos para investigacdo de seu efeito em processos inflamatérios e/ou na perda

Ossea associada a processos inflamatorios.

2.2 Periodontite

A periodontite € uma doencga bastante difundida que afetam a denticéo
humana (ALBANDAR, 2002 e 2005; SHEIHAM, 2002). De acordo com PIHLSTROM
et al. (2005), € uma doenga altamente prevalente que se caracteriza por uma
inflamacao dos tecidos que circundam o dente e proliferacdo apical de células

epiteliais ao longo da raiz, formando uma bolsa periodontal devido a destruicao de
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tecido conjuntivo de insercdo dental e osso alveolar. Novos conceitos sobre a
patogénese da periodontite a tém definido como uma inflamagao desencadeada por
ativagdo do sistema imune do hospedeiro em resposta aos microorganismos
presentes no biofilme dental (TAUBMAN et al., 2007). Embora as bactérias sejam
necessarias para ocorréncia da periodontite, a susceptibilidade do hospedeiro
também é requerida (PRESHAW et al., 2004).

Alguns fatores modificadores da doencga, incluindo a diabetes, fatores
genéticos, tabagismo ou uso de alcool, podem alterar a resposta imunoinflamatéria
do hospedeiro e contribuir fortemente para susceptibilidade e alteracbes na
expressdo da doenca entre individuos distintos (PIHLSTROM et al.,, 2005;
KORNMAN, 2008). As alteragdes inflamatdrias que ocorrem na periodontite podem
levar a sinais clinicos como desconforto, dor, dificuldade na mastigacdo e até a
perda de dentes (PIHLSTROM et al., 2005).

A regulacdo do metabolismo ésseo na periodontite envolve o Receptor
Ativador do Fator Nuclear kappa B (RANK), seu ligante (RANKL) e a
osteoprotegerina (OPG), os quais constituem o eixo RANK-RANKL-OPG (ROSA-
RANAL, 2001; COCHRAN, 2008). A ligacdo da molécula RANKL, expressa em
células precursoras de osteoblastos, em seu receptor RANK, este expresso em
células precursoras de osteoclastos, promove o recrutamento, diferenciacdo e
ativagao de osteoclastos. Por outro lado, a ligacao de OPG-RANKL impede a ligagéo
RANK-RANKL e, consequentemente, inibe a osteoclastogénese (BOYLE et al.,
2003; TAUBMAN et al., 2007). Assim, o aumento da expressdao de RANKL ou a
diminuicdo de OPG pode levar a um desequilibrio no eixo RANK-RANKL-OPG em

favor da osteoclastogénese.

A resposta inflamatéria vista na periodontite envolve citocinas, como o
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL)-1p, IL-6, IL-11, IL-17, e
podem induzir a osteoclastogénese através do aumento da expressdo de RANKL e
diminuicao de OPG (NAKASHIMA et al., 2000). Isto resulta em reabsor¢cdo do osso
alveolar, uma das principais caracteristicas da periodontite (TAUBMAN et al., 2007;
COCHRAN, 2008).

Atualmente, varios procedimentos tém sido propostos e avaliados para a

regeneragao dos tecidos periodonais, tais como cirurgias com regeneragao tecidual
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guiada (RTG), utilizacdo de uma variedade de enxertos e biomateriais com
propriedades osteoindutoras, fatores de crescimento e proteina derivada da matriz
do esmalte. Entretanto, essas diferentes possibilidades terapéuticas muitas vezes

nao levam a regeneracéao 6ssea de fato (CHEN & JIN, 2010).

2.3. Modelos classicos de inflamagao induzidos por carragenina

O processo inflamatério € considerado um mecanismo de protecgéo, cuja
principal funcado é livrar o organismo de agentes que causem lesdes celulares e
teciduais. Dessa forma, a reacdo inflamatoria é fundamental na defesa e
homeostasia do corpo. Entretanto, os mecanismos envolvidos na resposta
inflamatéria podem ser potencialmente danosos ao organismo quando sua
intensidade ou duragao ultrapassam o suficiente e necessario para conter o agente
agressor, como ocorre na periodontite, artrite, aterosclerose entre outras doencgas
inflamatadrias crénicas (RANKIN, 2004; ROBBINS & COTRAN, 2005).

E possivel destacar trés grandes eventos que ocorrem durante a resposta
inflamatdria: aumento do suprimento sanguineo para as areas afetadas, aumento da
permeabilidade capilar e migragdo de leucécitos dos vasos sanguineos para os
espacos intersticiais circundantes ao local de inflamagéo ou lesdo (RANKIN, 2004).
A mobilizagado dessas células segue algumas fases, como ativagéo, rolamento pelo
endotélio, adesao firme e, finalmente, a transmigracdo (MUNRO, 1993; SPRINGER,
1994; WAHL et al., 1996). Todas essas etapas sdo dependentes da expressao de
moléculas denominadas moléculas de adeséao, presentes em leucdcitos e em células
endoteliais, além de mediadores quimiotaticos (SPRINGER, 1994; WEBER, 2003).

O desenvolvimento de modelos de estudo de inflamagdo é de suma
importancia para que se possam compreender as patologias associadas aos
processos inflamatérios. Os modelos de peritonite e edema de pata, ambos
induzidos por carragenina, sado considerados classicos por reproduzirem o0s
principais eventos celulares e vasculares e, assim, permitirem o estudo de varias
substancias com efeitos anti-inflamatorios (SHIVKAR e KUMAR, 2003; UCKUN et
al., 2008).

A carragenina é um polissacarideo sulfatado extraido de algas marinhas

vermelhas, denominadas Chondrus, capaz de gerar uma reacgao inflamatéria aguda,
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ideal para estudos de agentes anti-inflamatoérios por possuir vantagens sobre outras
substancias indutoras de inflamacdo. Uma das vantagens é que ela é de facil
manuseio e menos susceptivel as alteragdes ambientais quando comparada a
outros mucopolissacarideos (GARDNER, 1960). Ainda, doses orais unicas de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, em niveis néo toéxicos, podem reduzir a inflamacéao
causada por esse irritante. (WINTER et al., 1962)

Varios tipos de carragenina podem ser encontrados de acordo com o seu
teor de sulfato e configuragao estrutural: kappa (x), iota (1), e lambda (1), sendo este
ultimo, o mais eficiente como irritante, por ser mais rico em residuos sulfatados (DI
ROSA, 1972).

No modelo de peritonte induzido por carragenina, os valores maximos de
aumento da permeabilidade vascular e do acumulo de leucdcitos sdo observados
150 minutos e 4 horas apds a administracdo do irritante, respectivamente. Além
disso, existe um maior acumulo de leucdcitos polimorfonucleares neutrofilos e
mononucleares apos 4 horas e 24 horas, respectivamente (HARA et al., 1994). Este
modelo tem sido, portanto, extremamente importante, tanto que trabalhos bastante
recentes tém demonstrado a avaliacdo da resposta inflamatéria a partir de diferentes
agentes utilizando esse modelo (VANDERLIND et al., 2009; UCHOA et al., 2009).

O modelo de edema de pata induzido por carragenina pode ser dividido
em etapas distintas de acordo com os mediadores envolvidos na resposta
inflamatéria. A fase inicial envolve a participacdo de histamina e serotonina; em
seguida, as cininas e, posteriormente, em uma fase final, as prostaglandinas (DI
ROSA et al., 1971; CRUNKHON & MEACOCK, 1971).

Carvalho et al., (2006) utilizando o modelo do edema de pata induzido por
carragenina, demonstrou que a angiotensina ll, investigada quanto sua participagéo
em uma fase final da inflamagao, ndo alterou os niveis de citocinas, tais como TNF-a
e IL-1B, sugerindo que estas citocinas n&o estdo envolvidas na potencializacdo da
inflamac&o induzida por carragenina. Além disso, os outores concluiram que o papel
da angiotensina |l na resposta inflamatoria estd associado ao aumento da

permeabilidade vascular mediada pela degranulagdo de mastécitos.
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O curso temporal de formagao do edema apds a injecao de carragenina
na regiao subplantar de ratos possui uma resposta bifasica. O desenvolvimento da
primeira fase se inicia logo apos a administracdo do agente irritante, de forma rapida,
e diminui apds o periodo entre 20 minutos e 1 hora. A segunda fase se inicia a partir
da 12 hora apés injecdo do estimulo inflamatério e atinge seu pico maximo na 32
hora (VINEGAR, 1976). Estudos histologicos do tecido subplantar mostraram que
em 20 minutos apds a injecdo da carragenina ndo houve alteragcédo celular quando
comparado ao tecido normal, enquanto que apdés 180 minutos, observou-se intensa
resposta inflamatdria fagocitica com grande quantidade de neutréfilos e edema
tissular, a qual era precedida por uma resposta inflamatéria nédo fagocitica
(VINEGAR et al., 1987).

Em estudo cujo objetivo foi comparar a relagdo entre edema e
extravasamento plasmatico (exsudato) na inflamagéo induzida por carragenina nas
patas de ratos, observou-se que a administragcdo de carragenina (500 pg) exibiu
extravasamento plasmatico estavel durante as 4 horas estudadas e o edema
aumentou progressivamente (ZANIN e FERREIRA, 1978).

Assim, considerando que a utilizagdo de modelos animais apropriados
contribui para o estudo da reacao inflamatéria e para o desenvolvimento de terapias
e novas perspectivas farmacoldgicas, achou-se interessante avaliar a resposta
inflamatoria do farmaco em estudo, Ranelato de estréncio, através dos modelos de
peritonite e edema de pata, ambos induzidos pela carragenina.
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3. Metodologia

3.1 Selegao de animais

Para este estudo utilizou-se o total de 78 ratos Wistar (Rattus novergicus)
machos, com massa corporea de aproximadamente 200 gramas, dos quais 36 ratos
foram usados para o desenvolvimento do experimento de periodontite, 24 para
realizagdo do modelo de peritonite e 18 para o ensaio de edema de pata. Esses
animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici - UFC e
transferidos para o Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
(CCS - UFC), onde foram mantidos em gaiolas apropriadas, em numero de seis
animais em cada uma delas. Todos receberam ragao comercial balanceada e agua a
vontade, e permaneceram nas mesmas condigcdes ambientais durante os
experimentos. O protocolo estabelecido foi seguindo as normas de manipulagéo
animal estabelecidos pelo COBEA. Os animais foram mantidos sob condigdes de
temperatura ambiente e ciclos claro-escuros controlados durante os experimentos.

