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RESUMO

Introducdo: A periodontite se caracteriza por uma inflamagao cronica iniciada por bactérias
que atingem os tecidos periodontais, causando a destrui¢do do periodonto. A via RANK-
RANKL-OPG tem participagdo na remodelacdo Ossea, porém foi observado que a via WNT
estimula a liberacdo de promotores osteogénicos e podendo auxiliar na regeneracao dssea
alveolar. O objetivo desta pesquisa foi realizar uma revisao sistematica da literatura cientifica,
buscando elucidar a participagdo da via WNT na redugdo da perda dssea por meio da sua
ativacdo. Materiais e métodos: Dois revisores realizaram a busca, de forma cega, por meio da
combinagdo de termos: (“Signal WNT” OR “Canonical WNT Pathway” OR “WNT beta
Catenin Signaling Pathway” OR “WNT Signaling Pathway” OR “WNT Pathway”) AND
(Periodontitis) AND (“Animal Model”), buscas direcionadas por critérios de selegdo (PICO)
em cinco bases de dados principais (PubMed, Cochrane Library, Science Direct, Scopus ¢ Web
of Science) e em duas bases de dados da literatura cinzenta (Google Scholar e Open Grey),
além da busca manual. A ferramenta Rayyan foi utilizada para plotar as buscas bibliograficas e
selecionar os artigos para a leitura na integra de acordo com o titulo e resumo. Para anélise do
risco de viés foi utilizado a ferramenta RoB da SYRCLE que ¢ adaptada para estudos animais.
Resultados: Foram incluidos seis estudos para a revisao sistematica. Todos os estudos
analisados sdo ensaios de experimentagdo animal e avaliaram aspectos histologicos,
imunohistoquimica e morfométricos do osso alveolar. Nos grupos controles foi observado a
diminui¢do dos componentes da via WNT e constatou-se que ocorre a supressdo dessa
sinalizagdao na fisiopatologia da periodontite. Os grupos tratados com intervencdes a fim de
ativar a via WNT, demonstraram regenera¢do e/ou redugcdo da perda oOssea alveolar,
principalmente ao observar a diminui¢do de osteoclastos e aumento de volume dsseo durante a
progressdo da doenca. Conclusdo: A ativagdo da via WNT, seja por uso de agonistas ou
bloqueio dos inibidores da via, permite a expressdao de genes promotores da osteogenese em
animais submetidos a periodontite experimental, sendo um possivel tratamento adjuvante desta

doenga em humanos ap6s mais estudos relacionados a esta sinalizagao.

Palavras-chave: Via WNT beta-catenina; periodontite; modelo animal.



ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is characterized by a chronic inflammation initiated by bacteria that
reach the periodontal tissues, causing the destruction of the periodontium. The RANK-
RANKL-OPG pathway participates in bone remodeling, however it was observed that the WNT
pathway stimulates the release of osteogenic promoters and may help in alveolar bone
regeneration. The objective of this research was to carry out a systematic review of the scientific
literature, seeking to elucidate the participation of the WNT pathway in the reduction of bone
loss through its activation. Materials and methods: Two reviewers performed the search,
blindly, through the combination of terms: (“Signal WNT” OR “Canonical WNT Pathway” OR
“WNT beta Catenin Signaling Pathway” OR “WNT Signaling Pathway” OR “WNT Pathway
) AND (Periodontitis) AND (“Animal Model”), targeted searches by selection criteria (PICO)
in five main databases (PubMed, Cochrane Library, Science Direct, Scopus and Web of
Science) and in two databases gray literature (Google Scholar and Open Grey), in addition to
manual search. The Rayyan tool was used to plot the bibliographic searches and select the
articles for full reading according to the title and abstract. To analyze the risk of bias, the
SYRCLE RoB tool was used, which is adapted for animal studies. Results: Six studies were
included for the systematic review. All studies analyzed are animal experiments and evaluated
histological, immunohistochemical and morphometric aspects of the alveolar bone. In the
control groups, a decrease in the components of the WNT pathway was observed and it was
found that the suppression of this signal occurs in the pathophysiology of periodontitis. The
groups treated with interventions to activate the WNT pathway demonstrated regeneration
and/or reduction in alveolar bone loss, mainly when observing the decrease in osteoclasts and
increase in bone volume during disease progression. Conclusion: Activation of the WNT
pathway, either by using agonists or blocking the pathway inhibitors, allows the expression of
genes that promote osteogenesis in animals submitted to experimental periodontitis, being a
possible adjuvant treatment of this disease in humans after further studies related to this disease.

signaling.

Keywords: WNT beta-catenin pathway; periodontitis; animal model.
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1 INTRODUCAO

A Periodontite ¢ um problema de saude global, afetando cerca de 20% a 50% da
populacdo mundial, atingindo principalmente os individuos adultos e idosos de paises em
desenvolvimento [1]. Ela ¢é caracterizada por uma inflamagdo cronica com progressiva
destruicao dos tecidos de suporte dentério: ligamento periodontal, cemento e osso alveolar.
Apesar de ser bastante associada ao biofilme bacteriano aderido a superficie dentaria [2], a
periodontite ¢ entendida como sendo uma doenca de etiologia multifatorial, uma vez que fatores
ambientais e genéticos podem alterar a resposta do hospedeiro promovendo destruicdo dos
tecidos periodontais [3].

A fisiopatologia da periodontite ¢ bastante complexa. A disbiose estimula uma
resposta inflamatoéria do hospedeiro marcada pela producdo de células fagocitarias, liberacao
de proteases, radicais livres e citocinas que em conjunto promovem a perda de estruturas
periodontais [4,5]. A inflamagdo, apesar de necessaria, quando se cronifica, resulta na
destruicdo do tecido periodontal. Durante a resposta inflamatéria sdo secretadas citocinas,
principalmente fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e interleucinas (IL), que ativam
osteoclastos e inativam osteoblastos, células com func¢ao de reabsorver e de produzir a matriz
Ossea, respectivamente [6]. A interacdo entre resposta inflamatéria e perda dssea tem sido
amplamente estudada através de uma nova area de pesquisa chamada Osteoimunologia, que
ganhou bastante destaque apds o melhor entendimento do eixo RANK-RANKL-OPG.

