MARCELLA GOETZ MORO

Avalia¢ido do efeito do antagonismo do receptor de leucotrienos na modulac¢io da

periodontite experimental em ratos

Sao Paulo

2019






MARCELLA GOETZ MORO

Avaliagao do efeito do antagonismo do receptor de leucotrienos na modulagao da

periodontite experimental em ratos

Versao Corrigida

Tese apresentada a Faculdade de Odontologia
da Universidade de Sao Paulo, pelo Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncias Odontologicas
para obter o titulo de Doutor em Periodontia.

Area de concentragdo: Periodontia

Orientadora: Profa. Dra. Marinella Holzhausen
Caldeira

Co-Orientador: Prof. Dr. Marcelo Nicolas
Muscara

Sao Paulo

2019



FICHA CATALOGRAFICA

Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrénico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogagao-na-Publicagéo
Servigo de Documentagao Odontoldgica
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo

Moro, Marcella Goetz.

Avaliagéo do efeito do antagonismo do receptor de leucotrienos na
modulagao da periodontite experimental em ratos / Marcella Goetz
Moro ; orientador Marinella Holzhausen Caldeira; co-orientador
Marcelo Nicolas Muscara. -- Sdo Paulo, 2019.

112 p. : tab., fig., graf. ; 30 cm.

Tese (Doutorado) -- Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias
Odontolégicas. Area de Concentragao: Periodontia. -- Faculdade de
Odontologia da Universidade de S&o Paulo.

Versdo corrigida

1. Antagonistas de leucotrienos. 2. Leucotrieno D4. 3.
Leucotrieno B4. 4. Ratos. |. Caldeira, Marinella Holzhausen.
[l. Muscara, Marcelo Nicolas. Ill. Titulo.




Moro MG. Avaliac¢ao do efeito do antagonismo do receptor de leucotrienos na modulacao da
periodontite experimental em ratos. Tese apresentada a Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do titulo de Doutor em Periodontia.

Aprovado em: 25/04/2019

Banca Examinadora

Profa. Dra. Luciana Saraiva
Instituicdo: Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo

Julgamento: Aprovada

Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco
Instituicdao: Universidade Estadual de Ponta Grossa

Julgamento: Aprovada

Prof. Dr. Renato Araujo Prates
Instituicdao: Universidade Nove de Julho

Julgamento: Aprovada






“Dedico este trabalho, primeiramente, aos meus pais que, com muito carinho e apoio, nunca
mediram esfor¢os para que ev chegasse até esta etapa de minha vida. Dedico também as
minhas irmds, avos e companheiro. E, por fim, ndo menos importante, aos meus orientadores
Marinella, Marcelo e Gilson e a todas as amizades que construi no decorrer desta
engrandecedora caminhada.”






AGRADECIMENTOS

A Deus, pois sem Ele nada ¢ possivel.

A minha familia, meu pai Nestor e mae Evelise, minhas irmas Mariana e Marjorie, meu
cunhado Jodo e minha v6 Lourdes, pelo incentivo e apoio dado durante esta trajetdria, fazendo
com que o caminho percorrido tenha sido menos arduo.

Ao meu namorado Gustavo Trevizoli, pelo apoio e incentivo em cada passo dado, além
de toda a paciéncia por ele concedida em diferentes momentos.

A minha orientadora Profa. Dra. Marinella Holzhausen Caldeira, a qual tio bem me
acolheu e sempre acreditou no meu trabalho, me dando forga para crescer e ser cada vez melhor.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Marcelo Nicolas Muscara, o qual disponibilizou seu
laboratorio para toda execucdo do trabalho, além da transmissdo de todo o conhecimento e
experiéncia.

A querida Simone Aparecida Teixeira, que esteve do meu lado em todos os momentos
na execug¢do dos experimentos, e acabou se tornando uma grande amiga.

Ao Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio, o qual sempre se mostrou muito disposto a ajudar,
sendo o responsavel por toda a parte histologica do trabalho.

Ao Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre Franco, o qual me ajudou no desenvolvimento inicial
do projeto e, mesmo de longe, esteve todo o momento me dando suporte e incentivo.

A minha colega de laboratério Flavia Neto de Jesus, que me ensinou com todo carinho
e paciéncia o modelo a ser desenvolvido.

As alunas de Iniciagdo Cientifica Marilia Dantas ¢ Maria Mariante que fizeram um
excelente trabalho, participando ativamente do desenvolvimento das metodologias.

A dedicada Karla Feitosa, a qual nunca hesitou ajudar nos momentos em que necessitei.

A toda equipe do Laboratério de Farmacologia Bioquimica dos radicais livres,
inflamacdo e dor do ICB-USP, professora Soraia, Antonio, Anderson, Mayrine, Charlis,
Mariana, Leonardo, Carolina, Larissa, Cauane, Isabela, Sylvia, Andreia, Geovana, Julia,
Leandro, Caique, Nycole, Mariana, Edinei, Gabriel, Sibele e Taind, por estarem do meu lado
em todos os momentos, tornando os dias mais alegres.

Agradego aos professores Wothan Tavares de Lima, Carolina Munhoz, Telma Maria
Tenério Zorn, Eliana Akamine, Chao Yun Irene Yan, Luciana Lopes por gentilmente me

cederem seus laboratorios para analises e testes especificos.



Aos meus grandes amigos Maria Luisa Silveira Souto ¢ Emanuel Rovai, pela amizade
e companheirismo durante o desenvolvimento e execucdo desse trabalho.

Aos meus professores e colegas do programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Odontolodgicas, na area de Periodontia, professores Claudio Pannuti, Luciana Saraiva, Cristina
Villar, Giuseppe Romito e Jodo Batista, colegas Leticia, Bruno, Emmanuel, Lucas, Tomaz,
Carlos Benitez, Marilia, Vanessa, Marcela, Bruna, Carlos Rubio, Lais, Estela, Alexandre,
Marcelo, Vanessa Marui, Thais, Vitor, Monica e Gloria, por me proporcionarem amplo
conhecimento e experiéncias grandiosas.

Agradeco a todos os funcionarios da USP, principalmente a Marilia, Cecilia, Catia,
Carlos e Alessandra, por nos acolherem como “filhos”, ajudando em todos os processos
burocraticos necessarios.

Agradego ainda a todos os meus amigos da especializagdo de Periodontia, Juliana,
Gabriela, Catarina, Claudia, Yasmin, Eduardo, Ricardo, Ana Paula, Kaue, Jonleno e Thalwylla,
bem como aos professores que ndo fazem parte do programa de pods-graduacdo da USP,
professores Dacio e Carlos Eduardo Mafra.

Por fim, ndo menos importante, agradeco aos meus colegas de trabalho, Gislene,
Veronica, Giuliana, Ana Carolina, Paulo, Caio, Sergio, Eliane, Hilana, Renato, Leticia e Telma.

Aos animais utilizados nesta pesquisa, meu profundo respeito e agradecimento, bem
como aos responsaveis pelo biotério do ICB-USP.

Agradego também as agéncias de fomento CNPq, CAPES e FAPESP pelo auxilio

financeiro prestado ao projeto.



“Nao existe um caminho para a felicidade. A felicidade é o caminho.”

Mahatma Gandhi






RESUMO

Moro MG. Avaliacao do efeito do antagonismo do receptor de leucotrienos na modulacao da
periodontite experimental em ratos [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade
de Odontologia; 2017. Versao Corrigida.

Na doenca periodontal, quando ativada a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro, os
leucotrienos (LTs) participam do processo de lesdo tecidual pela quimiotaxia de leucdcitos
e ativacdo osteoclastica. O uso de antagonista do receptor de LTs estd relacionado com a
expressdao de moléculas pro-inflamatorias e osteoclastogénese. No entanto, suas implicacdes
na progressao da DP ainda nao foram estudadas. Sendo assim, o trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito de antagonista do receptor de LTs (Montelucaste — MT) na modulacdo da
periodontite experimental induzida pelo método da ligadura em ratos. Ratos Wistar machos
(6-8 semanas, 200-250 gramas) foram divididos (12 animais/ grupo) nos seguintes grupos
experimentais: Sham — sem ligadura/ sem tratamento (carboximetilcelulose — CMC
0,5%, via gavagem); Periodontite — com ligadura/ sem tratamento; MT 10 — com
ligadura/ com tratamento (Montelucaste 10 mg/kg/dia, via gavagem); MT 30 — com
ligadura/ com tratamento (Montelucaste 30 mg/kg/dia, via gavagem). Apds periodo
experimental (7, 14 e 21 dias) os animais foram submetidos a eutanasia e as hemimandibulas
retiradas para realiza¢dao da andlise de perda 6ssea alveolar (POA) macroscdpica, analise
histologica (H&E — histopatoldgico; picrosirius — coldgeno), ELISA (LTB4), atividade de
mieloperoxidase (MPO), avaliacdo de marcadores do estresse oxidativo (glutationa, expressao
de proteinas carboniladas e proteinas modificadas por 4HNE) e expressdo génica de receptor
do ativador de fator nuclear kappa B (RANK), ligante de RANK (RANKL), osteoprotegerina
(OPG), fator de transcricao relacionado ao runt 2 (RUNX2), Coléageno tipo I, receptor de LT 1
(BLT1), receptor 1 de cisteinil-leucotrieno (CisLTR1), LTA4 hidrolase (LTA4H) e LTC4
sintase (LTC4S) (ANOVA, pos teste Sidak, p<0,05). O grupo Periodontite apresentou maior
POA em comparagdo ao grupo Sham nos trés periodos experimentais avaliados (p<0,05). MT
passou a ser efetivo na redu¢ao da POA a partir do 14° dia (p<0,05). Ao analisar a degradacao
de colageno, no 21° dia os grupos Periodontite e MT apresentaram maior perda em comparacao
ao grupo Sham (p<0,05). Nao foram encontradas diferengas estatisticas quanto a expressao de
LTB4 pelo teste ELISA (p>0,05), bem como na avaliagdo de marcadores de estresse oxidativo,
independente do teste realizado (p>0,05). Em relagdo a MPO, o grupo Periodontite apresentou

valores estatisticamente maiores em comparagdo ao grupo Sham nos trés periodos



experimentais (p<0,05). Nos periodos de 7 e 14 dias (30 mg/kg) o grupo MT promoveu
diminuicdo da infiltracdo granulocitica em comparacdo ao grupo Periodontite (p<0,05), sem
diferenga em relacdo ao grupo Sham (p>0,05). Observou-se que a expressao de colageno tipo
1 ndo apresentou diferenca significante entre os grupos (p>0,05), e que o grupo MT 30
apresentou maior expressao de RUNX2 em comparagdo aos grupos Sham e Periodontite
(p<0,05). No grupo MT 30 houve uma reduc¢ao significante da expressdo de LTA4H, BLTI e
LTC4S (p<0,05). A expressao de CysLTRI ndo diferiu entre os grupos (p>0,05). Conclui-se
que o uso de antagonista de receptor de LTs foi efetivo na reducdo do infiltrado granulocitico

e da POA, com aumento de RUNX2.

Palavras-chave: Antagonistas de leucotrieno. Leucotrieno D4. Leucotrieno B4. Ratos.



ABSTRACT

Moro MG. Cysteinyl leukotriene receptor antagonism modulates experimental periodontitis in
rats [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Versao
Corrigida.