O protocolo de estudo e delineamento experimental foi aprovado pelo

Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza-Ceara (n° 72/ 8).
3.2 Inducgao da periodontite experimental

Para a indugao da periodontite foi utilizado um modelo baseado em LIMA
et al. (2000 e 2004), o qual consiste em inserir um fio de sutura de nailon 3.0 em
torno do segundo molar superior esquerdo de rato sob anestesia com Hidrato de
cloral (250 mg/kg-ip). Previamente a passagem do fio, uma guia (agulha) foi utilizada
nos espacgos interproximais mesial e distal do dente citado para facilitar a colocagao
do fio. Em seguida, apds inser¢éo do fio, realizou-se um né que permaneceu voltado
para a face vestibular da boca do rato (figura 3). Os animais foram sacrificados no
11° dia do experimento, dia onde foi observado, em estudo piloto realizado por LIMA

et al. (2000), pico da les&o periodontal, exibindo perda éssea intensa.
a) Grupos Salina

Esses grupos foram constituidos por seis ratos cada, submetidos a

Periodontite. Os animais receberam inje¢des de solugao salina a 0,9% (2 ml/kg-vo),
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trinta minutos antes da instalacao do fio e apds este, diariamente por um periodo de
onze dias, sendo entdo, sacrificados. Para analise histopatologica das hemiarcadas

foi adicionado um grupo de seis animais

b) Grupos tratados com Ranelato de estréncio

Os animais foram subdivididos em 3 grupos de seis ratos cada, os quais
receberam Ranelato de estroncio (Protos®; Laboratério Servier, Franga), nas doses
de 70, 210, 630 mg/kg, respectivamente, administradas por via oral, trinta minutos
antes da instalacdo do fio e apds este, diariamente, até o 11° dia. Para analise
histolégica das hemiarcadas, um grupo adicional de seis animais foi tratado com

Ranelato de estréncio na dose de 630 mg/kg.
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Figura 3: Sequéncia de passos para realizacdo da indugao de periodontite em
segundo molar superior esquerdo em rato. A. Visualizagdo do campo; B. Insercdo de
agulha como guia para a passagem do fio entre o primeiro e segundo molar; C. Inser¢ao do
fio de sutura 3.0 entre o primeiro e segundo molar superior; D. N6 voltado para face
vestibular (arquivo pessoal).
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3.2.1 Parametros avaliados na Periodontite Experimental

3.2.1.1 Parametros Locais do tecido periodontal e atividade osteoblastica

A estrutura éssea alveolar observada na periodontite foi estuda através de
analises morfométrica, histolégica e imunohistoquimica (figura 4). As hemiarcadas
sem doencga periodontal, ou seja, as contralaterais, foram utilizadas como controle. A
atividade osteoblastica foi avaliada através da analise dos niveis séricos de

Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

a) Estudo morfométrico do tecido dsseo

No 11° dia apds indugao da periodontite, os animais foram sacrificados e
suas maxilas foram removidas e fixadas em formol a 10%, durante 24 horas. A
seguir, as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas, dissecadas e coradas
com azul de metileno a 1%, com o objetivo de discriminar a porgdo 6ssea dos
elementos dentarios, os quais se coram em menor intensidade (LIMA et al., 2000;
2004). Para a quantificagdo da reabsor¢cdo 6ssea, as duas hemiarcadas foram
acomodadas em laminas para microscopio, e posteriormente fotografadas em
camera digital Sony Cyber-Shot® (modelo DSC — W80, Hong Kong, China).

Todas as imagens foram feitas com papel milimetrado de area conhecida
para posterior conversao de pixel em mm?2. As imagens foram langadas em Software
IMAGE J® (ImageJ 1.32j, National Institute of Health; EUA) para a quantificacdo da
perda 6ssea alveolar (POA), que foi mensurada através do método de area de
KUHR et al. (2004) com modificagbes. Para isso, foram feitas medi¢cdes ao longo da
regido entre a ponta da cuspide dos molares e da crista Ossea alveolar
remanescente, subtraida da respectiva area da hemiarcada normal contralateral,
controle proprio do animal. Todas as imagens obtidas foram comparadas com a area

conhecida (0,5 x 0,5 mm?).
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Figura 4: Desenho esquematico da representagao da sequéncia de passos realizados
na periodontite experimental. Inicialmente o animal recebe injecdo de solugdo Salina ou
Ranelato de estrdoncio por via oral, em seguida é feita a colocagao do fio de sutura (nailon
3.0) sob anestesia com hidrato de cloral 10%. A administragdo de solugdo Salina ou
Ranelato de estréncio é realizada diariamente durante 11 dias. Posteriormente os animais
sdo sacrificados para remocao das maxilas e estas seguem para as respectivas analises,
morfométrica, histolégica e imunohistoquimica. A coleta sanguinea para realizagao do
leucograma é feita no dia zero, na 62 hora, no 2° 7° e 11° dia do experimento e para a
realizacado das dosagens bioquimicas é feita no dia 0 e 11° dia do experimento (baseado em
Lima et al., 2000 e 2004).
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b) Analise histologica do osso alveolar

As analises histolégicas foram realizadas em cortes seriados da
hemiarcada. Para tanto, 11 dias apds a insercdo do fio, os animais foram
sacrificados. As hemiarcadas foram removidas e fixadas em formol a 10% por 24
horas. A seguir, foram submetidas a tratamento com acido nitrico a 7%, por
aproximadamente 7 dias, para a desmineralizacdo. Posteriomente, as hemiarcadas
foram suspensas em sulfato de sédio a 5%, seguido de banho em agua corrente por
24 horas. As pecas foram armazenadas em alcool absoluto até sua inclusdo em
parafina. Foram feitos cortes seriados de 4 um em microtomo apropriado e as
ldminas obtidas foram coradas com Tricémio de mallory.

A analise microscopica da hemiarcada foi realizada considerando a regiao
entre os 1° e 2° molares, sendo avaliados os aspectos inflamatérios como
presencal/intensidade de infiltrado celular e de osteoclastos, além do estado de
preservacao do processo alveolar e cemento, atribuindo-se escores que variaram de
0 a 3, de acordo com a intensidade dos achados Escore 0: auséncia ou apenas
discreto infiltrado celular, poucos osteoclastos e preservacdo do osso alveolar e
cemento; Escore 1: moderado infiltrado celular, presenca de alguns osteoclastos,
pouca reabsorcdo 6ssea e cemento preservado; Escore 2: Acentuado infiltrado
celular, grande numero de osteoclastos, degradagdo acentuada do processo
alveolar e destruicdo parcial do cemento; Escore 3: Acentuado infiltrado celular,
numero aumentado de osteoclastos, auséncia de processo alveolar e destruicdo
total de cemento (LIMA et al., 2000).

c) Analise imunohistoquimica para deteccéo de TNF-a e IL-1p3

As analises imunohistoquimicas foram realizadas a partir das mesmas
amostras utilizadas para a analise histolégica, porém foram realizados cortes
seriados (4 um) em laminas com poli L-lisina (Probe on Plus®), adequadas para a
técnica de imunohistoquimica. A seguir, os cortes seriados foram desparafinizados
em Estufa a 37 °C, e re-hidratados e imersos em tampéao de citrato 0,1 M (pH 6,0)

sob aquecimento a 100 °C em microondas, por 15 minutos. Apds o resfriamento,
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obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com
solugdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas pelo bloqueio da peroxidase
enddégena com solugdo de H,O; a 3%. A seguir, a incubagdo com um dos anticorpos
primarios anti-TNF-a, anti-IL-1p3 anti-rato foi feita durante a noite (overnight). Apds a
lavagem no dia seguinte, foi feita incubagdo com anticorpo (secundario) biotinilado
anti-lgG de carneiro, por 30 minutos. Durante esse periodo, o complexo ABC
(Vectastain®) foi preparado, para incubagdo posterior, conforme instrucdes do
fabricante. Ap6s nova lavagem com PBS, uma coloragdo com o cromdgeno
3,3 diaminobenzidine DAB/perdxido foi realizada, seguida por uma nova contra-
coloracdo com hematoxilina de Harry. Os controles negativos foram processados
simultaneamente como descrito acima, sendo que o primeiro anticorpo foi
substituido por PBS-BSA 5%. Nenhum dos controles negativos mostrou
imunorreatividade para TNF-a, IL-1B. Por fim, foi realizada a desidratagdo em uma
série de concentragdes de alcoois, clareadas em xilol e as respectivas montagens

das laminas e laminulas (LIMA, 2004)

d) Avaliacdo das dosagens bioquimicas para Fosfatase Alcalina Ossea

Para dosagem dos niveis séricos de Fosfatase Alcalina Ossea
inicialmente foi realizada a dosagem dos niveis séricos da enzima Fosfatase Alcalina
total (FAT) que compreende as isoformas entérica, hepatica e O&ssea.
Posteriormente, uma amostra do material foi aquecida para obtencao da atividade
da fosfatase alcalina 6éssea. O método esta fundamentado na labilidade da isoforma
Ossea da fosfatase alcalina frente ao calor. A quantificagao foi realizada utilizando-se
“Kit” especifico, cuja metodologia seguiu orientacdo do laboratorio fabricante
(LABTEST®). Aliquotas de 100 pl 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 6ssea (termoestavel) foi determinada diretamente no
espectrofotbmetro em temperatura de 30 °C com leitura das absorbancias em 405
nm. A fracdo Ossea, por sua vez, foi determinada indiretamente subtraindo-se a
atividade obtida de fosfatase alcalina termoestavel da fosfatase alcalina total (MOSS
& WHITBY, 1975).
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3.2.2.2 Parametros Sistémicos dos animais