Fisiologicamente, a via RANK-RANKL-OPG regula a remodelagdo 6ssea, pois o
ligante do receptor ativador do fator nuclear-kappa B (RANKL) e seu receptor RANK
estimulam a osteoclastogénese, enquanto a osteoprotegerina (OPG) bloqueia a interagdo
RANK-RANKL e, consequentemente, diminui a ativagao dos osteoclastos, promovendo a acao
dos osteoblastos. No entanto, quando ha um processo inflamatorio, citocinas pro-inflamatorias
aumentam a expressao de RANKL tanto em osteoblastos e ostedcitos, quanto em outras células,
tais como linfocitos e fibroblastos, havendo assim um desequilibrio a favor de osteoclastos e,
assim, reabsor¢do Ossea [7]. Apesar do seu importante papel na fisiologia do tecido 6sseo,
estudos mais recentes vém demonstrando a participacdo de outras vias de sinalizagdo no
metabolismo 6sseo, dentre elas se destaca a via WNT.

A sinalizagdo WNT possui trés principais vias: a via de polaridade da célula plana, a
via WNT/Ca?" e a via candnica ou via dependente de Beta-catenina, sendo esta ultima a via
mais estudada com relagdo no reparo do tecido dsseo [8]. A via dependente de beta-catenina ¢

regularizada pelas proteinas WNT e os receptores de lipoproteina de baixa densidade LRP5/6
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e o receptor de sinalizagdo Frizzled (FZD). Quando estes receptores ndo estdo ligados as
proteinas WNT ou estdo inibidos com inibidores diretos como o Dickkopf-like 1 (DKK-1) e
esclerostina (ECT), isto resulta por ativar o complexo de destrui¢do composta por axina, caseina
quinase 1 (CK1), polipose adenomatosa coli (APC) e glicogénio sintase quinase 3 (GSK3),
sendo esta ultima a enzima responsavel por fosforilar a beta-catenina, que fica disponivel no
citoplasma, seguindo para destruicdo, € com isso, a via ¢ inibida. Entretanto, quando ha
associacao de proteinas WNT com o FZD e LRP, a via ¢ ativada, acarretando na inativagcdo do
complexo de destruicao, permitindo que a beta-catenina se acumule no citosol e seja translocada
para o nlcleo, onde ird permitir a transcri¢cao de genes, tais como Runx2, SSP1, DLXS, BMP2,
COL1 e BGLAP [9,10]. No tecido 6sseo, estudos anteriores demonstraram que esses genes sao
responsaveis pela formagdo oOssea por estimular a producdo e diferenciacdo das células
precursoras de osteoblastos, além de inibir a apoptose de osteoblastos e ostedcitos [11].
Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao sistematica (RS) sobre a participacao

da via WNT candnica na perda 6ssea periodontal em animais.

2 MATERIAIS E METODOS

2. 1 Protocolo e registro

Foi realizado uma revisdo sistematica (RS) para identificar artigos publicados sobre a
relacdo da via WNT (candnica) com a perda dssea alveolar em animais acometidos com
periodontite experimental (PE), seguindo “The Preferred Reporting Items for Systematic
reviews and Meta-Analyses (PRISMA)” e registrado na plataforma International Prospective

Register of Systematic Reviews (PROSPERO) com registro: CRD42022301878.

2.2 Pergunta foco

A pergunta norteadora foi “A ativacdo da via WNT exerce funcdo regenerativa da
perda Ossea alveolar em modelos animais induzidos a periodontite em comparac¢do aos animais
que tém essa via inativada?”. A estratégia de busca foi construida de acordo com o Principio de
Populagdes, Intervencdes, Comparagdo e Resultados (PICO). Populacdo (P): animais com
periodontite induzida; Intervengdes (I): Utiliza¢do de ativadores ou bloqueios dos inibidores da
via WNT; Intervencdo controle (C): animais com periodontite tratados com veiculo; e

Resultado medido (O): Reducao da perda 6ssea pela ativagdo da via WNT.
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2.3 Estratégia de Busca

Esta RS foi conduzida de acordo com o checklist PRISMA [12], sendo utilizada as
seguintes bases de dados eletronicas foram utilizadas: PubMed, Cochrane Library, Science
Direct, Scopus e Web of Science. Também foram realizadas buscas complementares nas bases
de dados de literatura cinzenta: Google Scholar ¢ OpenGrey. Além disso, também realizou-se
uma pesquisa manual de bibliografias e listas de referéncia dos estudos incluidos para localizar
qualquer potencial estudo nao identificado durante as pesquisas nas bases de dados. Nos bancos
de dados eletronicos foram pesquisados estudos relevantes publicados até setembro de 2021,
periodo da pesquisa. As publicagdes pesquisadas foram consideradas sem restri¢ao de data e
idioma.

Para a busca de dados foi realizada uma consulta prévia nos Descritores em Ciéncias
da Saude (DeCS/Mesh) para definir os termos em inglés e a combinagdo a serem utilizados nas
bases de dados. Nas bases de dados foram utilizados os operadores booleanos combinados
“OR” e “AND”: (“Signal WNT” OR “Canonical WNT Pathway” OR “WNT beta Catenin
Signaling Pathway” OR “WNT Signaling Pathway” OR “WNT Pathway”) AND
(Periodontitis) AND (“Animal Model”). Sendo estes adaptados conforme a configuracao

exigida por cada base de dados.

2.4 Critérios de Elegibilidade e Resultados de Interesse

Nesta RS foram incluidos estudos de experimentagdo animal in vivo em ratos ou
camundongos, que tenham sido induzidos a PE, independente do sexo e idade. Como critérios
de inclusdo, foram considerados o modelo de indugao a periodontite por ligadura ou por defeito
osseo local produzido; estudos que analisam a relagdo da via WNT na perda ossea alveolar,
utilizando agonistas ou bloqueadores dos antagonistas da via WNT independente de protocolos;
assim como, artigos nos idiomas em portugués, ingl€s ou espanhol e sem restri¢do de data de
publicagdo.

Neste estudo, foram excluidos todos os artigos de revisdo de literatura, ensaios
clinicos, relatos de caso e artigos de opinido; estudos com modelos in vitro ou ex vivo; estudos
que utilizaram animais que ndo fossem ratos ou camundongos; estudos que nao fizeram indugao

de periodontite ou que ndo induziu por meio de ligadura ou defeito local produzido; estudos em
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que os animais apresentassem anomalias dentérias; e, ainda, aqueles que ndo analisaram a via

WNT candnica de modo a verificar suas consequéncias no tecido 0sseo alveolar.