In periodontal disease (PD), by activation of host immune-inflammatory response, leukotrienes
(LTs) participate in the process of tissue damage by leukocyte chemotaxis and osteoclastic
activation. Cysteinyl LT receptor activation is associated with the expression of
proinflammatory molecules and osteoclastogenesis. However, its implications on PD
progression have not been studied. The present study evaluated the effect of cysteinyl LT
receptor antagonism (Montelukast — MT) on experimental periodontitis induced by ligature in
rats. Male Wistar rats (6-8 weeks, 200-250 grams) were randomly divided into four groups (12
animals/ group): Sham — non-ligated group, no treatment (carboxymethylcellulose - 0.5% CMC
via gavage); Periodontitis — ligature group; MT group — ligature placed and systemic
administration of two different doses of MT (10 or 30 mg/kg/day, MT 10 and MT 30,
respectively). The amount of alveolar bone loss (ABL), as well as the histological analysis of
collagen content and inflammatory markers, myeloperoxidase (MPO) activity, and protein
expression of LTB4, and gene expression of Collagen I, BLT1, CysLTR1, LTA4H, LTCA4S,
and bone metabolism and oxidative stress markers were determined at 7, 14 and 21 days
(ANOVA, post-test Sidak, p<0.05). Periodontitis group presented higher ABL compared to
Sham group in the three experimental periods (p<0.05). MT significantly reduced the
expression of LTA4H, BLT1 and LTC4S (p<0.05), and was effective in reducing ABL at 14
and 21 days (p <0.05), with no significant effects on gingival collagen content and expression
of oxidative stress markers (p>0.05). MT significantly increased RUNX2 expression and
decreased gingival MPO at 7 and 14 days (p<0.05). It was concluded that leukotriene receptor
antagonism by MT was effective in reducing granulocytic infiltrate and ABL, with increased

RUNX2 expression.

Keywords: Leukotriene Antagonists. Leukotriene D4. Leukotriene B4. Rats.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) ¢ considerada atualmente a principal responséavel pela perda
de elementos dentarios em individuos com 40 anos ou mais (Houshmad et al., 2012; Kassebaum
et al., 2014). Sua prevaléncia e incidéncia variam conforme o pais e/ ou estado a ser estudado,
no entanto, como média geral, as doengas periodontais afetam aproximadamente 100% da
populacao mundial (Kassebaum et al., 2014).

Caracterizada pela presenca de quadro inflamatdrio, a DP se inicia a partir do acimulo
de biofilme na superficie dentaria, tendo como possivel consequéncia a destrui¢ao dos tecidos
de suporte dos dentes, até a completa esfoliagdo dos mesmos (Van Dyke; Serhan, 2003; Dentino
et al.,, 2013; Boillot et al., 2015). No entanto, embora seu principal fator etioldgico seja a
presenca de bactérias periodontopatogenas Gram negativas, a patogénese da doenca estd
relacionada intrinsicamente a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro (Van Dyke; Serhan,
2003; Dentino et al., 2013).

Neste sentido, com o intuito de controlar a doenca, seu tratamento torna-se fundamental
(de Almeida et al., 2015). De maneira tradicional, o tratamento periodontal basico consiste na
desorganizacdo e remocdo do biofilme bacteriano por meio da raspagem supra e subgengival e
alisamento radicular, além de instru¢des de higiene oral ao paciente (de Almeida et al., 2015).
Porém, em algumas situagdes, o tratamento pode ndo apresentar o resultado esperado, sendo
necessario o uso de adjuvantes que modulem o mecanismo de defesa do hospedeiro, de forma
a atuar em mediadores pro e anti-inflamatdrios, como, por exemplo, sobre os leucotrienos (LTs)
(Bitencourt et al., 2013).

Diante da conversao do acido araquiddnico pela 5-lipoxigenase (5-LO), originam-se os
LTs, importantes mediadores inflamatdrios, os quais podem ser divididos em dois grupos:
leucotrieno B4 (LTB4) e cisteinil-leucotrieno — Cis-LT (LTC4, LTD4, LTE4) (Back et al.,
2007; Cakici et al., 2011). O LTB4 ¢ considerado um potente quimiotatico responsavel por
atrair e ativar leucocitos em sitios de inflama¢ao promovendo lesdo tecidual (Bitencourt et al.,
2013). Em pacientes com periodontite, a associagdo com Cis-LT pode intensificar a atividade
inflamatoria da doenga por meio do aumento da permeabilidade vascular com a consequente
formacdo de edema. Além disso, tanto o LTB4 quanto o Cis-LT podem vir a estimular o
processo de reabsor¢ao 6ssea por meio da ativacdo de fator nuclear de células T ativadas cl
(NFATcl), a partir do aumento do fluxo de Ca*", o que facilita o desenvolvimento de
osteoclastos (Jozefowski et al., 2005; Lee et al., 2012; Dixit et al., 2014); sendo que, ainda,

estes ultimos, especificamente, por serem considerados reguladores negativos da diferenciagao



30

das células mesenquimais, inviabilizam a formacdo de ostedcitos € o consequente reparo
tecidual (Back et al., 2007; Wixted et al., 2009; Cakici et al., 2011; Bitencourt et al., 2013; Dixit
et al., 2014).

Dessa forma, como os LTs estdo envolvidos na patogenia de diferentes doencas
inflamatorias, como na DP, por exemplo, o uso de um antagonista do receptor de leucotrienos
pode vir a ser util no tratamento da mesma (Bitencourt et al., 2013). Dentre os antagonistas, o
Montelucaste ¢ um medicamento utilizado inicialmente para o tratamento da asma e tem como
seu mecanismo de acdo primdrio o bloqueio reversivel do receptor de Cis-LT (Cakici et al.,
2011). No entanto, como mecanismo de acdo secundario, pode agir sobre as vias de 5-LO e
LTB4, provocando uma diminuicdo de suas sinteses (Tintinger et al., 2010). Assim, ¢
classificado como um anti-inflamatorio com atividade antioxidante, de forma a atuar na inibi¢ao
da atividade de neutrofilos e mediadores pro-inflamatorios (Sener et al., 2005; Coskun et al.,
2011; Abdel-Raheem et al., 2014).

Na tentativa de avaliar o efeito do Montelucaste sobre o controle da inflamacao, em
modelos animais, autores concluiram que o mesmo apresentou um efeito anti-inflamatdrio
significante (Sener et al., 2005), além de inibir a ativagdo de fator nuclear kappa B (NF-kB)
(E1l-Swety; Hassanen, 2009), promovendo a diminui¢ao dos niveis de fator de necrose tumoral-
o (TNF-a) (Tugtepe et al., 2007; Hemmati et al., 2013; Abdel-Raheem et al., 2014; Khodir et
al., 2014). Também foi capaz de reestabelecer a concentracao de glutationa, protegendo os
tecidos contra danos oxidativos (Khodir et al., 2014); e reduzir a expressao de mieloperoxidase,
importante marcador de infiltracdo granulocitica (Mohamadin et al., 2011).

Ainda, ao adicionar Montelucaste em cultura celular de linhagens 6sseas, foi constatado
que a formagdo de osteoclastos foi completamente suprimida, tanto nas fases precoces, como
nas tardias da osteoclastogénese (Lee et al., 2012). Além disso, camundongos que receberam
carga mecanica durante 12 dias e foram tratados com Montelucaste apresentaram uma
diminui¢do do recrutamento de osteoclastos, além de diminuicdo de todos os marcadores
inflamatorios analisados, com excecdo do ligante do receptor ativador de NF-«B (RANKL)/
osteoprotegerina (OPG), o qual ¢ responsavel pela deposicdo Ossea, sugerindo seu uso como
estratégia terapéutica no tratamento de doengas que envolvem destrui¢ao 6ssea (Moura et al.,
2014).

No entanto, apesar de suas atividades anti-inflamatorias e antioxidantes serem
amplamente estudadas, ndo se sabe ainda as possiveis implicagcdes do uso sistémico de um
antagonista do receptor de leucotrienos (Montelucaste) na modulagdo da doenca periodontal.

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia do uso de antagonista do
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receptor de leucotrienos na modulag@o da periodontite experimental induzida pelo método da
ligadura em ratos.

Hipotetizou-se que o uso de antagonista do receptor de leucotrienos estaria associado
com uma reducdo da perda dssea alveolar e um aumento das fibras coldgenas, bem como com
uma diminuicdo na expressdo dos marcadores inflamatdrios analisados, como MPO e

marcadores especificos associados ao estresse oxidativo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Na revisdo de literatura iremos abordar sobre a DP, moduladores da resposta do
hospedeiro no seu tratamento, bem como o mecanismo de a¢do de antagonista do receptor de

leucotrienos (Montelucaste).

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A DP ¢ caracterizada pela presenca de quadro inflamatorio cronico consequente a um
acumulo bacteriano organizado (biofilme) e a resposta do hospedeiro frente a esses patdogenos,
tendo como resultado a destruicdo dos tecidos de suporte das estruturas dentais (Van Dyke;

Serhan, 2003; Fredman et al., 2011; Sanchez et al., 2013).

2.1.1 Definicao e epidemiologia

Baseada nas recomendag¢des do Workshop Mundial para Classificacdo das Doengas e
Condigdes Periodontais e Peri-Implantares (2017), a classifica¢do atual, referente ao ano de
2018, classifica as condigdes periodontais em trés grandes grupos, sendo: 1) Satde Periodontal,
condi¢des e doencas gengivais; 2) Periodontite; e 3) Outras condi¢des que afetam o periodonto
(Caton et al., 2018). No grupo 1, na presenca de gengivite induzida por biofilme, a doenga se
restringe aos tecidos gengivais (Mariotti, 1999), sendo reversivel, se acompanhada de uma
correta higiene oral e, conforme o caso, de profilaxia profissional (Loe et al., 1965). Por outro
lado, na periodontite, o biofilme, localizado na por¢ao subgengival, apresenta alto potencial de
viruléncia, o que leva a destrui¢do dos tecidos de suporte (ligamento periodontal — LP, cemento
e 0sso alveolar), com a futura perda do elemento dental (Van Dyke; Serhan, 2003; Armitage;
Robertson, 2009; Dentino et al., 2013; de Almeida et al., 2015; Herrera et al., 2015).

No grupo 2, da periodontite, deve haver perda de insercdo em dois ou mais sitios
interproximais nao adjacentes, ou entdo perda de inser¢cdo de 3 mm ou mais na face vestibular
ou lingual/ palatina em pelo menos 2 dentes. A causa da perda de inser¢do ndo pode ser
consequéncia de recessdo gengival de origem traumatica, carie dental em regido cervical, perda

de inser¢do da face distal de segundo molar associado ao mau posicionamento ou extracao de
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terceiro molar, lesdo endoddntica periodontal, ou entdo ocorréncia de fratura radicular vertical
(Caton et al., 2018).

A periodontite ¢ classificada de acordo com seu estagio e seu grau. Ainda, a mesma ¢
caracterizada como localizada (até 30% dos dentes afetados), generalizada (30% dos dentes ou
mais) ou padrdo molar/incisivo. O estdgio I tem como caracteristica determinante perda de
insercao interproximal no pior sitio de 1 a 2 mm, ou entdo perda radiografica no ter¢o coronal
menor que 15%. Como caracteristica secundaria, observa-se profundidade clinica de sondagem
(PCS) de até 4 mm, sem perda dentaria devido a periodontite e padrao de perda dssea horizontal.
No estagio II ha perda de inser¢do clinica de 3 a 4 mm, com perda radiografica no ter¢o coronal
entre 15 e 33%. A PCS tem valor maximo de 5 mm, sem perda dentaria devido a periodontite
e padrdo de perda dssea horizontal. No estagio I1I o pior sitio apresenta perda de insercao clinica
interproximal de 5 mm ou mais, e perda 6ssea radiografica se estendendo a metade ou ao terco
apical da raiz. A PCS apresenta 6 mm ou mais, com perda de perda dental consequente a
periodontite em até 4 dentes. Pode ter perda dssea vertical de até 3 mm, lesdes de furca grau I1
ou III e moderado defeito de rebordo. No estagio IV, o paciente apresenta perda de inser¢ao
clinica interproximal de 5 mm ou mais no pior sitio e perda 6ssea radiografica se estendendo a
metade ou ao ter¢o apical da raiz. Como fatores que modificam o estdgio, fica evidente a perda
de 5 ou mais dentes devido a periodontite. Além disso, associado aos fatores do estagio III,
pode ocorrer disfuncdo mastigatdria, trauma oclusal secundéario (mobilidade grau 2 ou 3),
defeito de rebordo grave, problemas mastigatorios, e menos de 20 dentes remanescentes (Caton
et al., 2018).