Os parametros sistémicos dos animais foram estudados através de
analises do leucograma, variagdo de massa corporea, avaliagdo de alteragdes
hepaticas e renais por meio de dosagens bioquimicas e analises histologicas do

figado e rim.

a) Leucograma

Apoés anestesia dos animais utilizando-se Hidrato de cloral a 10% (250
mg/kg-ip). Foi feita coleta de sangue a partir da secgdo na ponta da cauda do
animal, com tesoura. A primeira gota de sangue foi desprezada e a seguinte, colhida
para a confecgao do esfregaco corado pelo método hematoxilina-eosina (H&E), para
as contagens diferenciais. Adicionalmente, 20 ul de sangue foram diluidos em 380 pl
de Liquido de Turk, para a realizagdo da contagem do numero total de leucdcitos,
utilizando camara de Neubauer. Os hemogramas foram realizados antes da indugao
da periodontite, 6 e 48 horas apds e nos 7° e 11° dias apds a periodontite (LIMA et
al., 2000)

b) Analise da variacdo de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporeas medidas antes da
cirurgia e, apds esta, diariamente, durante os 11 dias do periodo experimental. Os
valores encontrados foram expressos como a variagdo de massa corporea (g), em

relagdo a massa inicial;

c) Avaliacao das alteragdes hepaticas

No 11° dia, os animais foram sacrificados, e tiveram o figado removido,
fixado em formol a 10% por 24 horas e processados para a coloragdo com
hematoxilina-eosina. A analise foi realizada sob microscopia 6ptica. Para corroborar

0s achados histopatoldgicos, no 11° dia, por ocasido do sacrificio dos animais, foram
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coletadas amostras de sangue e alteragcbes hepaticas dos animais investigadas
através da determinagdo da atividade sérica das enzimas transaminases (AST e
ALT). A quantificagao foi realizada utilizando-se “Kits” especificos para cada tipo de
dosagem. A metodologia seguiu orientacdo do laboratério fabricante (LABTEST®).
Aliquotas de 50 pl da amostra foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 60
minutos para AST e 30 minutos para ALT, em seguida foram adicionados 250 ul do
reagente de cor e 2,5 ml de solugdo NaOH. Posteriormente foi determinada
diretamente em espectrofotdmetro a leitura das absorbancias utilizando comprimento
de onda de 505 nm.

d) Avaliagcao das alteragdes renais

No 11° dia, os animais foram sacrificados, e tiveram os rins removidos,
fixados em formol a 10% por 24 horas e processados para a coloragdo com
hematoxilina-eosina. A analise foi realizada sob microscopia 6ptica. Para corroborar
0s achados histopatologicos, no 11° dia, por ocasido do sacrificio dos animais, foram
coletadas amostras de sangue e alteragdes renais dos animais investigadas através
da determinagcdo dos niveis séricos de uréia e creatinina, utilizando-se “Kits”
especificos para cada tipo de dosagem. A metodologia seguiu orientagdo do
laboratério fabricante (LABTEST®). Para determinagdo dos niveis séricos de uréia,
aliquotas de 10 ul da amostra foram adicionadas a 1 ml de urease tamponada e
incubadas em banho-maria a 37 °C por 5 minutos, em seguida foi adicionado 1 ml da
solucao oxidante, posteriormente foi determinada diretamente em espectrofotdmetro
a leitura das absorbancias utilizando comprimento de onda de 600 nm. Para
determinacgao dos niveis séricos de creatinina, aliquotas de 125 ul da amostra foram
adicionadas a 250 pl de acido picrico e 1 ml de solugéo tamp&o. Em seguida, foram
incubadas em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. Apds esse periodo foi realizada
uma leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 510 nm. Em
seguida foi adicionado 50 ul de solugdo acidificante para a realizagdo de uma nova

leitura das absorbancias
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3.3 Indugao da resposta Inflamatéria por carragenina

3.3.1 Modelo de migragao neutrofilica (Peritonite)

Para inducé&o da peritonite experimental, os ratos receberam injecdo de
carragenina por via intraperitoneal (700 ug/cavidade dissolvidos em 1 ml de solugéo
salina estéril) e foi aguardado um periodo de quatro horas para posterior coleta do
liquido peritoneal e avaliagdo da migragao leucocitaria, para isto, os animais foram
sacrificados imediatamente apds lavagem da cavidade, injetando-se 10 ml de
solugao salina 0,9% contendo 5 Ul/ml de heparina. Em seguida foi feita uma leve
massagem no abdémen dos animais, e através de uma incisdo foi coletado cerca de
7 ml de fluido peritoneal, com pipeta de Pasteur (figura 5).

As contagens total e diferencial dos leucdcitos foram realizadas conforme
metodologia descrita por (SOUZA & FERREIRA, 1985), onde foi coletado 20 pl do
fluido peritoneal e diluido em 380 ul do reagente de Turk para posterior contagem
total de leucocitos em camara de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada
através de esfregagos corados pelo método hematoxilina-eosina (H&E) em lamina
para microscopia, para isto, 50 ul do fluido peritoneal foi centrifugado em
citocentrifuga a 1500 rpm, durante 10 minutos. Apds este processo as células foram
contadas através de microscopia Optica sendo os resultados expressos como a
média + E.P.M. do numero de células x 103/ml de fluido peritoneal. Os animais foram

divididos em quatro grupos:

a) Grupo Normal

Esse grupo foi constituido por seis ratos ndo manipulados, os quais foram

controles normais do experimento;
b) Grupo Salina
Esse grupo foi constituido de seis ratos, os quais receberam inje¢cdes de

solugédo salina a 0,9% (2 ml/kg-vo) uma hora antes da indugdo da peritonite por

Carragenina (700 pg/cavidade dissolvidos em 1 ml de salina estéril);
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c) Grupo Dexametasona

Esse grupo foi constituido por seis ratos, os quais receberam injegdes de
Dexametasona (1 mg/kg-sc), 30 minutos antes da indugdo da peritonite por

carragenina;
d) Grupo Ranelato de estroncio
Esse grupo foi constituido por seis ratos, os quais receberam inje¢des de

Ranelato de estréncio na dose de 630 mg/kg-vo, uma hora antes da indugédo da

peritonite por carragenina.
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Figura 5: Desenho esquematico da representacdao da sequéncia de passos realizados
na migracao neutrofilica induzida por carragenina (peritonite experimental).
Inicialmente o animal recebe injecdo de solugdo Salina, Dexametasona ou Ranelato de
estréncio. Em seguida é administrada carragenina por via intraperitoneal. Apds um periodo
de 4 horas é realizada uma laparotomia para remogao do liquido peritoneal. Posteriormente,
a partir do liquido peritoneal é realizada a contagem total e diferencial de leucdcitos
(baseado em SOUZA e FERREIRA, 1985).



41

3.3.2 Modelo de indugao do Edema de Pata

Para a indugdo do edema de pata foi administrado Carragenina (700
Mg/pata dissolvida em 0,1 ml de solugao salina, por via subcutédnea plantar de ratos.
Os volumes das patas direitas de cada animal foram medidos através de um
hidropletismémetro manual antes da injecdo dos estimulos inflamatérios e apés 1, 2,
3 e 4 horas a inducgao (figura 6). O edema foi calculado através da diferenga entre o
volume de liquido deslocado pelas patas em um determinado tempo apds e antes do
estimulo (LANDUCCI et al., 1995). Os resultados foram expressos em volume de
edema (ml) e comparados aqueles obtidos das patas dos animais onde foi injetado o

estimulo inflamatorio e solugéo salina (0,1 ml).
a) Grupo Salina
Esse grupo foi constituido por seis ratos, os quais receberam injegdes de
solugdo salina a 0,9% (2 ml/kg-vo.), uma hora antes da indugdo do edema de pata
por carragenina (700 ug/pata);
b) Grupo Dexametasona
Esse grupo foi constituido por seis ratos, os quais receberam injecoes de
Dexametasona (1 mg/kg-sc.), 30 minutos antes da indu¢cdo do edema de pata por
carragenina (700 pg/pata);
c) Grupo Ranelato de estréncio
Esse grupo foi constituido por seis ratos, os animais receberam injecoes

de Ranelato de estrédncio na dose de 630 mg/kg-vo. uma hora antes da indugéo do

edema de pata por carragenina (700 ug/pata);
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Modelo do Edema de Pata

0.1 ml Cg (plantar)
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apos estimulo inflamatorio

l

Edema: Volume de liquido

Medigdo da pata
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Figura 6: Desenho esquematico da representagao da sequéncia de passos realizados
no modelo experimental do Edema de Pata. Inicialmente é feita a medicao da pata direita
do animal através de um hidropletismdmetro, A seguir o animal recebe inje¢do de solucao
Salina, Dexametasona ou Ranelato de estrdoncio. Posteriormente € administrada carragenina
por via intraplantar. A medicado da pata é realizada apés um periodo de 1, 2, 3 e 4 h apds o
estimulo inflamatdrio induzido por carragenina. O edema da pata corresponde ao volume de
liquido deslocado pelas patas no determinado periodo subtraido pelo o volume obtido
inicialmente (baseado em LANDUCCI et al., 1995).
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3.4 Analise estatistica

Para os dados paramétricos, os resultados foram expressos como
MédiatEpm. Nas comparagbes entre os grupos foi utilizada Andlise de Variancia
(Anova) seguida pelo teste de Bonferroni.

Para os dados nao paramétricos, os resultados obtidos foram expressos
como Mediana acompanhada de valores externos, e os testes estatisticos aplicados
foram Kruskal-Wallis e Dunn.