2.5 Extracao, Sintese, Analise de Dados e Avaliacao do Risco de Viés

Para a realizacdo da selecdo dos estudos foi utilizado o software online Rayyan,
ferramenta que permite a migracdo de informagdes das buscas realizadas em cada base de
dados, por dois revisores independentes. Assim, foi realizada uma leitura critica dos titulos e
resumos, sendo os artigos selecionados como potencialmente elegiveis de acordo com os
critérios de inclusdo anteriormente descritos. Os estudos selecionados foram avaliados na
integra por dois revisores cegamente e, em caso de discordancia, houve a avaliagdo por um
terceiro investigador.

Os dados obtidos em cada estudo foram: (1) caracteristicas gerais de cada estudo:
titulo, resumo, autores, localizagdo e ano de publicacao; (2) método: desenho do estudo e grupos
experimentais; (3) protocolos de inducao da periodontite; (4) detalhes a respeito da intervengao
relacionada a via WNT.

Dos modelos animais, foram extraidos a espécie, tamanho da amostra, idade, peso e
sexo. A respeito do modo de intervengdo, também foram extraidos informagdes sobre o meio
de delecao genética ou que utilizasse substancias, seja injecao intraperitonial, injecao local ou
gavagem, que tivesse repercussao na via WNT. Também foram extraidas informagdes sobre
exames realizados tais como microtomografia computadorizada (micro-CT); andlise
histoldgica em tecido Osseo alveolar, imunohistoquimica para avaliar Dickkopf-1 (DKK1),
Esclerostina (ECT), Beta-catenina, RUNX-2, Osteocalcina (OCN), proteinas WNT e qualquer
outra substancia relacionada com a sinalizagdo WNT. Os dados foram tabulados e resumidos
no Microsoft Word Olffice com informagdes de: autor, ano, pais, desenho do estudo, nimero da
amostra, os métodos de inducdo da periodontite experimental, bem como os resultados da
alteragdo Ossea alveolar devido a ativagao ou inibicao da via WNT dependente de beta-catenina
resumidos na tabela 1.

Para a avaliacdo da qualidade dos estudos de experimentagdo animal, utilizou-se de
uma ferramenta de riscos de viés baseada na Cochrane Collaboration (RoB) e modificada pela

SYRCLE, com finalidade de avaliacio metodoldgica em modelos animais [13].



3 RESULTADOS

3.1 Selecio de Estudos

1.581 artigos. Foram selecionados 23 artigos pelas bases de dados e incluido mais 1 artigo pela
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Ao todo foram encontrados 1.694 estudos, destes 113 eram duplicados, resultando em

busca manual, totalizando em 24 estudos com potencial de elegibilidade. No que diz respeito

ao protocolo de indugdo da periodontite, 8 artigos induziram a periodontite seguindo outro

protocolo que ndo fosse por ligadura ou defeito dsseo local e por isso foram excluidos. Também

foram excluidos 3 outros artigos que analisaram a via WNT in vitro e 5 artigos que nao

relacionaram os achados com o tecido Osseo alveolar. Em um outro artigo, os ratos

apresentavam anomalias dentarias devido a delecdo do gene Msx2 e em um outro ndo houve

intervengdo na via WNT, sendo também excluidos. Desse modo, apds a leitura na integra dos

estudos potencialmente elegiveis, seis estudos seguiram todos os critérios de inclusao (Figura

1.

Figura 1. Fluxograma PRISMA. Estudos incluidos para avaliacio qualitativa com base
nos itens de relatorio preferidos para revisoes sistematicas e diretrizes de meta-analise.
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3.2 Caracteristicas dos Estudos Incluidos

As informagdes gerais e caracteristicas técnicas dos estudos incluidos estao resumidas
na Tabela 1. Em relacdo as intervengdes na via WNT, dois estudos usaram anticorpos
neutralizantes de Esclerostina (Scl-Ab) como intervengdo [14,18], enquanto um outro estudo
utilizou o anticorpo neutralizante da proteina 1 relacionada ao frizzled secretado (SFRP1-Ab)
[16], que possuem a fun¢do de neutralizar os inibidores da via e permitir que esta seja ativada.
Dois estudos utilizaram agonistas da via com o intuito de ativa-la, sendo um componente
natural, a Calendula officinalis (CLO) [18] e o outro estudo usou o Cloreto de Litio (LiCl) [14].
Um estudo fez a delecao génica do DKK1, um inibidor direto da via WNT, nos animais como
intervengao [17]. Por fim, um estudo utilizou um produto bacteriano, a indirrubina (BIO), que
permite a ativacao da via ao inibir o a enzima GSK3, que faz parte do complexo de destruig¢do
da beta-catenina [15].

A indugdo da PE se deu principalemnte por meio de ligadura, que consiste em um fio,
ao redor do dente dos animais. Trés estudos utilizaram o protocolo de PE apenas com a ligadura
amarrada ao redor do dente dos animais [17-19], enquanto dois estudos utilizaram ligaduras
com lipopolissacarideos (LPS) de P. Gingivalis, que sdo as bactérias que compdem o biofilme
bacteriano que fica aderido aos dentes acometidos com periodontite [15,16]. Apenas um estudo
induziu a PE por meio de defeito 6sseo localmente produzido [13].

Nos estudos incluidos foram utilizados tanto ratos, como camundongos nas pesquisas,
variando as amostras de 24 a 72 animais. Trés estudos usaram camundongos C57BL/6
[15,16,17]. Dentre os estudos que utilizaram camundongos, apenas um estudo informou o peso
que variou de 20g a 25g, com idades variando de 8 a 12 semanas e apenas um estudo usou
camundongos fémeas [17]. Os demais estudos utilizaram ratos, todos machos, com variacao
das especies, no qual um estudo usou ratos Sprague-Dawley [18], um estudo usou ratos Lewis
[14] e um estudo usou ratos Wistar [19], com seus pesos variando de 200g a 300g e idade de 9
a 12 semanas.

Todos os artigos selecionados foram publicados no idioma inglés e se tratavam de
artigos controlados [14-19]. Os estudos sdo provenientes da Alemanha [17], Australia [14],
Brasil [19], China [15] e os dois ultimos sdo dos Estados Unidos [16,18]. Em relacdo ao ano de

publicacdo, o estudo mais antigo foi publicado em 2007 [16] e o mais recente em 2020 [15].