Quanto aos graus, o A ¢ definido como progressdo lenta. Existe evidéncia de ndo
progressdo de perda de insercdo por 5 anos ou entdo perda Ossea/ano de até 0,25 mm. Os
pacientes apresentam grande aciimulo de biofilme, porém pouca destruicdo periodontal. Neste
grau ndo ha fatores de risco associados, como tabagismo e diabetes mellitus. No grau B ha
progressdao moderada da periodontite. H4 uma progressao inferior a2 mm em 5 anos, com perda
6ssea de 0,25 a 1 mm por ano. A destruicdo periodontal ¢ compativel com os depositos de
biofilme. O hébito de fumar (menos que 10 cigarros por dia) ou entdo a presenca de diabetes
(hemoglobina glicada menor que 7%) pode modificar o curso da doenca. No grau C h4 uma
rapida progressdo da periodontite. Como caracteristica determinante, observa-se progressao
igual ou maior que 2 mm em 5 anos, ou entdo perda 6ssea anual superior a 1 mm. A destruigdo
excede o esperado para quantidade de biofilme. Podem haver periodos de rapida progressao,
ou entdo acometimento precoce da doenga. Um exemplo é o padrdo molar/incisivo e auséncia

de resposta esperada as terapias de controle do biofilme. Tabagismo (10 ou mais cigarros por
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dia) e diabetes (hemoglobina glicada maior que 7%) podem modificar o curso da doenga (Caton
et al., 2018).

Nos Estados Unidos da América (EUA), de acordo com o National Health and Nutrition
Examinations Surveys (NHANES) de 2009-2012, a prevaléncia da DP foi de 45,9% nos
americanos com 30 anos ou mais, € 64% nos individuos com mais de 65 anos. Porém, nos casos
de periodontite severa (estagio III ou IV de acordo com a classificacdo atual), a porcentagem
variou de 8,9% a 12%, conforme a classificacdo adotada (Borrell et al., 2005). No Brasil, um
estudo transversal realizado com 127 individuos, apresentando 30 anos ou mais, na regido
metropolitana da cidade de Porto Alegre, mostrou que, aproximadamente 97%, 79% e 52% dos
individuos, e 68%, 36% e 16% dos dentes por individuos tinham perda de insercao clinica de 3
mm ou mais, 5 mm ou mais, € 7 mm ou mais, respectivamente, sendo que as porcentagens
foram maiores conforme o aumento da idade (Susin et al., 2004).

Com o intuito de obter informagdes conclusivas a respeito da prevaléncia e incidéncia
de casos de periodontite com perda de insercdo clinica maior que 6 mm, ou profundidade de
sondagem maior que 5 mm, no ambito mundial, Kassebaum et al. (2014), realizaram uma
revisdo sistematica com 72 artigos publicados entre 1990 e 2010, os quais abrangeram 37 paises
€ 291.170 pessoas. Em 2010, a prevaléncia da doenca foi de 10,8%, sendo a mesma aumentada
conforme o aumento da idade; ao passo que, a incidéncia foi de 701 novos casos a cada 100000
pessoas. Paises como Chile, Brasil, Quénia, Indonésia, Australia e Grécia foram os que
apresentaram maior prevaléncia da doenga, enquanto que a Argentina foi o pais de maior
incidéncia.

Desta forma, por meio da realizacdo de diferentes estudos epidemioldgicos, fica
evidente que, a medida que a idade da populacdo avanga, maior ¢ a taxa da doencga, sendo a
mesma encontrada em maior porcentagem no sexo masculino e na raga negra (Albandar; Rams,
2002; Susin et al., 2004; Borrell et al., 2005). Além de que, com base nos dados supracitados,
torna-se possivel afirmar que, devido a sua forte presenca na atualidade, a DP passa a
representar um grande problema publico de satde, o qual deve ser controlado (Fredman et al.,

2011; Herrera et al., 2015).

2.1.2 Etiopatogénese

Embora a DP tenha como fator etiologico principal a presenga de biofilme bacteriano,

sua patogénese esta relacionada intrinsicamente com a resposta imunoinflamatéria e habitos do
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hospedeiro (Pouliot et al., 2000; Van Dyke; Serhan, 2003; Fredman et al., 2011; Sanchez et al.,
2013; Herrera et al., 2015; Arabaci et al., 2015).

O biofilme dental tem sua composicdo variada conforme o individuo, o dente e o sitio
em que se encontra (Paster et al., 2006). No entanto, como regra geral, sua formagao ¢ iniciada
com a colonizagdo de bactérias Gram positivas e, por fim, bactérias periodontopatégenas Gram
negativas dominam a regido, como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, as quais pertencem ao completo vermelho, além de Aggregatobacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, FEikenella
corrodens, Campylobacter rectus, Parvimonas micra e Streptococcus intermedius
(Offenbacher, 1996; Socransky et al., 1998; Kolenbrander et al., 2006).

Neste sentido, na presenca do biofilme, uma resposta imunoinflamatoria ¢ ativada pelo
hospedeiro (de Almeida et al.,, 2015). Como primeira linha de defesa, neutrofilos
polimorfonucleares (PMN) e receptores de reconhecimento padrao (PRR), encontrados na
superficie de diferentes células, sdo atraidos para o local (Kanzler et al., 2007). Enquanto que
os PMN sdo as células mais abundantes nas lesdes periodontais iniciais (Pouliot et al., 2000);
os PPR, mais especificamente os toll-like (grupo encontrado na DP), sdo responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados com patégenos (PAMPs), como
lipopolissacarideos (LPS), por exemplo. Essa interacdo faz com que ocorra a sintese de espécies
reativas de oxigénio (EROs), citocinas (interleucina-1 — IL-1, IL-12, fator de necrose tumoral-
o — TNF-a), e quimiocinas (IL-8 e RANTES), sendo iniciada uma resposta imune inata com a
migracdo de mais PMN para o local da inflamagdo (Dentino et al., 2013).

A medida que ha um aumento desta migracio, mais mediadores inflamatdrios, tais como
citocinas, quimiocinas e metaloproteinases de matriz (MMPs) migram para regido, além da
presenca de produtos derivados do acido araquidonico, como os leucotrienos (LTs) e
prostaglandina (PG) E> (Pouliot et al., 2000). Os LTs, compostos biologicamente ativos de
extrema importancia na defesa do hospedeiro, além de induzirem o aumento da permeabilidade
vascular, s3o considerados os mais potentes estimuladores de PMN, os quais, por sua vez, sao
responsaveis pela fagocitose e morte bacteriana, objetivando restabelecer a satide periodontal
(Goodson et al., 1982; Van Dyke et al., 1990). No entanto, estes leucocitos podem estar com
seu funcionamento alterado, desencadeando, assim, um aumento ainda maior da
permeabilidade vascular, formacdo de edema, desregulacdo da quimiotaxia, anormalidades
fagociticas, além dos mesmos liberarem proteases, PGs e outras moléculas pro-inflamatorias
levando a um aumento significante da inflamagdo com o inicio da destruicdo dos tecidos de

suporte (Varani; Ward, 1994; Van Dyke; Serhan, 2003; Fredman et al., 2011).
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Dentre as EROs, a liberagdo de perdxido de hidrogénio e superoxido pelos neutrofilos
resultam em estresse oxidativo com consequente destruicdo do tecido conjuntivo periodontal
(Martinez-Herrera et al., 2018). Esses radicais livres estdo envolvidos na resposta imune, bem
como nas vias de sinalizag¢do intracelular. Na doenca periodontal pode estar ocorrendo uma
baixa resposta antioxidatante, bem como uma alta produgao de radicais livres pelos neutrofilos.
As principais enzimas antioxidantes sdo: superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. Por outro lado, os principais marcadores de estresse oxidativo na doenga
periodontal sdo o malondialdeido, proteinas carboniladas, acido tiobarbiturico, ¢xido nitrico,
produtos protéicos da oxida¢do avangada e produtos da peroxidacdo lipidica (Tothova; Celec,
2017).

Receptores CD14 (outro grupo de PRR), expressos em leucocitos, macréfagos e
mondcitos, promovem um melhor desempenho na capacidade dos toll-like em reconhecer LPS,
ocorrendo um aumento ainda maior na produgdo de citocinas e quimiocinas. Nesta situacao,
caso as cé¢lulas de defesa iniciais ndo consigam derrotar as bactérias, uma maior quantidade de
macrofagos e células dendriticas ird migrar para regido, dando inicio a resposta imune
adaptativa. Linfocitos T e B se acumulam e dominam a lesdo, cada uma como suas fungdes
especificas. As células B produzem anticorpos e as células T se subdividem (T-helper — Thl e
Th2) e asseguram a regulagdo imunolédgica da DP (Seymour; Taylor, 2004).

Em decorréncia da excessiva liberagdo de citocinas, MMPs e fatores osteoclastogénicos,
os tecidos de sustentagdo do dente vao sendo destruidos (Arabaci et al., 2015). Membros da
familia do receptor de TNF, denominados de receptor do ativador fator nuclear kappa B (NF-
kB) (RANK), ligante RANK (RANKL) e osteoprotegerina (OPG), sdo considerados os
principais reguladores da deposigdo e reabsor¢ao de tecido 6sseo (Liu et al., 2003; Kawai et al.,
2006; Arabaci et al., 2015). RANKL ¢ encontrado nos osteoblastos e em linfocitos presentes
no infiltrado inflamatério; enquanto que RANK ¢ expresso em osteoclastos maduros e seus
precursores (mondcitos/ macrofagos); e OPG ¢ sintetizada por células mesenquimais (Lee et
al., 2012; de Almeida et al., 2015).

A diferenciacdo de osteoclastos ¢ regulada por duas citocinas: fator estimulante de
colonias de macrofagos (M-CSF) e RANKL. A ligacdo de M-CSF com seu receptor sobre a
superficie do precursor de osteoclastos induz a expressdo a superficie de RANK. A interagdo
entre RANK e RANKL faz com que os osteoclastos sejam ativados e a reabsor¢@o 6ssea ocorra.
De maneira mais exemplificada, a ligagdo de RANKL desencadeia a ativagdo de moléculas

sinalizadoras, como proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs) e NF-kB que, em
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seguida, levam a ativagdo de c-Fos, o qual € essencial para indugdo de fator nuclear de células
T ativadas c1 (NFATcl), que ¢ o responsavel entdo pela diferenciacao de osteoclastos (Kang et
al., 2015).