Em todas as situagdes, foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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RESULTADOS

1. Periodontite experimental

Foi utilizado o modelo de inducdo da Periodontite através da insercédo de
fio de nailon 3.0 em torno dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos
durante 11 dias (LIMA et al., 2000 e 2004). Foram avaliados parédmetros locais do
tecido periodontal através de analises morfométrica e histolégica do tecido ésseo
alveolar, e imunohistoquimica para deteccdo de TNF-a e IL-1B; atividade
osteoblastica, por meio de dosagem sérica de Fosfatase Alcalina Ossea. Também
foram avaliados parémetros sistémicos dos animais através de analises do
leucograma, variagdo de massa corporea, avaliacdo das alteragbes hepaticas e

renais por meio de dosagens bioquimicas e analises histolégicas do figado e rim.

1.1 Parametros locais do tecido periodontal e atividade osteoblastica

a) Analise morfométrica do tecido 6sseo alveolar

A figura 7 ilustra andlise morfométrica de hemimaxilas de animais
submetidos a 11 dias de periodontite. Em animais sem tratamento (grupo Salina) foi
observado intensa reabsor¢ao do osso alveolar. Grupos tratados com Ranelato de
estroncio reduziu significantemente (P <0.05) a perda éssea alveolar, comparado ao
grupo de animais sem tratamento, a partir da dose intermediaria utilizada. RS (70,
210 e 630 mg/kg) diminuiu a perda 6ssea alveolar em 16,9%, 39,4% e 37,5%
respectivamente.

Esses dados sdo melhores visualizados através da figura 8 (A) ilustra
hemimaxila normal, onde nao foi induzida a periodontite e utilizada para o controle.
(B e C) hemimaxilas onde foi induzida a doenga em animais nao tratados (Salina) e

tratados com Ranelato de estroncio na dose de 630 mg/kg.



45

* p<0,05

Iveolar (mm2)

4

do Ossea a

~

Salina SR70 SR210 SR630 (Mg/kg)

Reabsor¢

Figura 7: Efeito do Ranelato de estroncio (RS) sobre a perda éssea alveolar na
periodontite induzida por corpo estranho em ratos: RS (70, 210 ou 630 mg/kg-vo) ou
solugado Salina foram injetadas diariamente e 30 minutos antes da inducdo da periodontite
através da insergao cirurgica do fio de nailon em torno dos segundos molares superiores
esquerdos dos ratos. Os animais foram sacrificados apés 11 dias do procedimento cirurgico.
Observou-se que RS foi capaz de inibir, de forma significativa (p<0,05), a partir da dose
intermediaria utilizada, a perda éssea alveolar (POA), representando reducao na reabsorgao
6ssea das maxilas em 16,9%, 39,4% e 37,5%, respectivamente. As barras representam
Médias £ EPM de animais com periodontite induzida. *p<0,05 indica diferengas estatisticas
dos ratos que receberam RS, nas diversas doses, em relagdo aos animais que receberam
apenas Salina (Anova,Bonferroni).
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Figura 8: Aspecto macroscépico do periodonto de ratos normais (A) ou submetidos a
periodontite tratados com Salina (B) ou com Ranelato de estroncio (C): Os animais
foram submetidos a periodontite por corpo estranho e receberam RS (630 mg/kg-vo) ou
Salina (2 ml/kg-vo) antes da cirurgia e apés, durante 11 dias. Os ratos foram sacrificados no
11° dia e suas maxilas foram removidas e fixadas em formol a 10%. A seguir as
hemiarcadas foram separadas, dissecadas e coradas em azul de metileno a 1%, antes de
serem acomodadas em lamina para microscopio para posterior observacdo. (A): Periodonto
de animais normais que receberam Salina e nao foram submetidos a periodontite. (B):
Periodonto de animais que receberam Salina, mas foram submetidos a periodontite,
mostrando intensa destruicdo do osso alveolar e exposi¢do das raizes. (C): Periodonto de
ratos submetidos a periodontite, que receberam RS (630 mg/kg), mostrando reducao da
reabsorcao 0ssea, pequena exposi¢cao das raizes.
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b) Analise histolégica

A analise histologica, da regido entre o 1° e 2° molar, do periodonto de
ratos submetidos a Periodontite ao longo de 11 dias e sem tratamento (Salina),
revelou infiltrado inflamatério com reabsorcdo total severa do cemento e 0sso
alveolar (figura 9B) que recebeu uma média de escore de. 2,5 (2-3) (tabela 1). O
efeito do RS 630 mg/kg no periodonto de ratos submetidos a periodontite durante 11
dias pode ser conferido na figura 9C, onde observa-se menor infiltrado inflamatorio
destruicdo de cemento e osso alveolar, recebendo uma média de escore 1,5 (1-3)
(tabela 1). Na figura 9A pode-se observar a regido entre 1° e 2° molar de um
periodonto normal, onde n&o foi induzida a doencga. Verifica-se auséncia de infiltrado
inflamatdrio e total preservacado das estruturas de suporte periodontal, média de
escore 0 (0-0) (tabela 1).

c) Analise imunohistoquimica para detecgéo de TNF-a e IL-1

No controle positivo, observou-se uma intensa marcacao
imunohistoquimica para TNF-a e IL-1B (figuras. 10 C e D). Analise qualitativa
revelou que houve moderada expressdo de TNF-a e IL-1B no tecido onde foi
induzida a periodontite comparado ao tecido saudavel (figuras 10. A e B) e houve
uma reducdo na expressao de TNF-a nos tecidos de ratos tratados com Ranelato de
estroncio (630 mg/kg) enquanto que para expressdo de IL-1B ndo foi observada

esta mesma redugao (figuras. 10 E e F).
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Tabela 1: Efeito do Ranelato de estroncio (RS) sobre as alteragées histolégicas
observadas na periodontite induzida em ratos.

Normal Salina RS 630 mg/kg

Escores 0 (0-0) 2,5 (2-3) 1,5 (1-3)°

A periodontite foi induzida através da insercao cirurgica de um fio de nailon 3.0 em torno
dos segundo molares superiores esquerdos dos ratos previamente anestesiados. Os
animais receberam Salina (2 ml/kg-vo) ou RS (630 mg/kg-vo) 30 minutos antes da cirurgia
e, apos esta, diariamente durante 11 dias. No 11° dia foi feito o sacrificio dos ratos e
remocdo das hemiarcadas para confecgdo de cortes seriados, processados para
colocagao utilizando o tricrdbmico de Mallory. Os dados representam Mediana, onde as
regides entre os 1° e 2° molares foram consideradas para analise dos seguintes
parametros: presenca de infiltrado celular e de osteoclastos e grau de preservagéo do
processo alveolar e cemento. *p<0,05 representa diferencas estatisticas entre animais com
periodontite induzida tratados com RS e o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Dunn).
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Figura 9: Fotomicrografias do periodonto normal (A) e do periodonto de ratos
submetidos a periodontite tratados com Salina (B) e com RS (C): Os ratos foram
submetidos a periodontite através da colocacdo do fio de ndilon em torno dos segundo
molares superiores esquerdos e receberam RS (630 mg/kg-vo) ou Salina (2 ml/kg-vo)
diariamente, durante 11 dias. Os animais foram sacrificados no 11° dia e suas hemiarcadas
foram removidas e processadas para coloragao por tricromico de Mallory. As regides entre
1° e 2° molares foram analisadas. (A): Periodonto de animais, que receberam Salina e nao
foram submetidos a periodontite. (B): Periodonto de animais que receberam Salina, porém,
foram submetidos a periodontite. (C): Periodonto de animais submetidos a periodontite e
que receberam RS, mostrando presenca de infiltrado celular discreto, preservagdo do
processo alveolar e do cemento, comparando-a com as fotomicrografias A e B. PA:
processo alveolar; G: gengiva; C: cemento; e LP: ligamento periodontal.
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Figura 10: Fotomicrografias do periodonto de ratos para a detec¢cao de TNF-a e IL-1p:
Os ratos foram submetidos a periodontite através da colocacéo do fio de nailon em torno
dos segundo molares superiores esquerdos e receberam RS (630 mg/kg-vo) ou Salina (2
ml/kg-vo) diariamente, durante 11 dias. Os animais foram sacrificados no 11° dia e suas
hemiarcadas foram removidas e processadas para analise imunohistoquimica. As regides
entre 1° e 2° molares foram analisadas. (A e B): Expressédo de TNF-a e IL-1B no periodonto
normal; (C e D): Expressdo de TNFa e IL-1 no periodonto onde foi induzida a periodontite
em animal que recebeu Salina (2 ml/kg-vo); (E e F): Expressdao de TNF-a e IL-1B8 no
periodonto onde foi induzida a periodontite em animal que recebeu Ranelato de estréncio
(630 mg/kg-vo). A seta aponta para a marcagao da expressao para TNF-a (C) e para IL-1B
(D).
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d) Avaliacdo da dosagem sérica de Fosfatase Alcalina Ossea

Foi observado inicialmente que os niveis séricos de Fosfatase Alcalina
Total (FAt) exibiram um aumento significante nos grupos de animais tratados com
Ranelato de estrobncio comparado ao grupo salina. FAt € constituida por trés
isoformas: hepatica, entérica e O&ssea. Para confirmar que este aumento
correspondia a atividade da isoforma Ossea da fosfatase alcalina, realizou-se a
dosagem de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO). Observou-se um aumento significante
em todos os grupos tratados com RS (70, 210 e 630 mg/kg) quando comparados ao

grupo de animais néo tratados (Salina). (Figura 11)
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Figura 11: Efeito do Ranelato de estroncio (RS) sobre os niveis séricos de Fosfatase
Alcalina Total (A) e Fosfatase Alcalina Ossea (B) na periodontite induzida por corpo
estranho em ratos: A periodontite foi induzida através da insergéo cirurgica de um fio de
nailon 3.0 em torno dos segundo molares superiores esquerdos dos ratos previamente
anestesiados. Os animais receberam Salina (2 ml/kg-vo) ou RS (70, 210 e 630 mg/kg-vo) 30
minutos antes da cirurgia e, apés esta, diariamente durante 11 dias. Amostras sanguineas
foram coletadas a partir do plexo venoso orbital dos animais antes da cirurgia e no 11° dia
do experimento. A seguir foram centrifugadas e coletado o sobrenadante para a realizagao
das dosagens séricas de Fosfatase alcalina total e 6ssea. Observou-se que RS foi capaz de
aumentar (p<0,05) os niveis de FAt, a partir da dose intermediaria utilizada e dos niveis de
FAO a partir da menor dose administrada. Os valores representam Média + EPM das
respectivas dosagens bioquimicas realizadas antes e apés a indugéo da periodontite.