TABELA 1. CARACTERISTICAS GERAIS DOS ESTUDOS

Protocolo de Indugao
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Autor, Local da Tipo de Amostra (espécie, Intervencdo na Via
Ano Pesquisa Estudo sexo, idade, peso) Grupos Experimentais da Periodontite wnt
N=24 4 grupos (n=06 por grupo) Ligadura Delecio de DKK1 em
(Camundongos e Normal Cre - ostedcitos ( Cre+).
8 e PECre-
GOES et ALEMANHA ECR C57BL/6, fémeas,
al. 2019 12 semanas, 20- e Normal Cre+
25g) e PECre+
5 grupos
e PE + PBS (Controle) (n=12) Defeito dsseo Injegdo  local  de
N= 66 (Ratos e PE + Scl-Ab (n=12) localmente produzido anticorpg de
HAN et al. AUSTRALIA ECR Lewis, machos, e PE + LiCl (n=18) EscIerostmal . (SFI-Ab),
2015 12 semanas) e PE + LV-Ctnnb (n=12) Cloreto de Litio (LiCl) ou
e PE + LV-GFP (n=12) LV-Ctnnb.
N= 72 (Ratos 3 grupos (n=24 por grupo) Ligadura Gavagem de solugdo
LIMA et al Wistar, machos, 9 e Naive salina ou  extrato
5017 : BRASIL ECR semanas, 200 g) e SAL aquoso de CLO
e C(CLO
N= 48 4 grupos (n=12 por grupo) Ligadura + LPS Injecdo de hidrogel com
(Camundongos e Naive e sem BIO no sulco
SHEN et CHINA ECR C57BL/6, machos, . Per!odont!te (PE? gengival.
al. 2020 8 semanas) e Periodontite + hidrogel

Periodontite + hidrogel + BIO
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N=66 4 grupos Ligadura + P. injecdes locais de IgG
Ll et al (Camundongos e Controle (n=22) gingivalis ou SFRP1-Ab
' EUA ECR C57BL /6J, machos, e PE(n=22)
2007 12 semanas) e PE+1gG (n=11)
e PE+SFRP1-Ab (n=11)
N= 54 (Ratos 3 grupos Ligadura injecOes locais de PBS
Sprague-Dawley, e Intacto + PBS (n=17) ou Scl-Ab
TAUT et al. EUA ECR machos, 9 e PE+PBS (n=19)
2013 semanas, 250-300g) e PE + Scl-Ab (n=18)
ECR: Estudo Controlado Randomizado BIO: 6-Bromoindirubin-3'-oxima Scl-Ab: Anticorpo de Esclerostina
PE: Periodontite Experimental LPS: Lipopolissacarideo Cre+: Delecdo de DKK1

CLO: Calendula officinalis (erva) LV-Ctnnb: Particulas de Lentivirus com gene para beta-Catenina
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3.3 Principais Variaveis de Resultados dos Estudos

Nos parametros histoldgicos € morfométricos dsseos, todos os estudos utilizaram
métodos de hematoxilina e eosina (HE) para observacdo tecido 6sseo adjacentes ao local da
inducdo da PE e testes de imunohistoquimica para avaliar agonistas, antagonistas ou ambos na
via WNT [14-19]. Um estudo utilizou a coloragdo Picrosirius Red para observar colageno tipo
I e I1I no tecido conjuntivo adjacente ao defeito dsseo [19]. Quatro estudos utilizaram a micro-
CT para avaliagao do tecido osseo [14, 15, 17, 18], dois destes estudos analisaram o volume
6sseo (BV/TV) e a densidade mineral 6ssea (DMO) [17, 18], enquanto um estudo observou
além desses parametros, o numero de trabéculas dsseas (Tb.N) e a espessura trabecular (Tb.Th)
[17]. Um estudo utilizou o método TUNEL que tem a fungdo de identificar células em estado
de apoptose [16]. Trés estudos usaram o teste de fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)
para quantificar o nimero de osteoclastos.

Em relagdo aos parametros imunohistoquimicos, trés estudos analisaram as
proteinas WNT [14,17,19] e dois observaram a quantidade de beta-catenina [14,19]. Dois
estudos observaram a liberacdo do inibidor direto da via WNT, o DKK1 [17,19]. Alguns
estudos analisaram genes osteogénicos promovidos pela via WNT, como o Runx2 [15,17] e a

Osteocalcina (OCN) [15,17,18].

3.4 Resultados Primarios: Efeitos das intervencdes na Via WNT

As informagdes a respeito dos principais parametros 6sseos, tecidos periodontais e
analises imunohistoquimicas estao resumidas na Tabela 2. A periodontite experimental provoca
o aumento da destruicdo Ossea alveolar, de células inflamatérias e de células fagocitarias do
tecido 6sseo, dos osteoclastos, bem como dos inibidores diretos da via WNT, o DKK1. Além
disso, observa-se diminui¢cdo de proteinas WNT, como a WNT3a, e da beta-catenina no local
acometido com PE [14,19]. Entretanto, todos estudos que utilizaram agonistas ou que
impediram a atuacdo dos inibidores da via WNT, preveniram a degradagdo ou permitiram a
regeneragdo Ossea alveolar [14-19].

O tratamento com delecao ou bloqueio dos inibidores da via WNT, como a dele¢ao
de DKKI1, permitiu uma maior expressao de genes osteogénicos, Runx2 ¢ OCN, diminuiu
citocinas inflamatérias, como TNF-alfa e IL-1B, e elevou os parametros 0sseos, volume 0sseo,
densidade mineral 6ssea e nimero de trabéculas [16]. Ademais, os estudos que bloquearam os

inibidores da via, como o Scl-Ab e anticorpo neutralizante de SFRP1 (SFRP1-Ab) aumentaram
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a expressao de reguladores da via, como WNT3a, OCN, Beta-catenina, que sdao responsaveis
pela neoformagdo do tecido Osseo [14,16,18], além de elevar a expressao de Axin2, o que
verificou a regeneragdo de cemento e fibras colagenas bem orientadas durante a regeneracao
[14].