Ap6s a diferenciacdo dos mesmos, os osteoclastos se aderem a superficie do osso e
secretam enzimas como fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), catepsina K e MMP-9,
facilitando a reabsorcdo dssea. Além da sinalizagdo de RANKL para determinagdo da
osteoclastogénese em condigdes fisiologicas, varias citocinas pro-inflamatorias, como IL-23,
IL-17 e TNF podem ter esse papel (Tobon-Arroyave et al., 2012; Cekici et al., 2014). Em
acréscimo, ERO, provenientes dos PMN, também desempenham importante papel na formagao
de osteoclastos pelo aumento na regulacdo de RANKL (Arabaci et al., 2015). Além disso, a via
de ativagdo de LTs também tem sido associada com uma rapida inflamacdo e formacao de
osteoclastos (Figura 2.1) (Dixit et al., 2014).

Por outro lado, de maneira positiva, a OPG, ao se ligar a RANKL, impede que o

processo de reabsorc¢do ocorra (Dentino et al., 2013; Garcia et al., 2013; Arabaci et al., 2015).

Figura 2.1 — Etiopatogénese da doenga periodontal
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2.2 VIAS DO ACIDO ARAQUIDONICO

O 4cido araquiddnico presente da bicamada de fosfolipidios das membranas celulares ¢
metabolizado por duas vias (ciclooxigenase — COX e 5-lipoxigenase — 5-LO), levando a
formacao de eicosanoides, os quais estdo intrinsicamente relacionados com a patofisiologia das

doengas inflamatdrias (Molloy; McCarthy, 2005; Hemmati et al., 2013; Hansen et al., 2015).

2.2.1 Lipoxigenase — Leucotrienos e seu papel na inflamacio e na doenca periodontal

Quando o acido araquidonico ¢ liberado pela enzima fosfolipase A» (PLA>) citosdlica
dependente de célcio, a enzima 5-LO oxida esse acido livre, na presenca da proteina de ativacao
acessoria de 5-LO (FLAP), para que seja transformado em 4acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE) (lipoxigenagdo), o qual pode ser reduzido por
peroxidases para acido 5-hidroxieicosatetraendico (5-HETE) ou entdo ser desidratado em um
segundo 5-LO por uma reagdo catalisada pelo leucotrieno A4 (LTA4) (Peters-Golden;
Henderson, 2007; Lee et al., 2012), seja pela atividade diferencial de qualquer LTA4-hidrolase
(LTA4H) ou LTC4-sintase (LTC4S) (Dixit et al., 2014). O LTC4S pode se conjugar com a
glutationa para formar o LTC4, enquanto que a LTA4H transforma LTA4 em LTB4. O LTC4
¢ convertido extracelularmente em LTD4 por meio da a¢do da enzima gama glutamil transferase
e, em seguida, em LTE4, devido a agdo da enzima dipeptidase (Back et al., 2007; Riccioni et
al., 2007; Ersoy et al., 2008; He et al., 2011; Lee et al., 2012).

Desta maneira, os leucotrienos sdo divididos em duas classes, de acordo com a presenga
ou auséncia de um peptideo com ligacdo de tioéter. LTC4, LTD4 e LTE4 apresentam essa
ligagdo e formam o grupo denominado de cisteinil-leucotrienos (Cis-LTs), sendo que o primeiro
¢ ligado com glutationa, o segundo faz ligacao com cisteinilglicina, e o Gltimo, com cisteina. Ja

o LTB4 ndo apresenta a ligacao (Figura 2.2) (Riccioni et al., 2007).



40

Figura 2.2 — Cascata do acido araquidonico
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A expressdo de 5-LOX e LTC4S e, consequentemente a sintese de LTs se limita as
células de origem mieldide, como mastocitos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos/macrofagos e,
no caso de LTB4, neutrofilos, enquanto que a expressdo de LTA4H se da em varios tipos
celulares (Jozefowski et al., 2005). No entanto, embora os neutréfilos ndo produzam Cis-LTs,
os mesmos possuem receptores para LTC4 e LTD4, o que promove a ativagdo de uma discreta
resposta pro-inflamatéria (Anderson et al., 2009; Theron et al., 2009).

Considerado um importante mediador lipidico presente nas respostas imunes iniciais
(inata), sabe-se, atualmente, que o LTB4 também esté relacionado com a imunidade adquirida
(Sanchez et al.,, 2013). Este LT ¢é caracterizado como sendo um potente quimiotético,
responsavel por atrair e ativar leucocitos no local da inflamacao (Back et al., 2007; Bitencourt
et al., 2013), estimulando, desta forma, a aderéncia dos PMN as células endoteliais, sua
degranulacao, liberagcdo de enzimas lisossomicas e a inducao da geracdo de EROs (Jozefowski
et al., 2005). Promove também a secre¢do de defensinas, adesdo molecular, produ¢do de 6xido
nitrico (ON) e fagocitose (Hung et al., 2007; Ersahin et al., 2012; Sanchez et al., 2013).

A fim de facilitar o transporte de todos os componentes do sangue para o tecido
conjuntivo na presenga de inflamagdo, o LTB4 pode induzir os PMN e mondcitos a expressar
moléculas de adesdo, promovendo um grande aumento da permeabilidade vascular (Pradeep et
al., 2007). Sua biossintese, em associacdo com a presen¢a de PMN, conduz a um aumento de
Cis-LTs, o que leva a um edema tecidual, e a liberagdo de fator ativador de plaqueta (PAF). No

entanto, como PAF e LTB4 atuam de maneira propicia para que a disponibilidade de acido
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araquidonico seja aumentada, a producdo de LT torna-se cada vez mais intensa (Bitencourt et
al., 2013).

O LTB4 consegue exercer suas funcdes devido a sua ligagdo com os receptores
acoplados a proteina G, denominados de receptores BLT1 e BLT2 (Lee et al., 2012), o que
resulta em um aumento de calcio intracelular e reducdo de adenosina 3'5'-monofosfato
ciclico (cAMP), mediando assim a ativagdo de quinase, transcri¢do génica, € o recrutamento de
células (Paula-Silva et al., 2016). No entanto, enquanto que BLT1 ¢ expresso principalmente
em leucdcitos, BLT2 ¢ ubiquo. E, embora BLT2 se liga ao LTB4 com menor afinidade que
BLT1, o mesmo pode mediar respostas de derivados de outras vias da lipoxigenase. Um terceiro
receptor de LTB4, denominado de receptor ativado por proliferador de peroxissoma nuclear-a
(PPARa), ao contrario dos receptores de membrana, estd associado com efeitos anti-
inflamatorios (Jozefowski et al., 2005).

Além do mais, embora o LTB4 ndo seja produzido a partir de linfécitos, ele pode
modular as suas fung¢des induzindo a liberagdo de interferon-y (INF-y) e IL-2 a partir de células
T, e IL-1 a partir de monocitos (Pradeep et al., 2007). Tendo também sua producdo induzida
por bactéria periodontopatdgena especifica (4. actinomycetemcomitans, por exemplo), os
LTB4 sdo capazes de ativar a proliferacao de osteoclastos, além de promoverem a degradacao
de colageno (Hung et al., 2007; Pradeep et al., 2007; Lee et al., 2012; Sanchez et al., 2013).

Neste sentido, no que se refere ao metabolismo 6sseo, 0 LTB4 pode promover a ativagao
do fluxo de calcio (aumento da concentragio de Ca?") por meio de seus receptores BLT1/ BLT2,
além da inibi¢do de adenilato-ciclase (ATP). Esta sinalizacdo de célcio ¢ capaz de ativar
NFATCc] e iniciar a transcri¢do de genes relacionados com osteoclastos, como TRAP, catepsina
K e integrina 33, facilitando o desenvolvimento de osteoclastos (Dixit et al., 2014). Além disso,
o LTB4 inibe a prolifera¢do das células precursoras de osteoblastos e a consequente formagao
Ossea (Paula-Silva et al., 2016). Desta forma, na presenca de inflamagao, a liberacdo de LTB4
¢ aumentada a partir de mondécitos/ macrofagos, o que leva a uma produgdo autdcrina continua
dos mesmos, intensificando a osteoclastogénese (reabsor¢ao 6ssea) (Jozefowski et al., 2005).

Em pacientes com periodontite moderada e grave, os niveis de LTB4 estdo aumentados,
como resposta ao estimulo inflamatério, o que leva a progressao da forma cronica da doenga
(Sanchez et al., 2013). Estudos mostram que o LTB4 foi encontrado em amostras de fluido
crevicular gengival, sendo considerado um importante mediador na regulagdo de respostas
inflamatorias em tecidos periodontais, podendo amplificar a inflamagdo e destrui¢ao dos

tecidos devido a indugdo da liberagdo de outros mediadores inflamatérios (Emingil et al., 2001;
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Pradeep et al., 2007). Desta maneira, estdo intimamente envolvidos na regulacdo da resposta
inflamatoria durante a patogénese da DP, tendo sua expressdo aumentada nas fases iniciais da
inflamacao (Hung et al., 2007).

Com relacdo aos Cis-LTs, estes sdo responsaveis pelo aumento da resposta inflamatoria
local, tendo suas concentragdes aumentadas na presenga de DP (alta incidéncia no fluido
crevicular) (Back et al., 2007). Ainda, além de serem potentes quimiotaticos, sdo também
referidos como reguladores negativos da diferenciagdo das células mesenquimais (Cakici et al.,
2011), o que favorece a reabsor¢ao dssea (Ersoy et al., 2008; Ersahin et al., 2012).

Suas funcdes sdo exercidas por meio de dois receptores transmembrana acoplados a
proteina G, denominados de CisLTRI e CisLTR2 (Lee et al., 2012). Desta forma, sdo
considerados potentes mediadores pro-inflamatorios, sendo o CisLTR1 expresso em leucocitos
no sangue periférico, como eosindfilos, mastdcitos, monocitos e macréfagos. CisLTR1, o qual
¢ responsavel pela maior parte das atividades biologicas, liga-se com alta afinidade a LTD4,
sendo a afinidade diminuida progressivamente em LTC4 e LTE4. Por outro lado, CisLTR2 liga-
se a LTC4 e LTD4 com igual afinidade (Lee et al., 2012; Ersahin et al., 2012; Abdel-Raheem
et al., 2014; Calapai et al., 2014).

Dentre as fungdes do CisLTRI1, pode-se dizer que este é responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular (Tintinger et al., 2010). Apos interagdo de Cis-LTs com esse receptor,
ocorre o recrutamento e ativacdo de células inflamatdrias, concomitante com a liberagdo de
enzimas proteoliticas como elastase ¢ MMP. Por promover a sensibilizagdo dos neutrofilos
fazendo com que os mesmos se tornem hiper-reativos, ocorre um aumento ainda maior de
liberagdo de elastase e MMP-8 (Tintinger et al., 2010).

Além disso, medeia a proliferacdo e migracao de diversos tipos celulares, como células
musculares lisas vasculares (Yuan et al., 2009). No estudo de Yuan et al. (2009), foi constatado
que a migragdo de células endoteliais pode ser estimulada por LTD4 mediado por CisLTRIs,
sem afetar a proliferacdo, indicando, assim, que esses receptores tem um papel regulador na
fung¢do endotelial. No entanto, este efeito de LTD4 sobre a proliferacdo de células estara
relacionado com o tipo celular envolvido e com a interagdo com outros fatores de crescimento
(Yuan et al., 2009). Ou seja, LTD4 facilita a migragdo, enquanto que fatores de crescimento e
citocinas regulam a proliferacdo. Desta forma, ¢ possivel concluir que os CisLTR1s podem
parcialmente mediar a angiogénese, a qual ¢ caracterizada por degradacdo da membrana basal,
proliferacdo e migracdo de células endoteliais ¢ maturagdo de neovasculatura (Yuan et al.,

2009).
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Ainda, de maneira semelhante ao LTB4, estudos mostram que os Cis-LTs também estao
relacionados com a ativagdo de NFATc1 e a formagao de osteoclastos. O CisLTR1 provoca um
aumento da concentragdo de Ca®" intracelular, por meio de RANKL, que antagoniza a elevagdo
de cAMP produzida por outros receptores, sendo esse processo o responsavel pela regulagdo
positiva na formagao de osteoclastos (Jozefowski et al., 2005; Lee et al., 2012).