#, * p < 0,05 quando comparado ao grupo normal e salina, respectivamente; (Anova e
Bonferroni).
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1.2 Parametros sistémicos dos animais

a) Leucograma

O leucograma realizado antes (dia 0), na 6 h e no 2° 7° e 11° dia
experimental apos a inducdo da periodontitite esta ilustrado na tabela 2
demonstrando o numero de leucdcitos totais, neutréfilos e mononucleares
(mondcitos e linfocitos) para cada grupo experimental.

Observa-se que tanto no grupo de animais sem tratamento (Salina) e
tratado com RS (630 mg/kg) houve pico de leucocitose (leucdcitos totais) no sétimo
dia apo6s indugdo da doencga. Observa-se também que na 62 h e no 7° dia as células
predominantes foram neutréfilos em ambos os grupos, Salina e RS (630 mg/kg),
enquanto que os numeros de mononucleares foi significante na 62 h e no 2° dia em

animais sem tratamento e no 7° dia em animais tratados com RS.

b) Anadlise da variacdo de massa corporea

A variagcdo de massa corpérea dos animais durante 11 dias de
periodontite e em animais normais em que nao foi induzida a doenca esta ilustrada
na figura 12. Foi observado que inicialmente todos os animais, tanto os do grupo
salina quanto os do grupo tratado com Ranelato de estréncio submetidos a
periodontite, apresentaram uma perda de peso apds o primeiro dia do procedimento
cirurgico para colocagdo do fio, contudo, esses animais em ambos os grupos
exibiram uma tendéncia de aumento de massa corpdrea com o passar dos dias. No
grupo de animais normais observou-se um aumento da curva de peso, sem

nenhuma alteragao, durante o experimento.
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Tabela 2: Efeito do Ranelato de estréncio (RS) sobre o leucograma dos ratos

submetidos a periodontite:

LEUCOCITOS TOTAIS

Dia 0 6h 2°dia 7° dia 11° dia

SALINA 14,9+1,1 17,0+1,6 12,3+1,0 19,1£1,4* 13,8+1,4

RS 630 mg/kg 13,3+2,1 18,7+1,2 13,8+1,5 21.0£1,1% [14,3+1,1

NEUTROFILOS

Dia 0 6h 2°dia 7° dia 11° dia

SALINA 2,9+0,3 9,5¢1,1" 3,2+0,4 5,3x1,1" 2,8+0,3

RS 630 mg/kg 3,56+0,8 10,5+0,9 3,7+0,4 5,8+0,3" 2,1+0,2
MONONUCLEARES

Dia 0 6h 2°dia 7° dia 11° dia

SALINA 12,0+0,8 7,3x0,8" 8,7x0,7" 13,6+0,5 11,011

RS 630 mg/kg 9,8+1,3 8,2+0,4 10,1+1,3 14,8+0,8" 12,2+0,9

A periodontite foi induzida através da insergao cirdrgica de um fio de nailon 3.0 em torno dos
segundo molares superiores esquerdos dos ratos previamente anestesiados. Os animais
receberam Salina (2 ml/kg-vo) ou RS (630 mg/kg-vo) 30 minutos antes da cirurgia e, apos
esta, diariamente durante 11 dias. Amostras sanguineas foram coletadas da cauda dos
animais antes da cirurgia, na 6% h e no 2°, 7° e 11° dia. A seguir realizou-se a contagem do
numero total e diferencial das células (neutrofilos e mononucleares). Os valores
representam Média + EPM da contagem de células realizadas antes (dia 0) e apds a
indugdo da periodontite (6h, 2°d, 7°d e 11°d). #¥p<0,05 representa diferencas estatisticas
quando comparado ao valor basal do mesmo grupo. (Anova; Bonferroni).



55

*p<0,05 -6~ Normal
60- -# Salina
-+ SR 70 mg/kg
SR 210 mg/kg
-~ SR 630 mg/kg

-20-

LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ L}
4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (dias)

—
N =
W =

-40-

Variagao de massa corpoérea (g)

Figura 12: Efeito do Ranelato de estréncio sobre a variagao de massa corpoérea de
ratos submetidos a periodontite: A periodontite induzida pela insercédo de fio de nailon em
torno dos segundos molares dos ratos causou perda de massa corporea, a qual nao foi
revertida de forma significante pelo uso do RS (70, 210 e 630 mg/kg-vo). As massas
corporeas dos animais foram medidas antes da cirurgia e, apos esta, diariamente, durante
11 dias. Os pontos representam Média £+ EPM da variagdo de massa corpérea (g), calculada
através das diferencas das massas dos animais em relagdo a massa inicial. *p<0,05
representa diferencas estatisticas comparado ao gruo Salina. (Anova; Bonferroni).
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c) Avaliacao das alteragdes hepaticas e renais

Em ambos os grupos de animais, sem tratamento (Salina) e tratados com
Ranelato de estréncio, nas diferentes doses 70, 210 e 630 mg/kg, submetidos a 11
dias de periodontite, ndo foi observado nenhuma alteragdo nos niveis séricos de
enzimas hepaticas (AST e ALT) e nem de uréia e creatinina (Tabela 3). Esses dados
corroboraram aos achados histopatolégicos de amostras do figado e dos rins (dados

nao mostrados).
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Tabela 3: Efeito do Ranelato de estroncio (RS) nas dosagens séricas de ratos

submetidos a periodontite.

NORMAL SALINA RS 70 mg/kg | RS210 mg/kg | RS630 mg/kg
AST (U/) 48,8 + 3,5 55,4+45 55,7+4,5 54,7 + 2,1 56,1+4,2
ALT (UN) 13,0+ 0,7 11,9+1,2 14,4 +1,0 12,8+1,9 10,6 + 1,4
UREIA (mg/dl) | 42,322 44,7 +4,0 52,3+2,0 47,7+ 3,6 36,1+1,9
CREATININA 0,7+0,1 1,1+0,1 0,9+0,1 1,07 £ 0,1 1,0+ 0,1
(mg/dl)

A periodontite foi induzida através da insercao cirurgica de um fio de nailon 3.0 em torno dos
segundo molares superiores esquerdos dos ratos previamente anestesiados. Os animais
receberam Salina (2 mil/kg-vo) ou RS (70, 210 e 630 mg/kg-vo) 30 minutos antes da cirurgia e,
apos esta, diariamente durante 11 dias. Amostras sanguineas foram coletadas a partir do plexo
venoso orbital dos animais antes da cirurgia € no 11° dia do experimento. A seguir foram
centrifugados e coletado o sobrenadante para a realizacdo das dosagens séricas de enzimas
hepaticas (AST e ALT), uréia e creatinina Os valores representam Média + EPM das respectivas
dosagens bioquimicas realizadas antes (Normal) e apdés 11 dias de periodontite (Anova;

Bonferroni).
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1.3 Avaliagao da resposta inflamatéria do Ranelato de estroncio em Modelos

experimentais de inflamagao

1.3.1 Modelo de Peritonite

Na figura 13 pode-se observar que 4 h apos o estimulo inflamatério por
carragenina, a concentracéo de leucdcitos totais na cavidade peritoneal aumentou
de forma significante (p<0,05) no grupo de animais sem tratamento (Salina) quando
comparado ao grupo de animais normais, onde nao houve inducao inflamatéria na
cavidade peritoneal. Enquanto que na figura 14, verifica-se um aumento significante
(p<0,05) da concentragdo de neutrofilos na cavidade peritoneal de animais sem
tratamento (Salina) em relagdo ao grupo de animais normais apos o mesmo periodo.

Quando os animais foram tratados com Ranelato de estroncio (630 mg/kg-vo)
ou Dexametasona (1 mg/kg-sc) houve uma diminuigdo do numero total de
leucdcitos, significativa para o ultimo tratamento (figura 13) e diminui¢ao significativa
do numero de neutréfilos quando os animais foram tratados com Ranelato de
estroncio (630 mg/kg-vo) e Dexametasona (1 mg/kg-sc) (figura 14), demonstrando
uma redugao no processo inflamatorio. A diminuigdo do numero de leucécitos foi de
20,3% e 44,9%, respectivamente (Tabela 4). A diminuicdo do numero de neutrofilos
foi de 31,2% e 60,9%, respectivamente (Tabela 5).