O uso de agonistas da via WNT, o LiCl e Particulas de Lentivirus com gene para
Beta-catenina (LV-Ctnnb), promoveu a neoformac¢do de cemento, fibras colagenas,
regeneragdo Ossea e expressao de reguladores da via WNT, com pardmetros semelhantes ao
grupo tratado com Scl-Ab [14]. Também foi utilizado um agente natural como tratamento e que
tem a fun¢do de agonista da via em estudo, a erva Calendula officinalis (CLO), que preveniu a
perda 0ssea em 42,8%, intensificou a expressao de WNT10b e Beta-catenina, enquanto o DKK1
foi reprimido [19].

O tratamento com um agente inibidor competitivo da GSK-3, 6-Bromoindirubin-
3’-oxima (BIO), declinou as células inflamatdrias e elevou as fibras do ligamento periodontal
(LPD), a massa Ossea, além de fatores osteogénicos, a fosfatase alcalina (ALP), OCN e Runx2

[15].
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TABELA 2. RESULTADOS PRIMARIOS

Autor, Resultados Histoldgicos e Resultados da Analise Resultados da Concluso
Ano Morfologicos Ossea Alveolar Imunohistoquimica
BV/TV, BMD, Tb.N, Tb.Th e o e PE Cret teve menor /,Admegao .de D\KKl (.j'mmu'Nu ° perqa
t R q O’SB F,’E c perda ossea (-28,5%) Runx2, OCN e PINP no PE Cre+; Ossea devido a estimulacdo da via
GOES et numero de no re+; bem como © voiume' com  expressio  génica  de
al. 2019 O ni de OSC 55560 (-24,6%) l TNF, IL-1B, CTX, RANKL e DKK1 no neoformacdo dssea e diminuicdo da
l numero de ’ comparados ao PE C’re ) PE Cre+. expressao de citocinas inflamatérias.
® Scl-Ab, LiCl e LV-Ctnnb e Scl-Ab . Licl Scl-Ab, LiCl e LV-Ctnnb O uso de meios de ativa¢do da via
aumentaram a formacdo de WNT permitiram que houvesse
cemento: apresentaram 0550 t Expressdo de ALP, CEMP 1 e CAP; P ~ a
HAN et ’ neoformado regeneracdo do cemento e das
al. 2015 e Scl-Ab, LiCl e LV-Ctnnb principalmente entre as Expressdo de Axin2, Wnt3a e Beta- f,ibras do LPD, além da regeneracdo
apresentaram fibras colagenas raizes dos 12 molares. Catenina. oss€a.
bem orientadas e inseridas.
o CLO preveniu em 42.8% a perda e CLO manteve a t Células imunopositivas para 0 CLO exibiu efeito
, P ! P topografia 6éssea mais WNT10b , Beta-Catenina, GSH, SOD antirreabsortivo, preservou as
dssea; ) . .
L:N;’(A)f; e CLO permitiu a conservagao das regular e apresentou e CAT: flt.)rés de colage.no. € apresentou
al. fibras coldgenas Menos reabsorcdo atividade antioxidante com
) alveolar. l Expressdo de DKK1 e MDA. participacdo da via de sinalizagdo
WNT.
t BIO melhorou a massa dssea em
area de furca; * BIO apresentou melhora Células positivas de ALP, OCN e 0 uso de hidrogel + BIO promoveu a
SHEN et na regeneragdo da altura t Runx2 em comparacso a,o grupo regeneracgao éssea alveolar por meio
- 6ssea alveolar, ficando ;
al. 2020 e 0 BIO teve um menor infiltrado PE. da via WNT, comprovado pelos

proxima do grupo Naive.

inflamatdrio e apresentou fibras marcadores 0sseos expressos.

do LPD mais ordenadas.



Ll et al. l

2007

SFRP1-Ab:Fibroblastos
apoptéticos (1.19 + 0.15), de
células inflamatdrias e de OSC
(50.0 £11.8).

SFRP1-Ab minimizou a
perda déssea alveolar
(0.256 + 0.024 mm) na
regidao mesio-palatina em
comparagdao ao PE+IgG
(0.343 £ 0.019 mm).

O grupo  SFRP1-Ab teve uma
reducdo significativa de SRFP1.
Enquanto PE+IgG apresentou um
aumento da expressao de SRFP1.

20

O SFRP1 é expresso pelas células
inflamatérias e sua inibicdo
permitiu a regulacado positiva da via
WNT, o que diminuiu a perda
alveolar ocasionada pela

periodontite.

TAUT et
al. 2013

Scl-Ab
esclerostina dentro das lacunas,
canaliculos e espagos medulares
do osso alveolar dos maxilares;

Ndo modificou o numero de
OSC.

Scl-Ab recuperou a perda
6ssea linear;

Scl-Ab teve Volume ésseo
e densidade mineral do
tecido semelhante ao
grupo Intacto.

1
]

Scl-Ab  aumentou a taxa de
Calceina, OCN e PINP;

Scl-Ab acumulou esclerostina.

O Scl-Ab induz a resposta anabdlica
do osso alveolar, pois neutraliza a
aumenta a
células

esclerostina e
diferenciacao das
precursoras de osteoblastos.

BMD: Densidade Mineral 6ssea Tb.Th: Espessura trabecular CLO: Calendula officinalis

OSB: Osteoblastos Cre+: Delecdo de DKK1

OSC: Osteoclastos BV / TV: volume dsseo trabecular por volume total  Th.N: Nimero de trabéculas ALP: Fosfatase Alcalina

OCN: Osteocalcina LiCl: Cloreto de Litio Scl-Ab: Anticorpo de Esclerostina BIO: 6-Bromoindirubin-3'-oxima (indirubina)

LV-Ctnnb: Particulas de Lentivirus com gene para Beta-Catenina SFRP1-Ab: Anticorpo de proteina 1 relacionada ao frizzled secretada

SOD: superdxido dismutase GSH: Glutationa reduzida CAT: catalase MDA: malondialdeido
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3.5 Resultados Secundarios

Os resultados relacionados ao tipo de indugao da PE, intervencao da via WNT e a
duragdo de ambas intervengdes estao resumidas na tabela 3. Todos os estudos que induziram a
PE por ligadura, a aplicaram no 2° molar superior [15-19], sendo a maioria no lado esquerdo
[16-19]. Ademais, um estudo induziu a PE bilateralmente [15] e um outro estudo induziu
também no 1° molar superior esquerdo [18].