Em contrapartida, CisLTR2 ¢ capaz de mediar respostas pro-inflamatorias iniciais e
eventos pro-tromboéticos em células endoteliais (Uzonyi et al., 2006). Esse receptor também
medeia o aumento de Ca*' intracelular e a permeabilidade vascular induzida por LTD4 ou
LTC4, podendo desempenhar papéis criticos na fase inicial da inflama¢ao endotelial (Hui et al.,

2004; Uzonyi et al., 2006).

2.3 TERAPIA PERIODONTAL COM MODULADORES DA RESPOSTA DO
HOSPEDEIRO

O tratamento periodontal tem como objetivo a eliminagdo dos fatores etiologicos
presentes, de forma a obter uma superficie dental e/ou radicular biologicamente aceitdvel, com
reducdo na perda de inser¢ao e auséncia de sangramento e supuracao (Dentino et al., 2013). Ele
pode ser dividido em: 1) fase sist€émica, onde ¢ feito o controle de doengas sistémicas do
paciente, como diabetes, imunossupressdo, além de ser alertado sobre os riscos do cigarro; 2)
fase aguda, apenas para formas sintomatica da doenca; 3) fase inicial ou relacionada a causa,
onde o paciente €, primeiramente, instruido a realizar um correto controle da placa por meio da
higiene oral, para entdo ser realizado, pelo cirurgido dentista, o tratamento periodontal basico
(TPB) que consiste na raspagem e alisamento radicular, sendo removido o biofilme, toxinas e
calculo; 4) fase cirargica; e 5) fase de manutencdo (Dentino et al., 2013; de Almeida et al.,
2015).

Contudo, embora o TPB seja o padrdo ouro no controle da DP, em situacdes de
periodontite agressiva, ou em casos em que o paciente nao responde a esse tratamento, podemos
lancar mao de uma terapia complementar, como ¢ o caso da administracdo de antibidticos ou
moduladores da resposta inflamatoria, devendo a escolha do medicamento ser feita baseada na
historia médica e odontologica do paciente (Garcia et al., 2013; de Almeida et al., 2015).

Os Moduladores da Reposta do Hospedeiro (MRH) comecaram a ser estudados quando

constatado que a minociclina foi capaz de inibir a atividade da enzima colagenase em modelo



44

animal (Golub et al., 1983). Desta forma, para comprovar o efeito do firmaco sobre a
colagenase, o mesmo foi utilizado em animais livres de bactéria, e a minociclina continuou a
atuar nos niveis de colagenase, sendo confirmada a efetividade das tetraciclinas em inibir a
atividade colagenolitica (MMP) e a destruicao do tecido conjuntivo (Golub et al., 1984; Sorsa
et al., 2016). Desta forma, a partir da metade dos anos 80, as tetraciclinas passaram a ser
reconhecidas como um tratamento alternativo para DP (Burns et al., 1989; Golub et al., 1991).
Dentre as tetraciclinas, a doxiciclina foi escolhida por apresentar menor concentracao inibitdria
(Burns et al., 1989), além de ser mais efetiva em bloquear MMP-8, sendo considerada segura e
interferindo na colagenase sem interferir com a renovagao de tecido conjuntivo normal (Golub
et al.,, 1995; Smith et al., 1999). A doxiciclina pode inibir a atividade de MMP por um
mecanismo dependente de célcio e zinco, ou inibir a producdo de EROs provenientes de PMN
(Wasil et al., 1988; Golub et al., 1998), o que contribui com suas propriedades antimicrobianas
e anti-inflamatdrias (Ramamurthy et al., 1993; Ryan; Ashley, 1998). Pode ainda inibir a
produgdo de células epiteliais derivadas de MMP (Nip et al., 1993), além de contribuir com a
diminui¢do da quebra de tecido conjuntivo pela diminuicdo da expressdo de mediadores pro-
inflamatorios e citocinas, aumentar a producdo de colageno e a atividade osteoblastica e,
consequentemente, a formacao 6ssea (Milano et al., 1997; Golub et al., 1998).

No entanto, apesar de seus beneficios, seu uso durante um longo periodo acaba por
provocar resisténcia bacteriana (Kornman; Karl, 1982). Para resolver este problema, seu uso
em dose subantimicrobiana foi introduzido, sendo utilizada atualmente na dose de 20 mg, duas
vezes ao dia, durante um periodo que varia entre 3 a 9 meses (Caton et al., 2000; Gokhale;
Padhye, 2013). Considerada até o momento como o unico MRH aprovado pela U.S. Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento da DP, a dose subantimicrobiana de doxiciclina
(DSD) ao ser administrada durante 2 semanas por pacientes com periodontite cronica, reduziu
a atividade da colagenase em 60—80% no tecido gengival (Golub et al., 1990; Caton et al.,
2011), sendo o mesmo fato comprovado por estudos posteriores, indicando que a mesma
previne a progressao da doenga sem provocar resisténcia microbiana (Golub et al., 1994).

Em estudo realizado com sujeitos com periodontite cronica (PC) submetidos ao TPB
seguido pelo uso de placebo ou DSD (2 meses, intervalo de 2 meses, uso por mais 2 meses), foi
visto que a DSD provoca melhora significativa na profundidade de sondagem (PS) e no nivel
clinico de inser¢ao (NCI), além de reduzir a atividade de colagenase (Crout et al., 1996). Outro
estudo demonstrou que o uso de DSD promove uma redugdo na atividade de MMP com
concomitante reduc¢do dos niveis de degradacao de coldgeno (Golub et al., 1997). Ainda, ap6s

4 anos, 0 mesmo grupo, ao submeter pacientes ao TPB com o uso de DSD ou placebo (12
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semanas, intervalo de 12 semanas, uso por mais 12 semanas), observou reduc¢ao nos niveis de
colagenase, confirmando os achados prévios (Golub et al., 2001). Com relagdo aos parametros
clinicos periodontais, estudos mostraram que o uso de DSD adjunto ao TPB resulta em maior
numero de sitios com resolugdo da inflamagao (Caton et al., 2000; Caton et al., 2001). 46% das
bolsas de 4-6 mm passaram a ter 3 mm ou menos de PS apds 9 meses em comparagdo a apenas
34% do grupo placebo. Além do mais, o uso de DSD previne que sitios percam inser¢ao ao
longo do tratamento. Em ensaio clinico randomizado (ECR) foi encontrado que o uso de DSD
durante 6 meses apds TPB em pacientes com periodontite severa generalizada reduz a PS e
previne seu aumento com o passar do tempo (Novak et al., 2002). Ainda, ao indicar uso de DSD
durante 6 meses apos cirurgia de retalho, foi encontrada uma cicatrizacao significativamente
melhor em comparagdo ao placebo com relagdo a PS (Gapski et al., 2004).

Para identificar a interferéncia da DSD no crescimento bacteriano, um estudo realizado
com pacientes submetidos ao TPB com placebo ou DSD, concluiu por meio da coleta de placa
subgengival que a terapia ndo provoca crescimento bacteriano ou aparecimento de bactérias
oportunistas (Thomas et al., 1998). Outro estudo encontrou redugdo de espiroquetas e bacilos e
aumento de cocos, indicando a presenga de microbiota associada com saude periodontal
(Walker et al., 2000).

Com relacdo aos seus efeitos colaterais, o uso de DSD ¢ bem tolerado, sem diferenca
em relagdo ao placebo (Caton et al., 2000), sendo dor de cabega e resfriado os efeitos adversos
mais frequentes (Preshaw et al., 2004). A American Dental Association mostrou que RAR
sozinha e RAR combinada com DSD sdo considerados os tratamentos mais eficientes e seguros,
sendo a DSD responsavel por uma melhora de 71% no NCI comparada a RAR sozinha (Golub
et al., 2016).

Ainda, anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e bifosfonatos também ja foram
utilizados como terapia complementar em pacientes com doenga periodontal (Dentino et al.,
2013).

Foi proposto que o processo de reabsor¢do 0ssea pode ocorrer a partir de PGs, PGlx e
LTs (Klein; Raisz, 1970; Goldhaber, 1971; Goodson et al., 1974; Salvi; Lang, 2005b). Estudos
encontraram um consideravel aumento nos niveis de PGE> em pacientes com periodontite
(Goodson et al., 1974; ElAttar et al., 1976). Visto isso, como os AINEs bloqueiam a formacgao
de metabdlitos do acido araquidonico, acreditava-se que seu uso poderia ser benéfico no
tratamento da DP, sendo classificados como nao seletivos (atuam sobre COX-1 e COX-2) e

seletivos para COX-2, também chamados de coxibes (FitzGerald; Patrono, 2001).
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A primeira descoberta que comprovou a eficiéncia dos AINEs foi com o uso da aspirina,
onde a mesma inibiu a producao de PGs pelo bloqueio da COX (Vane, 1971). Ja o primeiro
estudo in vivo, realizado em caes com DP durante 12 meses, ao comparar o uso de flurbiprofeno
com placebo em associagdo com o TPB, observou que o uso de AINE diminuiu
significativamente a perda 6ssea (Williams et al., 1984; Williams et al., 1985). Em outros
experimentos in vitro, o uso de indometacina esteve relacionado com uma redug¢do maior que
50% na reabsorcdo Ossea (Goldhaber et al., 1973), chegando a bloquear mais de 90% do
processo (Gomes et al., 1976). Ainda, a mesma foi capaz de suspender a resposta inflamatdria
aguda, e diminuir a reabsor¢ao Ossea em cdes (Nyman et al., 1979), além de suprimir a
densidade osteocléastica em macacos com DP (Weaks-Dybvig et al., 1982).

Ao avaliar a prevaléncia da DP em pacientes usudrios de AINEs para tratamento de
outras doencas em comparacdo com nao usuarios, foi constatado que seu uso esta relacionado
com menor inflamag¢ao gengival e bolsas mais rasas (Waite et al., 1981). Ainda, pacientes que
receberam flurbiprofeno duas vezes ao dia, durante 2 anos, tiveram menor perda dssea em
comparagdo ao grupo placebo (Williams et al., 1989); além do fato de o uso de naproxeno (2
vezes ao dia, 3 meses) adjunto ao TPB em casos de periodontite de rapida progressdo promover
uma significante diminui¢do na perda dssea (Jeffcoat et al., 1991).

Para comparar a eficacia de AINEs seletivos e ndo seletivos, ratos com DP experimental
receberam indometacina (ndo seletivo) ou meloxicam (seletivo) durante 7 dias. Como resultado,
ambos os farmacos provocaram inibi¢do da perda 6ssea e inflamacdo. No entanto, meloxicam
provocou menor dano gastrico (Bezerra et al., 2000). Ainda, seguindo o mesmo modelo de
estudo, foi observado que a administra¢do de celecoxibe (seletivo para COX-2) promoveu uma
diminuicdo na resposta inflamatdria aguda e na perda dssea alveolar (Holzhausen et al., 2002).
Por outro lado, ao incluir o uso de antibidtico ap6s cirurgia periodontal, o mesmo promoveu
maior ganho de insercdo, ao passo que o ibuprofeno ndo apresentou efeito benéfico no
parametro periodontal (Haffajee et al., 1995), sendo o mesmo resultado encontrado com o uso
de flurbiprofeno na cicatrizagao tecidual apos cirurgia de retalho, o qual apresentou os mesmos
efeitos que o placebo, tanto no nivel dsseo, como na PS e NCI (Bragger et al., 1997).