59

-
N
(]

I
Normal Salina Dexa1 SR 630 (mg/kg)
Carragenina (700 pg/cavidade)

Migracdo de Leucécitos totais x 103 /mm?3
(o]

Figura 13: Efeito do RS na migracao de leucécitos no fluido peritoneal induzida por
carragenina em ratos: Salina (2 ml/kg-vo) ou RS (630 mg/kg-vo) foram injetados 1 h e
Dexametasona [(DEXA) 1 mg/kg-sc] 30 minutos antes da administragdo da carragenina
[(Cg) 700ug/cavidade-ip] para indugédo a peritonite. Os animais foram sacrificados 4 horas
apo6s o estimulo inflamatério por Cg. Observou-se que a Cg administrada aumentou, de
forma significante (p<0,05) a migracédo de leucdcitos totais para cavidade peritoneal e que
Dexa diminuiu, de forma significante (p<0,05) a migragao de leucécitos totais para cavidade
peritoneal. Cada grupo representa Média + EPM do nimero de leucécitos x 10°/mm?® em
animais normais, sem tratamento (Salina) e tratados com Ranelato de estroncio (RS 630
mg/kg-vo) e Dexametasona (Dexal mg/kg-sc). #, 8, * p < 0,05 quando comparado ao grupo
normal, dexa e salina, respectivamente; (Anova e Bonferroni).
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Figura 14: Efeito do RS na migragcao neutrofilica no fluido peritoneal induzida por
carragenina. Salina (2 mil/kg-vo) ou RS (630 mg/kg-vo) foram injetados 1 h e
Dexametasona [(DEXA) 1 mg/kg-sc] 30 minutos antes da administracdo da carragenina
[(Cg) 700ug/cavidade-ip] para indugéao a peritonite. Os animais foram sacrificados 4 horas
apo6s o estimulo inflamatério por Cg. Observou-se que a Cg administrada aumentou, de
forma significante (p<0,05) a migragao neutrofilica para cavidade peritoneal e que DEXA e
RS diminuiram, de forma significante (p<0,05) a migragdo neutrofilica para cavidade
peritoneal. Cada grupo representa Média + EPM do ndmero de neutréfilos x10°/mm?® em
animais normais, sem tratamento (Salina) e tratados com Ranelato de estroncio (RS 630
mg/kg-vo) e Dexametasona (Dexa1 mg/kg-sc). #, 8, * p < 0,05 quando comparado ao grupo
normal, dexa e salina, respectivamente; (Anova e Bonferroni).



Tabela 4: Efeito do Ranelato de estroncio na migragao de

induzida por carragenina.
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leucocitos totais

Grupos Dose e via de | Numero de leucécitos % de
administragao totais x 10° redugao
Normal - 4,59+0,39 -
Salina 0,9% 2 ml/kg-vo 9,08+0,635 * -
Dexametasona 1 mg/kg-sc 5,00£0,45 * 44,9
Ranelato de estroncio | 630 mg/kg-vo 7,23+0,63 *° 20,3

A peritonite foi induzida através da administracdo de Carragenina (700 pg/cavidade) no
peritdnio de ratos. Os animais receberam Salina (2 ml/kg-vo) e RS (630 mg/kg-vo) uma hora
antes ou Dexametasona [(DEXA) 1 mg/kg-sc] 30 minutos do estimulo inflamatério induzido
por Cg. O fluido peritoneal foi coletado apds 4h a inje¢do de Cg para realizacédo da
contagem total de leucdcitos. #, 8, * p < 0,05 quando comparado ao grupo normal, dexa e
salina, respectivamente; (Anova e Bonferroni).
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Tabela 5: Efeito do Ranelato de estroncio na migragao de neutréfilos induzida

por carragenina.

Grupos Dose e via de | Numero de neutrofilos % de
administragdo x 10° reducdo
Normal - 0,21+0,04 -
Salina 0,9% 2 ml/ kg-vo 8,34+0,56 * -
Dexametasona 1 mg/kg-sc 3,25+0,59 * * 60,9
Ranelato de estroncio 630 mg/kg-vo 5,73+0,58 * *° 31,2

A peritonite foi induzida através da administracdo de Carragenina (700 pg/cavidade) no
peritbnio de ratos. Os animais receberam Salina (2 ml/kg-vo) e RS (630 mg/kg-vo) uma hora
antes ou Dexametasona [(DEXA) 1 mg/kg-sc] 30 minutos do estimulo inflamatério induzido
por Cg. O fluido peritoneal foi coletado apds 4h da injecdo de Cg. A seguir o fluido peritoneal
foi centrifugado para realizagcdo da contagem do numero de neutrifilos que migraram para
cavidade peritoneal. #, 6, * p < 0,05 quando comparado ao grupo normal, dexa e salina,
respectivamente; (Anova e Bonferroni).
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1.3.2 Modelo de Edema de Pata

A figura 15 mostra que a administragcdo da carragenina (700ug/pata)
aumentou o volume de liquido deslocado pelas patas dos animais que receberam
Salina, correspondendo ao desenvolvimento do edema de pata no decorrer das
horas experimentais. O Ranelato de estroncio na dose de 630 mg/kg foi capaz de
reduzir o desenvolvimento do edema de pata em rato, induzido por carragenina, em
37,5%, 31,4%, 70,9%, 68,6% nos periodos de 1, 2, 3 e 4 h apés o estimulo
inflamatdrio, respectivamente. A dexametasona foi capaz de reduzir o
desenvolvimento do edema em 49%, 68%, 74%, 81% nos periodos de 1, 2, 3 e 4 h

apos injecao de carragenina, respectivamente.
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Figura 15: Efeito do RS no Edema de pata induzido por carragenina. Salina (2 ml/kg-vo)
ou RS (630 mg/kg-vo) foram injetados 1 h e Dexametasona [(DEXA) 1 mg/kg-sc] 30 minutos
antes da administracao da carragenina [(Cg) 700ug/pata] para indugdo do edema de pata.
Os animais tiveram sua patas medidas antes e com 1, 2, 3 e 4 horas ap6s o estimulo
inflamatério por Cg. A medida inicial do volume de liquido deslocado pelas patas foi utilizada
como controle. Observou-se que a Cg administrada foi capaz de aumentar, de forma
significante (p<0,05) o volume de liquido deslocado pelas patas dos animais de forma
progressiva com o passar do tempo. DEXA e RS foram capazes de diminuir, de forma
significante (p<0,05) o volume deslocado (edema de pata) a partir da 22 e 32 hora
experimental, respectivamente. Cada ponto representa Média + EPM da variagcdo do
volume de liquido deslocado pelas patas de animais sem tratamento (Salina) e tratados com
Ranelato de estroncio (RS 630 mg/kg-vo) e Dexametasona (Dexal mg/kg-sc). * p < 0,05
quando comparado ao salina; (Anova e Bonferroni).
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DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antirreabsortiva
do Ranelato de estrbncio na perda dOssea alveolar e provavel atividade anti-
inflamatdria desse farmaco, visto que os mecanismos biolégicos de perda Gssea
podem estar associados aos mecanismos bioldgicos da inflamagao. Para isso, foi
utilizado o modelo de periodontite induzida e modelos experimentais classicos de

inflamacéo em ratos.

O modelo de indugao da periodontite por ligadura tem sido amplamente
utilizado em investigagdes cujo principal objetivo esta relacionado a perda Ossea
(LIMA et al., 2000, 2004; SOUZA et al., 2009; ALLAM et al., 2009; TOKER et al.,
2009). Além disso, este modelo mimetiza as principais caracteristicas observadas na
periodontite em humanos. A ligadura inserida em torno do segundo molar superior
ou primeiro molar inferior, como observado em diferentes estudos, tem um papel
importante para inicio e progressao da perda Ossea alveolar, pois atua como um
corpo estranho, traumatico e como um fator retentivo de placa bacteriana capaz de
induzir uma resposta inflamatoria e consequente destruicio do tecido dsseo alveolar.
Neste trabalho foi utilizado o modelo baseado em LIMA et al. (2000, 2004), no qual
utiliza-se a maxila para o estudo, ou seja, a ligadura é inserida no segundo molar
superior, onde nesta regido as lesdes 0sseas séo induzidas mais facilmente devido a
propria constituicdo 6ssea menos compacta, quando comparada ao osso mandibular
(LINDHE & KARRING, 1992; SOUZA et al., 2005).

Evidéncias atuais indicam que a periodontite ndo € uma doenca
infecciosa convencional, mas sim uma doenca inflamatéria desencadeada pela
resposta imune do hospedeiro frente ao biofiime periodontal associado a
microorganismos patogénicos (TAUBMAN et al.,, 2007). O acumulo de placa
microbiana na superficie dentaria adjacente aos tecidos gengivais promove o
contato das células do sulco e epitélio juncional com produtos derivados de
bactérias. As células epiteliais sdo ativadas pelas substancias microbianas, e liberam
citocinas proé-inflamatérias e outros mediadores quimicos da inflamagao. Estes
mediadores, por sua vez, iniciam uma resposta inflamatéria no interior dos tecidos
contribuindo para a destruicdo dos tecidos de suporte periodontal (PAGE &

KORNMAN, 1997). Complementando, utilizou-se neste estudo modelos classicos de
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inflamacao, como peritonite e edema de pata, que sdo comumente empregados para
a descoberta e avaliagao de agentes com acao anti-inflamatéria. O agente flogistico
utiizado em ambos os modelos foi a carragenina, substancia capaz de promover
intensa agao quimiotatica de neutroéfilos, produzindo um exsudado rico em proteinas
com um grande numero de células de defesa, além da liberagdo de mediadores tais
como Histamina, Serotonina, Bradicinina, Substancia P, Fator de Agregacéao
Plaquetaria, e Prostaglandinas via ciclooxigenase (DI ROSA et al., 1971; LO et al.,
1982; HWANG et al., 1986; GILLIGAN et al., 1994)

Com a finalidade de compreender melhor os fatores relacionados a
destruicdo dos tecidos periodontais e as abordagens farmacolégicas de interesse
para o controle e prevencao destes danos teciduais, utilizou-se o Ranelato de
estroncio. Este farmaco foi recentemente desenvolvido como um novo tratamento
para osteoporose; seu mecanismo de acgao possibilita um papel Unico no
metabolismo 6sseo e que o destaca dentre outros agentes antirreabsortivos como os
bisfosfonatos que agem diminuindo a reabsorgdo 0ssea e nao possuem nenhum
efeito sobre a massa Ossea, bem como a teriparatida que possui apenas
caracteristicas anabdlicas, enquanto o Ranelato de estrdncio (RS) atua diminuindo a
reabsor¢gao, ao mesmo tempo em que aumenta a formacao dssea, levando assim a
um processo de remodelagdo a favor da osteogénese (CORTET, 2009). De fato, um
estudo in vitro mostrou que o RS estimulou a formagdo de pré-osteoblastos,
consequentemente, aumentou a sintese e a atividade de células da matriz éssea
(CANALIS et al., 1996), além de diminuir a diferenciagao de osteoclastos (BONELY
et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram pela primeira vez o
efeito do RS na perda éssea alveolar induzida por ligadura em ratos. Observou-se
por analise morfométrica que o RS foi capaz de reduzir a perda 6ssea alveolar de
forma dose-dependente e significante (p<0,05) a partir da dose intermediaria

utilizada (210 mg/kg) quando comparado aos animais nao tratados (Salina).