Dois estudos utilizaram ligadura de seda modelo 5-0 [15,16], enquanto um estudo
usou modelo 3-0 [18] e outro estudo utilizou 0 000 [19]. A duracdo do tempo de indugdo da PE
variou de 0 a 56 dias.

Em relacdo aos modos de intervencdo na via WNT, um estudo utilizou animais
transgénicos com delecdo de inibidor da via [17]. Quatro estudos usaram bloqueadores de
inibidores da via [14,15,16,18], no qual um dos estudos, além do bloqueio do inibidor, também
fez uso de dois agonistas da via [14]. Um estudo realizou a intervencdo apenas com agonista da

via [19]. A duracao das intervengdes da via teve variacao de 2 a 56 dias.
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TABELA 3. RESULTADOS SECUNDARIOS

Autor, Modo e regido de indugdo Duracao da Periodontite Modo de intervengdo Duragao da intervengao

Ano da Periodontite Experimental (dias) na Via WNT (dias)

Uso de camundongos transgénicos com

Ligadura estéril (6-0) em torno da area cervical
delecdo especifica de DKK1 em

dos 22 Molares esquerdos superiores.

GOES et 11 dias ostedcitos. -
al. 2019
Foi criado um defeito periodontal por meio Scl-Ab: 25 me/ke
de broca dentdria sob irrigagdo. O LPD e LiCl: 149 mg/kg
HAN et cemento na superficie da raiz do dente foram . ] 14 di
AL 2015 removidos. 28 dias LV-Ctnnb: 1x10° particulas Ias
e foram administrados diariamente
entre os 12 e 2 2 molares inferiores
o m o _ (direitos. L e mmmm e — =
Grupo SAL: 0,9% de solucdo salina na
Ligadura esterilizada (000) foi colocada na dose de 2 mi/kg;
LIMA et cervical do 22 molar superior esquerdo.
€ 11 dias Grupo CLO: 90 mg/kg de extrato; 10 dias
al. 2017
e 30 min antes da PE e diariamente,
por meio de gavagem.
Uma ligadura de seda (5-0) nos 22 molares Uma semana apds a injegdo de LPS, 10
SHEN et superiores bilateralmente. 10 uL de LPS de Pg 14— 56 di uL do hidrogel com ou sem BIO foram 756 dias
al. 2020 foi injetado no sulco gengival trés vezes (uma - 1as injetados no sulco gengival vestibular

- o .
vez a cada dois dias). dos 22 molares superiores.
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Uma ligadura de seda (5-0) encrustada com injeces de SFRP1-Ab (30 pg) foram
LPS de PG foi colocada nos 22 molares aplicadas submucosa a gengiva
Ll et al. superiores esquerdos. interproximal palatina entre 0 12 e 0 22 .
0-10 dias 2-10dias
2007 molar, e entre o 22 e 0 32 molar, com
total de 3 aplicages.
) . Scl-Ab foi injetado em trés locais do
U:na Ilgjdura de seda (3T0) foi colocada nos tecido gengival palatino (5 ulL de uma
f1- e 29 molgres superiores esquerdos. E soluggo de 35,6 mg/mlL por local)
oram removidas apds 4 semanas.
TAUT et P 58 dias 2x/semana. 21 - 42 dias
al. 2013
LPD: Ligamento Periodontal LPS: Lipopolissacarideo Pg: Porphyromonas gingivalis

Scl-Ab: Anticorpo de Esclerostina BIO: 6-Bromoindirubin-3’-oxima (indirubina)
LiCl: Cloreto de Litio SFRP1: A proteina 1 relacionada ao frizzled secretada

-- : Ndo se aplica LV-Ctnnb: Particulas de Lentivirus com gene para Beta-catenina
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3.6 Avaliacao do Risco de Viés

A avaliacao do risco de viés dos estudos incluidos foi utilizada a ferramenta RoB
para estudos de intervengdo em animais (ferramenta SYRCLE RoB) e esta representada pela
Figura 2. Em relacdo a geragdo de sequéncia, quatro estudos foram classificados como pouco
claros no risco de viés, pois relataram que os animais foram divididos em grupos
aleatoriamente, porém nao descreveram detalhes de como isso foi feito [15,16,17,19]. Enquanto
dois estudos tiveram alto risco de viés por ndo citarem se houve aleatoriedade durante a
alocagdo dos animais em seus respectivos grupos [14,18].

Sobre as caracteristicas base dos animais no inicio dos experimentos, trés estudos
tiveram baixo risco de viés [15,17,19], dois estudos ndo forneceram informacgdes suficientes
aos animais para determinar a semelhanca [14,18] e um estudo foi classificados com alto risco
de viés porque utilizou animais com idades diferentes [16].

A respeito da oculta¢ao de alocagdo, dois estudos foram pouco claros por citarem
as caracteristicas dos locais de alocagdo dos animais, porém nao informaram o modo de
ocultagdo [17,19]. O restante dos estudos ndao informaram quaisquer informagdes sobre a
ocultacdo de alocagdo [14,15,16,18]. Todos os seis estudos tiveram alto risco de viés
relacionado a habitagdo aleatdria, pois ndo informaram se esta foi realizada [14-19].

A respeito do cegamento de desempenho, trés estudos apresentaram alto risco de
viés porque os autores dos estudos que realizaram as intervengdes nos animais [17-19], ¢ os
demais estudos foram pouco claros a respeito do cegamento dos investigadores durante as
intervengoes [14-16].

Em relagdo a avaliagao dos resultados aleatoriamente, apenas um estudo relatou que
os resultados foram medidos por um avaliador de modo cego [17], em contrapartida, os cinco
estudos restantes ndo relataram a respeito deste parametro [14,15,16,18,19]. Dois estudos
tiveram baixo risco de viés em relacdo ao cegamento do avaliador [17,19], enquanto os outros
estudos ndo apresentaram informagdes sobre o avaliador ou, o avaliador participou de toda a
pesquisa [14,15,16,18]. Em relagdo aos resultados incompletos, resultados seletivos e outras

fontes de viés, todos os estudos apresentaram baixo risco.
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FIGURA 2. AVALIACAO DE RISCO DE VIES
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4. DISCUSSAO

Os estudos incluidos nesta RS mostraram que a via WNT ¢ afetada pela
fisiopatologia da periodontite e que sua ativagdo permite que haja regeneracdo dssea alveolar,
além dos demais tecidos periodontais, como o cemento e fibras colagenas.