No entanto, embora os AINEs possam ter efetividade no controle da DP, seu uso fica
restrito em virtude de seus efeitos colaterais. O bloqueio de COX-1 provoca danos
gastrointestinais. Além disso, problemas renais também podem ocorrer, pois tanto PGE> como
PGI; sdo responsaveis pelo controle do fluxo sanguineo renal e excreg¢do de sal e d4gua. Ja em
relacdo ao bloqueio de COX-2, o mesmo pode provocar sérios problemas cardiovasculares

(Salvi; Lang, 2005b; Herrera et al., 2015).
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Por outro lado, os bifosfonatos tém seu mecanismo de agdo baseado na inibicdo da
funcdo osteoclastica, sendo potentes no controle da reabsor¢do 6ssea. Este farmaco representa
uma classe de compostos quimicos estruturalmente relacionados ao pirofosfato, produto do
metabolismo humano com propriedades quelantes de calcio. No entanto, ao contrario do
pirofosfato, o bifosfonato ¢ um composto estavel e resistente (Rodan, 1998; Rogers et al., 2000).
Os bifosfonatos, devido a alta afinidade com cristais de hidroxiapatita, impede o crescimento
dos mesmos, 0 que aumenta a diferenciagdo dos osteoblastos e inibe a atividade osteocléstica
(Fleisch, 1997). Além do mais, estudos in vitro apontam que o mesmo ainda interfere com a
atividade de MMP (Teronen et al., 1999; Nakaya et al., 2000).

Experimentos em modelo animal também comprovaram sua eficacia. No entanto, dois
estudos mostraram que, embora tenha ocorrido diminui¢do da perda dssea, os sinais da
inflamacdo e a PS ndo foram afetados (Brunsvold et al., 1992; Reddy et al., 1995). Em estudos
com humanos, ainda hd uma divergéncia de resultados (Salvi; Lang, 2005a).

Porém, de maneira negativa, o uso de bifosfonatos pode provocar osteonecrose nos
maxilares, afetando com maior prevaléncia a mandibula. A partir do desenvolvimento desse
processo, o 0sso da regido fica exposto, podendo provocar mobilidade dentaria e até mesmo a
perda do mesmo, além de o osso poder ficar comprometido (Giannobile, 2008; Preshaw, 2008).

Neste sentido, visto que a modulagdo da resposta imunoinflamatdria do hospedeiro ¢
um fator chave no controle da DP, além da caréncia de medicamentos que cumprem essa
funcdo, sem a presenca de efeitos colaterais deletérios ao organismo, torna-se imprensindivel o
estudo de novos farmacos que apresentam um mecanismo de agdo imunomodulador para atuar
como adjunto na terapia periodontal a fim de obter melhores resultados (Gokhale; Padhye,
2013). Dentre os farmacos com possiveis resultados promissores, o Montelucaste recebe

destaque.

2.4 MONTELUCASTE E SEUS MECANISMOS DE ACAO

O Montelucaste, medicamento utilizado inicialmente no tratamento da asma, pertence
ao grupo dos antagonistas seletivos do receptor de leucotrienos por ter seu mecanismo de acao
baseado no bloqueio reversivel do receptor de Cis-LTs, atuando especificamente sobre
CisLTR1, de maneira seletiva sobre LTD4 (Riccioni et al., 2007; Ersoy et al., 2008; Tintinger
et al., 2010; Mohamadin et al., 2011; Calapai et al., 2014; Ibrahim et al., 2014). Além disso,
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devido ao fato de atuar na inibi¢do da atividade de neutréfilos e mediadores pré-inflamatorios,
¢ caracterizado como um detentor de propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (Dengiz
et al., 2007; Cakici et al., 2011; Coskun et al., 2011; Abdel-Raheem et al., 2014; Ibrahim et al.,
2014).

Como alternativa a esse mecanismo de a¢do primario, evidéncias recentes apontam que
o Montelucaste apresenta algumas atividades anti-inflamatdrias secundérias, nao relacionadas
com o antagonismo de CisLTR1s (Mamedova et al., 2005; Tahan et al., 2008; Anderson et al.,
2009; Tintinger et al., 2010). Ou seja, esse farmaco pode interferir na ativagdo do fator de
transcri¢do e na enzima acetiltransferase de histona (HAT), o que resulta em uma diminui¢ao
da sintese de NF-kB, tanto nas células imunes como nas inflamatérias, com a consequente
modulagdo da producdo de IL-6, TNF-a e proteina quimioatratora de monoécito-1 (MCP-1).
Neste sentido, estudos concluiram que Montelucaste foi capaz de inibir a produgdo de TNF-a
induzida por IL-8 (Tahan et al., 2008). Pode ainda induzir a producdo de IL-10 e inibir a
sinalizacdo da via de receptores P2Y, os quais estdo envolvidos na ativacdo de neutrofilos
(Mamedova et al., 2005; Tintinger et al., 2010).

O Montelucaste antagoniza as atividades pro-inflamatorias desenvolvidas pelos
neutrofilos pela inibi¢do de fosfodiesterases dos nucleodtidos ciclicos (PDE) e atenuacdo do
influxo de Ca?" mediada por um aumento basal intracelular de cAMP. ¢cAMP promove o
reestabelecimento da homeostase de Ca?* por meio de diversos mecanismos, o que acaba por
interferir com a ativacao de 5-LO. Desta forma, o Montelucaste também passa a ser relatado
como um inibidor de 5-LO, sugerindo uma eficicia na atenuacdo da geracdo e acdo de
mediadores inflamatérios autdcrinos (Anderson et al., 2009; Tintinger et al., 2010). Esse
bloqueio sobre 5-LO ¢ seletivo, visto que outras enzimas da cascata de leucotrienos ndo sao
afetadas, como ¢ o caso de LTC4, a qual a sintese ndo ¢ inibida, ou entdo apresenta uma suave
inibi¢do (Ramires et al., 2004; Woszczek et al., 2010). Além disso, o mesmo ¢ capaz de inibir
a liberagdo de elastase e também a producdo de LTB4, sendo esses processos dependentes da

dose administrada (Figuras 2.3 e 2.4) (Anderson et al., 2009; Tintinger et al., 2010).
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Figura 2.3 — Vias de atuagdo do Montelucaste
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Figura 2.4 — Mecanismo de agdo do Montelucaste
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2.4.1 Seguranca clinica, farmacodinimica e farmacocinética

No que se refere a sua seguranca clinica, o Montelucaste ¢ considerado um farmaco
seguro e bem tolerado pelos pacientes, sendo a ocorréncia de reagdes adversas comparavel ao
uso de placebos, de acordo com revisdo sistematica baseada em ensaios clinicos randomizados
(Joos et al., 2008). Dentre os efeitos colaterais relatados, destacam-se: infeccdo do trato
respiratorio superior, agravamento da asma, faringite, febre, dor de cabeca, gripe, dor
abdominal, tosse, distirbios gastrointestinais, fadiga e erupgdes cutaneas (Riccioni et al., 2007;
Calapai et al., 2014).

Em sua forma neutra original, o Montelucaste € pouco soluvel em 4gua. Sua solubilidade
aumenta mais de 200 vezes quando o mesmo ¢ associado ao sodio. Por este motivo, o
Montelucaste disponivel comercialmente estd na forma associada ao sodio. O farmaco ¢
sensivel a luz, temperatura, humidade e oxidacdo (Barbosa et al., 2016).

Apos sua administragdo oral, sugere-se que o Montelucaste necessite de transportadores
de membrana para que sejam absorvidos; além do fato de que os mesmos podem ter sua
biodisponibilidade afetada por fatores genéticos e cinéticos, resultando em variagdes de sua
concentragdo no plasma e diferentes respostas ao tratamento (Woszczek et al., 2010). Sua
bioavaliabilidade imediatamente ap6s a administra¢do ¢ proxima de 66% (Kittana et al., 2016).
Parte do medicamento ¢ absorvido no trato gastrointestinal e, ao ser metabolizado no figado
pela enzima citocromo P450, sua biodisponibilidade ¢ reduzida. Sua permanéncia na corrente
sanguinea ¢ relativamente pequena (Barbosa et al., 2016). Sua concentracdo plasmatica atinge
seu pico em torno de 2 a 4 horas apds a ingestdo e tem rapida eliminagdo. A meia-vida
plasmatica média ¢ de 2,7 a 5,5 horas (Kearns et al., 2008).

Quando o uso de Montelucaste ¢ associado com outros medicamentos, como
fenobarbitol, fenitoina ou rifampina, sua concentragdo plasmatica reduz até 40% (Buck, 2015).
Por outro lado, sua concentragdo pode aumentar consideravelmente caso haja interacao
medicamentosa com firmacos que bloqueiam a principal enzima responsavel por seu

metabolismo, como o gemfibrozil, por exemplo (Agarwal et al., 2010).

2.4.2 Papel anti-inflamatorio e antioxidante da inibi¢io de leucotrienos

Na tentativa de avaliar a eficicia de Montelucaste na presenca de quadro de sepsia

induzida por danos hepaticos e intestinais em ratas fémeas Wistar, Sener et al. (2005) alegaram

que o Montelucaste, quando utilizado na dose de 10 mg/kg imediatamente antes da cirurgia de
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indugdo de sepse e apo6s 12 horas, possui um efeito anti-inflamatdrio significante, com reducao
da expressdao de MPO, além de proteger contra injlria oxidativa induzida por PMN. Apo6s dano
no figado induzido cirurgicamente em ratos, foi realizada administragdo de Montelucaste
durante 34 dias na dose de 10 mg/kg/dia. Como resultado, os autores concluiram que o firmaco
inibe a ativagdo de NF-xB (El-Swefy; Hassanen, 2009).

Ainda, o Montelucaste na ocorréncia de danos renais oxidativos, quando utilizado
imediatamente apés cirurgia e em dias alternados, na dose de 10 mg/kg/dia, em ratos, protege
os rins contra infiltragdo neutrofilica, regula o potencial oxidante e antioxidante do organismo,
e diminui os niveis de TNF-a (Tugtepe et al., 2007). Abdel-Raheem e Khedr (2014) afirmam
que o Montelucaste exerce efeito protetor contra danos renais por meio da inibi¢do da infiltracao
de PMN, regulacdo de mediadores pré-inflamatorios, e seu potencial antioxidante. Ratos que
receberam injecdo com LPS apresentaram baixa porcentagem de sobrevivéncia, porém, ao ser
realizada administracdo de Montelucaste (20 mg/kg) durante 7 dias, a taxa de sobrevivéncia
teve aumento consideravel, indicando que a sepse foi controlada por meio da redugdo de TNF-
a produzida por leucécitos e macrofagos (Khodir et al., 2014).

Em estudo realizado por Hemmati et al. (2013), foi comprovado que esse farmaco inibe
aresposta inflamatdria em ratos. Além do mais, este medicamento, por ser antioxidante, embora
ndo consiga estimular a biossintese de glutationa, consegue reestabelecer a concentracdo da
mesma a fim de restaurar os mecanismos de defesa celular, por meio da inibi¢ao da reacdo de
peroxidagdo lipidica, protegendo o tecido contra dano oxidativo (equilibrio oxidante-
antioxidante) (Khodir et al., 2014). Com o seu tratamento, a atividade de mieloperoxidase ¢
reduzida, a qual € considerada um importante marcador de infiltragdo neutrofilica (Mohamadin
et al., 2011).