Além disso, corroborando os achados macroscoépicos, observou-se por
analise histologica das maxilas de animais tratados com Ranelato de estroncio (630
mg/kg) uma diminuicdo da perda de tecido 6sseo alveolar e cemento radicular, e

menor infiltrado celular na regido interproximal de primeiro e segundo molares
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(regido desafiada). A escolha da dose utilizada para a analise microscopica levou em
consideragao uma equivaléncia entre os niveis séricos encontrados no homem apdés
administracdo da mesma substancia em dose disponivel comercialmente e a dose
correspondente em ratos, a partir de calculo determinado em estudo realizado por
AMMANN, et al. (2006).

A redugao da perda dssea observada nas analises macro e microscopicas
provavelmente ocorreu pelo duplo efeito do RS no metabolismo ésseo, aumento da
formagao 6ssea via CaSR e produgao local de PGE;, e simultaneamente, diminuigdo
da reabsorgcdo Ossea através do aumento dos niveis de OPG (MARIE, 2007).
Pesquisas recentes também evidenciam o aumento da replicacdo de osteoblastos e
diminuicdo da apoptose dessas células por mecanismos independentes dos CaSR
(FROMIGUE et al., 2009).

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com AHMET-
CAMCIOGLU et al. (2009) que observaram prevengao com uso de RS da perda
Ossea tanto ao nivel de osso trabecular, no corpo vertebral, quanto ao nivel de osso
cortical, no fémur de ratas ovariectomizadas, decorrente de perda éssea induzida

pela deficiéncia de estrégeno.

Considerando que os processos de formagao e reabsorcdo Ossea sao
fendbmenos co-dependentes que estdo associados a remodelacdo Ossea, o
predominio de um desses processos sobre o outro resulta em ganho ou perda de
massa o0ssea. O estudo desses eventos pode ser avaliado através da utilizagao de
marcadores bioquimicos como osteocalcina, fosfatase alcalina total, fosfatase
alcalina 6ssea (isoforma da fosfatase alcalina total) e pro-peptideos do colageno tipo
| que representam o processo de formacdo dssea, enquanto hidroxiprolina urinaria,
fosfatase 4&cida tartarato resistente, moléculas ligadoras de colageno tipo |
representam a reabsorcdo 6ssea (SARAIVA et al.,, 2005; BURTIS et al., 2006;
MCPHERSON, 2007).

Os resultados obtidos através das analises morfométrica e histolégica em
conjunto podem ser corroborados pelo efeito do RS nos niveis séricos de Fosfatase
Alcalina total (FAt) e Fosfatase Alcalina Ossea (FAO). A administracdo do Ranelato

de estrbncio durante 11 dias de periodontite foi capaz de aumentar
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significativamente (p<0,05) os niveis séricos de FAt a partir da dose intermediaria
utilizada, assim como observado na analise morfométrica. Adicionalmente, na
avaliacdo dos niveis séricos da isoforma déssea da fosfatase alcalina, observou-se
diferenga significante (p<0,05) a partir da menor dose utilizada de 70 mg/kg do

Ranelato de estréncio, sobretudo por ser um marcador mais especifico.

O fato de nao ter sido observada protecao significante da perda Ossea
alveolar quando da utilizagcdo da menor dose do Ranelato de estréncio a analise
morfométrica e, por outro lado, constatado aumento significativo dos niveis séricos
de fosfatase alcalina 6ssea nessa mesma dose, pode ser explicado pela
sensibilidade deste marcador bioquimico a pequenas variagdes (SARAIVA et al.,
2005; BURTIS et al., 2006; MCPHERSON, 2007).

Esses achados estdo de acordo com o estudo realizado por HOTT et al.
(2003) em que foi utilizado modelo de perda éssea induzida por imobilizagdo de
membros posteriores em ratos, observando-se além do aumento dos niveis séricos
de fosfatase alcalina, uma diminuigdo de hidroxiprolina na urina. Adicionalmente, foi
observado em ensaio clinico com mulheres osteoporéticas que o RS, de fato,
aumentou os niveis de FAO e reduziu os niveis de Telopeptideo C (CTx), um
marcador de reabsorgcédo 6ssea (REGINSTER et al., 2005).

Considerando que a resposta inflamatéria subjacente a periodontite
envolve citocinas inflamatérias a favor da osteoclastogenése (GRAVES, 2008),
especificamente TNF-a e IL1-B que podem induzir apoptose de osteoblastos (JILKA
et al.,, 1998; TSUBOI et al., 1999), e como recentemente demonstrado na
periodontite experimental em macacos que a injegao local de bloqueadores dos
receptores para TNF e IL1 reduziram em 80% o recrutamento de células
inflamatorias nas proximidades do osso, além de reduzir a perda 6ssea de forma
significante (ASSUMA et al., 2010), no presente trabalho avaliou-se o efeito do RS

na expressao da marcacao para TNF-a e IL1-B.

Observou-se, através de wuma avaliagdo qualitativa, a reacao
imunohistoquimica para deteccdao de TNF-a e IL-1B no periodonto de animais
submetidos a periodontite durante 11 dias. Na analise, verificou-se que em animal

tratado com Ranelato de estréncio (630 mg/kg-vo), houve redugao da expressao da



69

marcagao de TNF-a, muito embora ndo observada para citocina IL-1p, sugerindo
um outro mecanismo de participacdo do Ranelato de estroncio na reducdo da
atividade osteoclastica, por redugcao de mediadores inflamatérios. Assim, sugere-se
que o RS pode atuar interferindo na producgao ou liberagdo de citocinas, tais como
TNF-a, as quais estimulam reabsorcdo éssea por induzir proliferacdo de células
progenitoras de osteoclastos e, indiretamente, estimular osteoclastos maduros a
atividade reabsortiva (THOMPSON et al., 1987; MANOLAGAS 1995), especula-se
portanto, uma possivel atividade anti-inflamatdria do RS, entretanto, sdo necessarios
outros ensaios experimentais envolvendo a participagao de citocinas para esclarecer

o papel do RS na reduc¢ao de citocinas inflamatorias.

Dada a importancia de se avaliar a seguranga de uso do RS e determinar
possiveis alteragdes sistémicas associadas a farmacocinética, figado e rins, érgaos
responsaveis pela metabolizacdo e excrecdo dos farmacos, respectivamente, foram

avaliados apds utilizagdo do RS.

Constatou-se neste estudo que a administracido de Ranelato de estrdoncio
(70, 210 e 630 mg/kg) ndo promoveu alteragcdes hepaticas e nem renais significantes
quando comparada aos animais sem tratamento, através de analise bioquimica para
verificar atividade das transaminases (AST e ALT) e niveis séricos de uréia e
creatinina, respectivamente. Uma vez demonstrada que alteracbes sutis, mesmo
consideradas normais, foram detectadas, analises histologicas dos figados e rins
(dados nado mostrados) foram realizadas. De fato, quando consideradas em
conjunto, ambas as analises bioquimicas e histolégicas confirmaram que o
tratamento durante 11 dias com Ranelato de estrdncio, ndo foi capaz de causar
quaisquer sinais significantes de toxicidade nesses 6rgaos, confirmando a
seguranga de seu uso no que se refere especificamente a hepato e a

nefrotoxicidades.

Adicionalmente, considerando como referéncia a massa corporal obtida
no inicio do estudo antes da indug¢ao da periodontite, observou-se que a variacio de
massa corporea dos animais submetidos a periodontite diminuiu (p<0,05) nos
primeiros quatro dias apds inducdo da doenca e, apds esse periodo, observou-se
aumento continuo até o 11° dia do experimento. Esse fato, possivelmente se deve a

realizagao do proprio procedimento de indugado da doenca que resulta em um trauma
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local, dificultando a alimentacdo dos animais especialmente nos primeiros dias apoés
a colocacao do fio, visto que a partir de 4 dias, os animais tendem a ganhar peso,
muito embora ndo mais acompanhe a curva de peso de animais normais.O Ranelato
de estroncio administrado durante o mesmo periodo néo foi capaz de reverter tal
perda inicial de massa corporal. Além disso, tem sido sugerido que o fato de animais
submetidos a periodontite apresentarem reducdo da perda de massa corporea esta
relacionado ao efeito analgésico do farmaco administrado, permitindo que estes
animais se alimentem melhor (LIMA, 1999). Dessa forma, sugere-se que o RS néao

exibiu tal efeito analgésico.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por DELANNOY et
al. (2002) que demonstraram ndo haver sinais de toxicidade nem altera¢cdes no peso
de ratos, mesmo quando utilizada altas doses diarias do Ranelato de estréncio,

administradas por via oral (200, 600 e 1.800 mg/kg), durante 104 semanas.

Em adicao, culturas celulares do ligamento periodontal tratadas com RS
em concentragdes inferiores a 20 mg/ml ndo apresentaram citotoxicidade in vitro,
onde foi sugerido a utilizagdo do RS para tratamento de reabsorgdes dentarias (ER
KURSAT et al., 2008).