Verificou-se que durante a progressdao da PE, houve aumento no numero de
osteoclastos, além do infiltrado inflamatorio caracteristico que promovem a degradagdo
tecidual [15,17], também havendo a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF, IL-
1B e RANKL [17], no qual o TNF e a IL-1B fazem o papel de desativar os osteoblastos, além

de aumentar a liberagdo de RANKL. Este permite uma maior formagdo de osteoclastos e,
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consequentemente, aumento da reabsor¢ao d6ssea [20]. Dois estudos observaram a diminui¢do
das proteina WNT3a, WNT10b e beta-catenina nos grupos controles [14,19], refor¢ando a ideia
que a fisiopatologia da PE acarreta na inativagdo da via e impede o reparo 6sseo. Além disto, €
observando aumento de proteinas que interferem na via alvo desta RS devido as citocinas pro-
inflamatorias.

Estudos ja relataram niveis altos de inibidores da via WNT em biopsias de tecidos
acometidos com PE, dentre eles estdo: a esclerostina (ECT) e DKK1. A ECT ¢ aumentada na
PE devido as citocinas IL-1B e TNF-alfa, cujo TNF-alfa, devido ao mecanismo dependente de
NF-KB, se liga a regido promotora do SOST e acarreta na liberagdo da ECT pelos ostedcitos
[21]. Desse modo, dois estudos utilizaram o anticorpo neutralizante de esclerostina (Scl-Ab)
como tratamento da PE [14,18]. Esse método de tratamento ¢ empregado na terapéutica de
osteoporose pos-menopausa por reduzir os riscos de fraturas [22]. Um estudo observou o
aprisionamento da ECT dentro dos ostedcitos no grupo tratado com Scl-Ab, o que ndo ocorreu
no grupo controle, tratado apenas com veiculo. O grupo tratamento apresentou uma melhora na
massa ¢ densidade 6ssea, diferentemente do grupo controle [18], o que também foi visto no
estudo que utilizou a mesma modalidade de tratamento [14]. Assim, sugere-se que oS grupos
tratados com Scl-Ab ndo tiveram libera¢do do inibidor por parte dos ostedcitos e, com isso, a
via conseguiu ser ativada e promoveu a regeneracao alveolar.

O DKK1, um outro inibidor direto da via, também secretado pelos ostedcitos. O seu
fator inibitdrio tem agdo catabolica e diminui o0 OPG, provocando o desequilibrio da homeostase
Ossea [21]. Sendo assim, um estudo fez a delecdo génica de DKKI1 em camundongos e
observou-se que o grupo PE/Cre+ (dele¢ao de DKK 1) apresentou menor perda dssea, bem como
melhor volume 6sseo, densidade Ossea, maior espessura e nimero de trabéculas quando
comparados ao grupo PE/Cre- (sem delecao de DKK1) [17]. Ademais, os inibidores desta via
ndo sao os Unicos fatores responsaveis pela inativagdo. Ha também a acdo de antagonistas, como
a proteina 1 relacionada ao frizzled secretada (SFRP1), um antagonista competitivo das
proteinas WNT, encontrado principalmente no epitélio gengival acometido com PE e localizado
no interior de fibroblastos e células inflamatérias [23,24]. Um estudo fez uso do anticorpo
neutralizante da proteina 1 relacionada ao frizzled secretada (SFRP1-Ab) que apresentou uma
redu¢ao do inibidor alvo, de osteoclastos ¢ de fibroblastos apoptoticos. Este estudo também
diminuiu a perda 6ssea, com maior redu¢do em area mésio-palatina dos 2° molares superiores
esquerdos quando comparado ao grupo tratado apenas com IgG [16].

Interromper as enzimas que promovem a degradagdo da beta-catenina ¢ outro modo

de promover a ativagao da sinalizagdo WNT. A indirrubina (BIO) ¢ um subproduto bacteriano
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com poder anti-inflamatorio e que ¢ capaz de inibir a GSK-3, que faz parte do complexo de
destruicao da beta-catenina e acaba por inibir a via candnica [25]. Um dos estudos fez a inje¢cao
de BIO no sulco gengival do local onde houve inducao da PE no grupo tratamento, apresentando
dados com melhora da massa Ossea, principalmente em area de furca, assim como os estudos
anteriormente citados [15]. Com isso, os resultados apresentados por meio dos estudos que
utilizaram tratamento com finalidade de bloqueio dos inibidores da via WNT, corroboram que
esta via tem papel importante na regeneracdo tecidual quando ativada. Porém, ha outros
métodos de tratamento, como uso de substancias agonistas da sinalizacao.

Um estudo fez uso além do tratamento com Scl-Ab, um grupo tratado com Cloreto
de Litio (LiCl) [14], um agonista da via, administrado localmente, visto que o LiCl ¢ um
supressor da inflamagdo e induz o acimulo de beta-catenina no citoplasma, permitindo a
ativacdo da sinalizagdo WNT/beta-catenina [26]. Os resultados apresentados no estudo
mostraram parametros semelhantes no grupo tratado com o Scl-Ab, com melhora dos
parametros 6sseos. Um estudo utilizou um extrato de planta, a Calendula officinalis (CLO),
como tratamento da PE [19]. O extrato de CLO possui propriedades fitoterapicas de agao
antirreabsortiva, anti-inflamatéria e cicatrizante, com estudos clinicos anteriores em que o
enxaguatorio bucal a 10% preservou o tecido 0sseo apos extracdes de 3° molares [27]. O grupo
PE+CLO preveniu a perda 0ssea em 42,8% e conservou as fibras coldgenas, além de aumentar
a expressao de WNT10b, beta-catenina e diminuir o DKK1, o que sugere que o CLO viabiliza
a ativacdo da via WNT/beta-catenina [19]. Isto ratifica que diferentes modalidades de
tratamento, uso de bloqueadores e uso de agonistas, mas com a mesma finalidade de acionar a
via, apresenta resultados promissores de preservacao e regeneracao do alvéolo acometido com
PE.