No estudo de Polat et al. (2013), foi investigado o efeito de Montelucaste na cicatrizagdo
de tenddo lesionado, em ratos, tendo como foco a fase inflamatoria aguda devido ao proprio
efeito do medicamento, que ¢ conhecido por atuar no periodo inicial do processo, em até 10
dias. No grupo que recebeu tratamento (10 mg/kg/dia), houve uma diminui¢do do infiltrado
inflamatorio, além de que as fibras colagenas estavam orientadas de forma mais regular, e com
a vascularizacdo reduzida. No entanto, trabalhos afirmam que o Montelucaste tem efeito
inibidor sobre a maturagdo de coldgeno, tendo como a mais provavel explicagdo para uma
melhor orientagdo das fibras coldgenas, a diminui¢do do turnover (Tolazzi et al., 2009; Peters-

Golden & Brock, 2000; Polat et al., 2013).
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Em pesquisa laboratorial, ratas Wistar fémeas foram submetidas a exposicdo de
poluente especifico, o qual promove estresse oxidativo. Os animais receberam Montelucaste na
dose de 10 mg/kg/dia durante 60 dias. Seu uso promoveu uma redu¢do na oxidagdo hepatica,
bem como promoveu uma reducdo na expressao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e
IL-1B (Bentli et al., 2016). Um estudo conduzido em 2015 teve como objetivo verificar o
potencial quimioatraente de leucotrienos sobre as células Th17. Nos resultados in vitro, com
cultura celular de células CD4 T, e estimulagdo durante 3 dias, foi demonstrado que os
leucotrienos induzem a quimiotaxia de células Th17. De forma a confirmar este resultado,
camundongos fémeas com indu¢do de encefalomielite que receberam Montelucaste na dose de
10 mg/kg/dia intraperitoneal apresentaram uma reducdo da infiltracdo de células Th17, bem

como redugao dos sintomas da doenca (Lee et al., 2015).

2.4.3 Efeito da inibi¢ao de leucotrienos sobre o metabolismo 6sseo

Como os Cis-LTs estdo implicados como reguladores negativos da diferenciacdo de
células mesequimais, o uso de um antagonista dos mesmos provoca um aumento na
diferenciagdo celular de condrdcitos e osteoblastos, o qual tem impacto positivo durante o
reparo de fratura (Akino et al., 2006). Wixted et al. (2009), ao testarem o uso de Montelucaste
(1,5 mg/kg/dia), via gavagem, sobre a diferenciacdo de células mesenquimais durante o reparo
de fratura em camundongos, concluiu que houve um aumento no tamanho do calo, proliferagao
de condrocito, e diferenciacdo durante a fase inicial de cicatrizacdo. Neste sentido, Cakici et al.
(2011), baseado neste estudo, hipotetizaram que o Montelucaste (1 mg/kg, intraperitoneal) iria
melhorar a cicatrizagdo em um modelo de fratura de tibia em ratos apds 3 e 6 semanas, porém,
ndo foram encontradas diferencas, afirmando assim que o efeito positivo do Montelucaste s6
existe em fases precoces da cicatrizagdo dssea.

Ainda, pode-se dizer que o uso de um inibidor de LTs ¢ capaz de acelerar a ossificagao
endocondral, levando a um aumento na formacdo dssea nos primeiros dias apoés a fratura,
indicando a ocorréncia de diferenciacao de células mesenquimais e proliferagao de condrocitos;
porém, em periodo tardios, os resultados podem ser menos expressivos (Cottrell; Connor, 2009;
Cakici et al., 2011).

Ao adicionar Montelucaste em cultura celular de linhagens dsseas, a formagdo de
osteoclastos foi completamente suprimida, tanto nas fases precoces, como nas tardias da
osteoclastogénese. Para confirmar o resultado, camundongos receberam inje¢do de LPS em

associagdo ou ndo com o medicamento, durante 8§ dias. O grupo que recebeu Montelucaste na
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dose de 5 mg/kg teve seus valores de densidade 6ssea femoral restaurados, além de ter sido
identificada uma menor perda de massa de osso trabecular (Lee et al., 2012). Em outro estudo
que fez administragdo de LPS na calvaria de camundongos, houve a perda 6ssea inflamatoria
por ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos, porém, ao utilizar um antagonista de LTs, a
formacgao de osteoclastos induzida por LPS foi inibida, consistente com resultados encontrados
in vitro (Kang et al., 2015).

Em estudo recente, cultura celular osteoclastica foi tratada com um inibidor especifico
de LTB4, com MT, e inibidor de 5-LO para entdo a mesma ser estimulada com LPS de A4.a.
Como resultado, os inibidores de 5-LO e LTB4 reduziram a atividade de osteoclastos, porém,
de maneira contraditdria aos demais artigos, MT nao foi efetivo sobre a linhagem, ou seja, pode
ndo estar envolvido no processo de perda dssea alveolar induzido por 4.a (Madeira et al., 2017).

Ao ser aplicada forca ortodontica em caes sem raca definida, os animais receberam
concomitantemente Montelucaste na dose de 2 mg/kg/dia durante 4 semanas. Como resultado,
os autores demonstraram que o uso do farmaco nio alterou o movimento ortodontico. Embora
nos cortes histoldgicos tenha sido possivel identificar uma menor atividade osteoclastica nos
animais tratados, essa diferenca nao foi estatisticamente significante (Asaad et al., 2017).

Camundongos que receberam carga mecanica durante 12 dias foram tratados com
Montelucaste. Ao fazer o uso deste, houve uma diminui¢do do recrutamento de osteoclastos.
Nos camundongos que nio expressavam a enzima 5-LO ou nos camundongos que foram
tratados com antagonista do receptor de LTs, houve uma diminui¢do de todos os marcadores
analisados, com exce¢do de RANKL/OPG, o qual ¢ responsavel pela deposi¢ao 6ssea (Moura
et al., 2014). Neste sentido, o tratamento em camundongos com inibidores de 5-LO pode
acelerar a cura da fratura e promover uma maior regeneracdo Ossea, resultados esses
encontrados apos 7 dias de inibi¢do da 5-LO, onde foi possivel encontrar uma maior propor¢ao
de RANKL/OPG entre o 7° e o 28° dia. Porém, ap6s inibi¢cdo por longo periodo, os efeitos
catabodlicos no osso foram exacerbados (Paula-Silva et al., 2016).

Além do mais, estudos apontam que camundongos sem a expressdao do gene de 5-LO
apresentam um aumento da espessura de osso cortical, além de exibirem menor perda dssea
apos procedimento de ovariectomia, sugerindo assim que os leucotrienos podem funcionar
como reguladores do metabolismo 6sseo (Bonewald et al., 1997). Concordando com os
resultados, em estudo realizado com camundongos sem expressdo de 5-LO, os mesmos
apresentaram maior calo dsseo, além de melhores propriedades mecanicas apds fratura

(Manigrasso; O'Connor, 2010).
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Em estudo realizado em cultura celular de macréofagos provenientes de camundongos, o
uso de Montelucaste inibiu a expressdo de RANKL e, consequentemente a ativagdo de
osteoclastos. Ainda, o antagonista do receptor de LTs suprimiu a reabsor¢do 6ssea. Esse efeito
pode ser explicado pela diminui¢do da expressdo de NFATc1. Com o objetivo de comprovar os
resultados encontrados in vitro, Montelucaste inibiu a osteoclastogénese induzida por

inflamacdo em modelo de calvéaria em camundongo (Kang et al., 2018).
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3  PROPOSICAO

Avaliar a eficacia de antagonista do receptor de leucotrienos na modulacao da periodontite

experimental induzida pelo método da ligadura em ratos

e ESPECIFICA

Avaliar o efeito de antagonista do receptor de leucotrienos, montelucaste, sobre:

- Perda 6ssea alveolar a partir do modelo de periodontite experimental e expressdo génica de
fatores associados ao metabolismo o6sseo (RANK, RANKL, OPG, RUNX2), além da
degradacdo de colageno tipo 1 e sua expressdo génica;

- Infiltracdo granulocitica no tecido gengival e o potencial antioxidante no tecido gengival e

plasma.
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4 MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental deste trabalho seguiu as orientagdes preconizadas no
“Arrive Guidelines” (https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines). A manipulagcdo dos animais
seguiu as recomendacdes do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e a lei

11794, de 8 de outubro de 2008.

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar, machos), provenientes do
biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade (ICB) de Sao Paulo (Sao Paulo/
SP — Brasil), com idade de 6 a 8 semanas e peso entre 200 e 250 gramas. Os animais foram
tratados com racao balanceada e agua ad libitum. A temperatura da sala foi mantida a 22°C, sob
ciclo de iluminagao claro/escuro de 12/12 horas. O protocolo do estudo foi submetido ao
Comité de Etica na Experimentagio animal da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Sao Paulo (FO-USP), sob o nimero 038/2015 e também ao ICB da USP, sob o nimero 81/2016
(ANEXO A).

4.2 INDUCAO DA PERDA OSSEA ALVEOLAR PELO METODO DE LIGADURA

A anestesia foi realizada via injecdo intraperitoneal (IP) com solucdo de anestésico
ketamina 10% (90 mg/kg) e relaxante muscular xilazina 2% (10 mg/kg).

Ap6s procedimento anestésico, os animais foram posicionados sobre mesa operatoria
para colocagdo de fio de algoddo nos primeiros molares inferiores (quadrante direito e
esquerdo) na regido de sulco gengival, a fim de facilitar o acimulo bacteriano (Holzhausen et
al., 2002; Herrera et al., 2015). A ligadura foi mantida por 7, 14 e 21 dias (3 periodos

experimentais).
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43 DIVISAO DOS GRUPOS, ADMINISTRACAO DO TRATAMENTO E
MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Os animais foram aleatoriamente divididos (12 animais/ grupo) nos seguintes grupos
experimentais: Grupo Sham — sem inducdo da periodontite experimental pelo método da
ligadura/ sem tratamento (placebo, carboximetilcelulose — CMC 0,5%, via gavagem); Grupo
Periodontite — com indugdo da periodontite experimental (ligadura)/ sem tratamento (placebo,
CMC 0,5%, via gavagem); Grupo Montelucaste 10 (MT 10) — com indugdo da periodontite
experimental (ligadura)/ com tratamento (Montelucaste de Sodio 10 mg — Biosintética — Aché,
10 mg/kg/dia em solugdo de CMC 0,5%, via gavagem) (Khodir et al., 2016); Grupo
Montelucaste 30 (MT 30) — com inducdo da periodontite experimental (ligadura)/ com
tratamento (Montelucaste de S6dio 10 mg — Biosintética — Aché, 30 mg/kg/dia em solugdo de
CMC 0,5%, via gavagem).

Os animais pertencentes ao grupo Sham foram anestesiados e submetidos a colocagdo
da ligadura. No entanto, a mesma foi retirada logo apds a sua colocag@o, com os animais ainda
anestesiados.

Apos periodo experimental, os animais, sob efeito anestésico (ketamina 10% e xilazina
2% — IP), foram submetidos a eutandsia pelo método de exsanguinagdo. De acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), a exsanguinagdo ¢ um
dos métodos de eutandsia mais recomendados para os roedores. A técnica consiste na sec¢ao

das artérias abdominal e s6 pode ser realizada apds inconsciéncia do animal.