Na periodontite em humanos pode-se observar através de analise
histolégica, um infiltrado inflamatorio composto de células como linfocitos e
macréfagos. Os neutrofilos também estdo presentes neste infiltrado inflamatorio,
muito embora a maioria dessas células migre através dos tecidos epitelial e
conjuntivo para alcangar bactérias presente no biofilme dental (KORNMAN & PAGE,
1997), além de destruir bactérias os neutrofilos também destroem colageno e outros
componentes da matriz extracelular contribuindo para a perda progressiva de
insercao dental (PIHLSTROM et al., 2005). Sabe-se que a regulagao e migracao de
leucécitos do vaso para os tecidos afetados sdo determinadas por diferentes tipos
de moléculas expressas nos leucécitos e nas superficies endoteliais, como
selectinas, imunoglobulinas (ICAM e VCAM), integrinas e glicoproteinas, e por outras
células induzidas por citocinas pro-inflamatérias com propriedades quimiotaticas,
como interleucina-8 (IL-8), interleucina-1a (IL-1a), Prostaglandina E; (PGEy),

metaloproteinases de matriz (MMP) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(GEMMELL et al., 2001).
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Considerando que um sitio mesmo infimo, como periodonto, pode induzir
alteracgdes sitémicas, como o leucograma de ratos (LIMA, 1999), avaliou-se o
leucograma dos animais tratados com RS (630 mg/kg). Observou-se, em ambos os
grupos experimentais, Salina e RS (630 mg/kg), tendéncia de aumento do numero
de leucdécitos logo apds a 62 h, e leucocitose no 7° dia experimental, sendo ambos
os aumentos sustentados por neutréfilos. Esse fato pode ser explicado pelo trauma
local decorrente da colocagéo do fio, 0 que gerou uma resposta inflamatéria aguda.
Com relagdo aos numeros de mononucleares, estes também aumentaram (p<0,05)
logo apds a colocagao do fio e permaneceram assim até o 2° dia experimental em
animais sem tratamento, enquanto que em animais tratados, esse aumento foi
observado no 7° dia. Observou-se que o RS alterou a contagem de mononucleares,
diminuindo 0 numero dessas células apds a inducdo da doenca, porém, no 7° dia
nao foi capaz de reduzir mononucleares quando comparado aos animais sem
tratamento. Tem sido demonstrado que o isétopo radioativo de estréncio (Sr-89) foi
capaz de induzir uma depleg¢do do numero de mondcitos (OGHISO et al.,1988),
enquanto que o Ranelato de estrbncio, composto por um isétopo estavel, nao
causou redugao dessas células nos periodos finais observados. Pode-se sugerir,
portanto, que o RS, através do estroncio, interfira em células mononucleares em

oposigao ao isotopo radioativo (Sr-89).

De acordo com os resultados discutidos anteriormente, observa-se que o
RS apresentou uma reducdo significante na perda éssea alveolar, seja por uma
analise direta como verificada na morfometria e microscopia das hemimaxilas ou por
analise indireta através de marcador bioquimico de formagao 6ssea. Tal efeito deve-
se aos mecanismos ja mencionados do RS por atuar em receptores sensores de
célcio, aumentando a osteogénese, e por aumentar os niveis de OPG inibindo a
osteoclastogénese. Além disso, sugere-se interferéncia em citocinas inflamatdrias,
tais como TNF-o, haja vista o RS ter promovido redu¢cdo da marcagdo de sua

expressao.

Sabe-se que o0 modelo de indugdo da periodontite por ligadura em ratos
apresenta algumas limitagbes, como a especificidade microbiana, fatores
ambientais, genéticos e outros presentes na doenga em humanos. Assim,

consideraram-se as caracteristicas de resposta inflamatéria subjacente ao processo
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de reabsorgdo 6ssea. Dessa forma, achou-se oportuno avaliar o efeito do RS em
outros modelos experimentais, considerados classicos para investigagcao de agentes
com capacidade anti-inflamatoéria. Para tanto, o RS foi utilizado de forma aguda nos
modelos de peritonite e de edema de pata em ratos, ambos induzido por

carragenina, um potente agente inflamatadrio.

Durante a peritonite experimental ha um aumento no transporte de
substancias plasmaticas, além de migracdo celular. Essas mudangas podem ser
explicadas pela vasodilatagcao dos capilares na membrana peritoneal e pela abertura
de poros, causados por mediadores celulares e inflamatérios, como neutréfilos e
prostaglandina E,, respectivamente (KREDIET et al.,, 1987). A migracdo de
neutrdéfilos circulante para os tecidos afetados é uma marca da reacéo inflamatoéria
aguda e envolve diversos mediadores como citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1,
IL-12, IFNy), quimiocinas, eicosanoides, leucotrienos e liberacdo de C5a (CUNHA et
al., 2005).

Embora o Ranelato de estréncio (630 mg/kg) ndo tenha sido capaz de
impedir picos de leucocitose observados na analise do leucograma, como descrito
anteriormente, ele foi efetivo, ao inibir (p<0,05) a migracao neutrofilica para cavidade
peritoneal induzida por carragenina, sugerindo alguma interferéncia na
transmigracdo dos neutréfilos, seja pela inibicdo da expressdo de moléculas de
adesdo em leucocitos ou da superficie endotelial, ou ainda, pela inibicao de

mediadores quimicos relacionados.

Classicamente, os efeitos inflamatorios induzidos pela carragenina no
edema de pata, evoluem de forma crescente, atingindo o valor maximo trés ou
quatro horas apds o estimulo. Neste modelo, a resposta inflamatéria envolve trés
fases distintas: a primeira fase compreende o periodo de 0 a 90 minutos e esta
relacionada a liberagao de histamina e serotonina, a segunda fase que varia de 90 a
150 minutos envolve a liberagdo de cininas, enquanto que na terceira fase, que
compreende o periodo de 150 a 360 minutos, ocorre participagao de prostaglandinas
(DI ROSA et al.,, 1971; CRUNKHON & MEACOCK, 1971). Assim, histamina e
serotonina sdo responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular inicial, e
prostaglandinas sustentam essa resposta vascular maxima durante a terceira fase

da inflamacao.
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A atividade farmacolégica da dexametasona ja € bem conhecida, potente
anti-inflamatério inibidor de lipoxigenases, o que permite sua utilizagdo como
parametro anti-inflamatério em varios modelos experimentais. Os resultados do
presente ensaio mostraram que a dexametasona inibiu o desenvolvimento do edema
a partir da 22 hora experimental. O Ranelato de estroncio (630 mg/kg) apresentou
atividade anti-edematogénica (p<0,05) na terceira e quarta hora experimental,
associada portanto com a terceira fase da inflamag&o mediada por prostaglandinas e
citocinas. Esses resultados sugerem que o Ranelato de estréncio pode estar

interferindo na sintese ou liberagao de prostaglandinas.

Entretanto, tem sido demonstrado, em estudo in vitro utilizando células
indiferenciadas da medula 6ssea de ratos, que o Ranelato de estroncio pode agir
sobre essas células, aumentando a diferenciacdo osteogénica através da ativagéo
de COX-2 e, consequente producao de prostaglandina E; (PGE;) (CHOUDHARY et
al., 2007). Este fato pode parecer intrigante quando consideramos que PGs,
especialmente PGE,, estdo envolvidas na inducdo da destruicdo tecidual na
periodontite (OFFENBACHER et al., 1986) e os resultados desse estudo mostrarem
que o RS reduz perda éssea na periodontite experimental e ainda, reduziu edema de
pata no periodo em que o edema é mediado por prostaglandinas. Sabe-se que as
PGs sao expressas em diversos tecidos e podem desempenhar fungdes fisioldgicas
como protegdo da mucosa gastrica, controle do fluxo sanguineo renal e hemostasia,
e no tecido ésseo, especialmente a PGE, promove aumento da formagao 6ssea em

resposta ao estimulo mecanico em animais e humanos (CARVALHO, 2007).

O que pode explicar esses dados um tanto contraditérios, quando
considerados os resultados obtidos neste trabalho e os achados relacionados com
estudos in vitro, que evidenciam o papel do RS no aumento da osteogénese pela
ativacdao de PGE; via COX-2, é que deve existir um limite aceitavel desses niveis
para regulagéo fisiolégica do metabolismo osso, assim, uma super ativagdo ou
producdo de PGE; estara envolvida em processos patolégicos de reabsorgdo, como
ocorre nas doencas inflamatdrias associada a perda 6ssea, como na periodontite, e
sob essas condi¢cdes o RS talvez tenha uma agao de resposta contraria frente aos

niveis exacerbados de PGE..
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Em suma, os dados apresentados nesse estudo sugerem que o Ranelato
de estrbncio além de seu mecanismo antirreabsortivo via receptor sensor de calcio e
aumento dos niveis de OPG, sugere-se também que o RS possa interferir na
inibicdo da sintese ou liberagdo de mediadores inflamatérios, ndo apenas porque
demonstramos diminuicao da perda éssea alveolar em modelo de periodontite, mas
também porque demonstramos seu provavel efeito anti-inflamatério em modelos
classicos de resposta inflamatéria. Entretanto, estudos pormenorizados sé&o
necessarios para entendermos o nivel de interferéncia do Ranelato de estréncio nos
tecidos, através de novos ensaios, bem como utilizagao de outra substancia indutora
de inflamacgao. Logo, parece interessante investir em pesquisas para tentar elucidar

mecanismos biologicos do RS quanto sua agdo em mediadores inflamatorios.
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CONCLUSAO

O RS exibiu efeito antirreabsortivo demonstrado pelas analises
morfométrica e histologica do osso alveolar, e pelo aumento da atividade
osteoblastica avaliada por meio de dosagem bioquimica de fosfatase alcalina éssea

no modelo de periodontite.

O RS exibiu efeito anti-inflamatério dada a sua capacidade de reduzir a
marcacgédo da expressdo de TNF-a na periodontite experimental, além de reduzir a
migracéo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal e o edema de pata induzidos por

carragenina.

A utilizagdo do RS durante 11 dias ndo causou alteragdes sistémicas
importantes, considerando a avaliagdo do leucograma, da variagdo de massa

corpdrea, ou das fungdes hepatica e renal dos animais.
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