Todos os estudos desta RS que fizeram uso de tratamento da PE, promoveram a
expressao de genes promotores de osteogénese [14-19]. Em dois estudos [15,17] foram
observados o aumento do fator de transcricdo, RUNX2, que ¢ expresso por condrocitos e
osteoblastos, tendo a finalidade de promover a diferenciagdo de células precursoras de
osteoblastos e na formacdo do tecido dsseo intramembranoso e endocondral [28]. A
osteocalcina (OCN) ¢ uma proteina abundante no osso, sendo produzida principalmente pelos
osteoblastos no momento de formagao dssea, o que o torna um importante marcador de
regeneragao Ossea [29]. Trés estudos apresentaram resultados de aumento dessa proteina nos
grupos tratamentos, consolidando o papel de regeneracdo 6ssea promovida pela ativagdo da via
[15,17,18]. Um estudo [14] analisou o aumento de Axin2 que, além de comprovar a ativagao

da via WNT por ser um gene alvo desta sinalizacdo, ¢ expressa durante a formac¢ao de cemento
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[30,31] e de proteina de cemento 1 (CEMP1) também relacionada com a produ¢do de cemento
[32], comprovando com os achados deste estudo, visto que os grupos tratamentos apresentaram
fibras colagenas orientadas e inseridas, além do aumento da expressao de proteinas WNT3a e
beta-catenina [14]. Dois estudos também tiveram um aumento da fosfatase alcalina (ALP)
[14,15] que indica a deposi¢ao Ossea, visto que essa enzima ¢ responsavel pela calcificagdo do
osso recém-formado [33]. Dois estudos também observaram o aumento de propeptideo
aminoterminal do procolageno tipo 1 (PINP) [17,18] que ¢ sintetizado pelos osteoblastos e
serve como marcador das taxas de formagdo 6ssea e do colageno [34].

Os pontos fortes desta revisdo foi que a maioria dos estudos [16-19] induziram a
PE nos 2° molares superiores, mantendo a padronizacao das intervengdes € poder comparar os
efeitos anti-reabsortivos dos tratamentos de modo mais significativo. Além disso, apesar da
curta variacdo de tempo de inducdo da PE e dos tratamentos, ambos de 0 a 8 semanas, as
intervengdes durante esses periodos ja demonstraram resultados promissores ao ativar a
sinalizagdo WNT. Os estudos incluidos utilizaram animais jovens de duas espécies, ratos e
camundongos, sendo a maioria macho, exceto um estudo que utilizou camundongos fémeas
[17]. Assim, a heterogeneidade permitiu observar melhor as mudangas ocorridas em mais de
uma espécie € em ambos 0s sexos, porém faz-se necessario estudos em animais idosos, visto
que essa ¢ a faixa etaria mais acometida com PE e observar se o organismo desses animais tem
a capacidade de regeneracdo alveolar semelhante aos animais jovens.

As limitagdes dessa RS se deram pelo fato das andlises de micro-CT terem sido
realizadas, mas que apenas dois estudos, analisaram parametros mais especificos como BV/TV
e densidade ossea [17,18]. Além de que, os resultados de imuno-histoquimica também
apresentaram diferentes parametros, pois os estudos tiveram variagdo nos genes € proteinas
observados. A maioria dos estudos incluidos também forneceram poucas informagdes a respeito
dos métodos de cegamento da alocagdo, das intervengdes e andlise dos resultados, no qual
apenas um estudo teve menos risco de viés [17].

Apesar dos diferentes parametros analisados em cada estudo, estes demonstraram
que a fisiopatologia da PE acarreta na supressdo da via WNT/beta-catenina e que as
intervengdes com finalidade de ativar a sinalizacdo WNT, promoveram a liberacdo de
promotores osteogénicos, além de diminuir a acdo inflamatoria e células reabsortivas do tecido
0sseo. Desse modo, os efeitos da ativacao da via WNT/beta-catenina analisadas nesta revisao
sistematica mostram os beneficios de ativagao da via WNT em condi¢des de periodontite em

modelos animais, podendo se tornar uma terapia adjuvante na periodontite em humanos.
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APENDICE B - FERRAMENTA ROB MODIFICADA PELA SYRCLE PARA

AVALIACAO DE ESTUDOS ANIMALIS.

SYRCLE's tool for assessing risk of bias

Item Typeofbias Domain Description of domain Review authors judgment
Sequence Describe the methods used, if any, to generate the allocation sequence in sufficient detail to allow an assessment whether it should  Was the allocation sequence adequately generated and
1 Selectionbias  generation produce comparable groups applied? (%)
Baseline Describe all the possible prognostic factors or animal characteristics, if any, that are compared in order to judge whether or not Were the groups similar at baseline or were they
2 Selectionbias characteristics intervention and control groups were similar at the start of the experiment. adjusted for confounders in the analysis?
Allpcation Describe the method used to conceal the allocation sequence in sufficient detail to determine whether intervention allocations could
3 Selectionbias  concealment have been foreseen before or during enrolment. Was the allocation adequately concealed? (%)
Performance Were the animals randomly housed during the
4 bias Random housing  Describe all measures used, if any, to house the animals randomly within the animal room. experiment?
Were the caregivers and/or investigators blinded from
Performance Describe all measures used, if any, to blind trial caregivers and researchers from knowing which intervention each animal recefved.  knowledge which intervention each animal received
5 bias Blinding Provide any information relating to whether the intended blinding was effective. during the experiment?
Random outcome  Describe whether or not animals were selected at random for outcome assessment, and which methods to select the animals, ifany,  Were animals selected at random for outcome
6  Detectionbias assessment were used assessment?
Describe all measures used, if any, to blind outcome assessors from knowing which intervention each animal received. Provide any
7 Detectionbias Blinding information relating to whether the intended blinding was effective. Was the outcome assessor blinded?
Describe the completeness of outcome data for each main outcome, including attrition and exclusions from the analysis. State
Incomplete whether attrition and exclusions were reported, the numbers in each intervention group (compared with total randomized anitmals),  Were incomplete outcome data adequately addressed?
§  Aftritionbias  outcome data reasons for atfrition or exclusions, and any re-inclusions in analyses for the review @]
Reporting Selective outcome Are reports of the study free of selective outcome
9 bias reporting State how selective outcotne reporting was examined and what was found. reporting? (%)
10 Other Other sources of  State any important concerns about bias not covered by other dotnains in the tool. Was the study apparently free of other problems that
bias could result in high risk of bias? (*)

*Ttems in agreement with the ftems in the Cochrane Risk of Bias tool.