4.4  ANALISES

Ap0s eutanasia, as hemimandibulas (direita/ esquerda) de cada animal foram removidas
para as analises descritas a seguir. A hemimandibula esquerda foi utilizada para analise de perda
Ossea alveolar. Antes do processamento da amostra, no momento da eutanasia, o tecido gengival
foi removido para realizagdo de analises especificas. O sangue dos animais também foi coletado
neste momento para obtencdo de plasma. A hemimandibula direita foi utilizada para analises

histolégicas (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Desenho do estudo

Total: 165 animais

Analise microscopica (60) Hemimandibula direita/ esquerda (gengiva + osso alveolar e LP)
Analise de perda dssea - 36: analise histopatologica — 12 animais por grupo - 21: PCR de fatores associados com o metabolismo dsseo — 7

alveolar macroscopica (144) (14 dia; 30 mg/kg) animais por grupo (14 dia; 30 mg/kg)

60: degradagdo de colageno — 5 animais por grupo

Amostra gengival (117) hemimandibula esquerda Amostra gengival (24) hemimandibula direita
- 72: MPO — 6 animais por grupo - 24: glutationa— 8 animais por grupo (14
- 36: proteinas carboniladas — 3 animais por grupo dia; 30 mg/kg)

- 9: proteinas modificadas por 4HNE — 3 animais
por grupo (14 dia; 30 mg/kg)

Hemimandibula direita (gengiva + osso alveolar e LP)
15: PCR de receptores especificos de LTB4 e Cis-LTs e
seus precursores — 5 animais por grupo (14 dia; 30 mg/kg)

Amostra de plasma (72)
- 36: produgdo LTB4 — 12 animais por grupo (14 dia; 30 mg/kg)
- 36: proteinas carboniladas e proteinas modificadas por 4HNE —
3 animais por grupo

Fonte: a autora

4.4.1 Analise de perda o6ssea alveolar macroscopica

Para avaliar a reabsorcao 0ssea alveolar, as hemiarcadas mandibulares (lado esquerdo)
foram submergidas em agua oxigenada volume 10, com a finalidade de remover os excessos
teciduais e, em seguida, permaneceram por 25 minutos em solu¢do de azul de metileno 1% para
identificacdo da juncdo amelocementaria (JAC). As pecas foram posicionadas com a face
lingual para cima sobre laminas de vidro e fixadas com cera utilidade (Epoxiglass, Diadema,
SP, Brasil) objetivando obter o maior paralelismo possivel entre as cuspides e raizes linguais e
vestibulares. A imagem foi captada com o auxilio da lupa estereoscopica (Nikon SMZ 1500,
Japao) no aumento de 30 a 40x, e entdo digitalizada para realizacdo das mensuragdes com o
auxilio do software ImageJ (National Institute of Mental Health — Bethesda, Maryland, USA),
onde foi avaliada a area de perda Ossea alveolar (em mm?) delimitada entre a JAC e a crista
Ossea, no primeiro molar (Goes et al., 2014) (Figura 4.2) Uma régua milimetrada foi utilizada

para padronizacdo das medidas. A analise foi realizada por um avaliador treinado.
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Figura 4.2 — Delimitagdo da 4rea de perda dssea alveolar (em mm?) entre a JAC € a crista Ossea alveolar do primeiro
molar inferior esquerdo

: Régua padronizadora

amelocemen

Crista 6ssea alveolar

Fonte: a autora

4.4.2 Analise histopatologica

A hemiarcada mandibular (lado direito) foi fixada inicialmente em solug¢do de formol
tamponado 10% por 48 horas, para entdo ser descalcificada em acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 4% (pH 7,4) durante 40 dias. Apos esse periodo, as amostras foram mantidas
em alcool 70% até analise, para entdo serem embebidas em parafina e cortadas no sentido do
plano frontal (vestibular-lingual) dos molares em sec¢des longitudinais de 5 pm de espessura.
As pecas foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E), para entdo ser feita a andlise
qualitativa da regido de primeiro molar inferior direito (caracteristicas histopatoldgicas) (Goes
et al., 2014; Moura et al., 2014; Herrera et al., 2015). A andlise consistiu na identifica¢do de
normalidade epitelial e do tecido conjuntivo, com a preservagao de suas respectivas camadas e
estruturas. Além disso, observou-se a presenca ou nao de infiltrado inflamatdrio e alteragdes
vasculares. Foi realizada analise do tecido 6sseo, bem como a atividade dos osteoclastos e

osteoblastos.

4.4.3 Analise histologica da degradacio de colageno por meio da coloracio por

picrosirius
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Para visualizacdo da distribuicdo do colageno presente, outra seccdo das amostras
embebidas em parafina (hemimandibula direita) foi utilizada. Foi utilizado o kit Picrosirius-
hematoxilina (Easy Path). Os cortes foram cobertos com Picrosirius (0,2 g sirius red e 100 mL
de acido picrico saturado) por uma hora. Apds esse periodo, foram lavados com agua corrente
por 3 minutos. Os cortes foram entdo cobertos com solu¢do de hematoxilina de Harris (5 g de
hematoxilina cristalizada, 100 mL alcool 95%, 20 g de sulfato de aluminio e amdnio, 1000 mL
de agua destilada, 2-4 mL de 4cido acético, 3 g de 6xido de merctrio) por 4 minutos. Em
seguida, as ldminas foram lavadas por 5 minutos em agua corrente, desidratadas em alcool 95%,
alcool 100% (2 vezes), alcool-xilol, xilol (2 vezes) e montadas. As imagens foram analisadas
sob luz polarizada. Para quantificagdo, cinco campos da sec¢do ao redor do elemento dental
foram selecionados e as imagens foram obtidas com auxilio de microscépio Nikon Eclipse E600
(Nikon, Japao) acoplado a camera digital Olympus DP-72 (Olympus, Japao). Utilizando o
software Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Co., Bethesda, MD, EUA), a area a ser
examinada foi selecionada e um filtro de cores pré-estabelecidas foi aplicado para quantificagao
da deposi¢do de fibras coldgenas (Figura 4.3). O resultado foi expresso como porcentagem de
area positiva em relagdo a area total (Wang et al., 2014). A andlise foi realizada por um

avaliador treinado.

Figura 4.3 — Desenho esquematico mostrando os cinco campos da secc¢do ao redor do elemento dental que foram
selecionados para andlise de degradagdo de colageno por meio da coloragdo de picrosirius

Fonte: a autora
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4.4.4 Producgio de LTB4 no plasma sanguineo

Por meio da técnica de ELISA, teste imunoenzimatico que permite a deteccao de ACs
especificos, foi realizada a expressao LTB4 no plasma sanguineo. O sangue foi coletado a partir
da artéria abdominal no momento da eutanésia. Para obtencdo do plasma, o sangue, com a
presenca de anticoagulante (heparina) foi centrifugado durante 10 minutos, a 4°C, e 2000 x g.
Inicialmente foi realizada a extracdo de LTB4. Para purificagdo do plasma, 20 uL. de plasma foi
acidificado pela adi¢do de 1 mL de HCl 1 mM. Posterior a isto, cada amostra foi submetida a
passagem na coluna de extragdo do tipo C18 (Waters - Oasis) (3 mL de cada solu¢o):

1) Agua;

2) Etanol absoluto;

3) HCI 1 mM;

4) Amostra (1 mL);

5) Agua;

6) Lavagem com hexano;

7) Eluir com etanol absoluto (1 mL).

Apos as amostras terem sido secas com nitrogénio, foi realizada a ressuspensdo com Tris
Buffer do kit. A quantificacdo foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante
(Invitrogen Corporation, #KHL1741, Camarillo, California). A leitura foi realizada em
espectrofotometro Espectra Max plus 384 (Molecular Devices, EUA) em comprimento de onda
de 405 nm. As concentragdes das amostras foram calculadas a partir da curva-padrao. O valor

minimo de detec¢do foi de 0,1 pg/mL.

4.4.5 Atividade de mieloperoxidase no tecido gengival

A infiltracdo granulocitica foi avaliada por meio da mieloperoxidase (MPO) a partir de
tecido gengival proveniente do lado esquerdo da mandibula (Herrera et al., 2011; Holzhausen
et al., 2005). Cada amostra foi submergida em 300 pL de solucdo contendo tampao fosfato de
sodio 80 mM e 0,5% de hexadeciltrimetilamdnio, homogeneizadas com potter plastico e
centrifugadas, para entdo serem feitas duplicatas em placa de 96 pogos. Foram adicionados 200
pL de uma solugdo contendo 100 pL de tampao fosfato de sodio 80 mM, 85 pL de tampao
fosfato de so6dio 22 mM e 15 pL de peroxido de hidrogénio 0,017%; e 20 uL de outra solucao
contendo tetrametilbenzidina 18,4 mM dissolvida em dimetilformamida 8%. A placa foi

incubada por 3 minutos a 37°C para entdo acrescentar 30 pL de acetato de sddio 1,46 mM. A
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leitura foi realizada no espectrofotometro com um comprimento de onda de 460 nm (Bitencourt

etal., 2013).

4.4.6 Atividade de glutationa no tecido gengival

O efeito do Montelucaste sobre a formagao de radicais livres especificos foi realizado
em tecido gengival (hemiarcada esquerda) por meio da dosagem de glutationa. O método
espectrofotométrico para a glutationa (GSH) envolve a oxidacdo da mesma pelo reagente
sulfidrilo (5,5-dithiobis, 2-4cido nitrobenzoico — DTNB) para formar o derivado acido 5 '-tio-
2-nitrobenzoico (TNB), mensuravel a 412 nm. O dissulfureto de glutationa (GSSG) formado
pode ser reciclado para GSH pela glutationa redutase na presenca de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH). Neste sentido, o ensaio foi realizado em duas etapas:
preparacao tecidual e deteccao de glutationa total (GSH e GSSG). A menor detecgao para GSH
e GSSG ¢ de 0,103 nM em uma placa de 96 pocos (Vaucher et al., 2014). O tecido foi
homogeneizado, com o auxilio de potter plastico, em EDTA 0,02 M, sendo a solugdo obtida
diluida (1:2) de forma que 400 pL do homogenato, 320 pL de 4gua destilada e 80 pL de acido
tricloacético (TCA) 50% foram agitados e centrifugados durante 15 minutos a 1000 x g e 4°C.
O sobrenadante foi utilizado para dosar o estresse oxidativo. Em 400 pL. do mesmo foi
adicionado 800 pL de tampao Tris/ HCI 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL. de DTNB, seguido de agitacao
durante 3 minutos, e leitura de absorbancia em espectrofotdmetro (412 nm) (Bertolini et al.,

2002; Rimon et al., 2010; Abdel Raheem et al., 2014).

4.4.7 Analise da expressio de proteinas carboniladas pelo método de Slot Blot e de

proteinas modificadas por 4HNE por Western Blot

Preparagado das amostras

As amostras gengivais foram homogeneizadas com potter plastico em 200 pL de tampao
Tris-HC1 50 mM, pH 7,4 contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetano sulfonil (PMSF) e, em
seguida, centrifugadas durante 5 minutos a 1000 x g e 4°C. Amostras de plasma também foram
analisadas, as quais foram diluidas a 1:500 com o mesmo tampao.

A concentracdo de proteinas totais nas amostras foi determinada por meio do método de
Bradford (1976) e, em seguida, foram diluidas em tampao de homogeneizagdo para a

concentragdo de proteinas de 12,5 ug/mL.
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4.4.8 Proteinas carboniladas

A analise da expressdo de proteinas carboniladas por Slot Blot foi feita de acordo com o
método descrito por Robinson et al. (1999).

Duzentos microlitros das amostras (2,5 pg de proteina total) foram aplicados em
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) através do sistema slot blot (BIO DOT SF —
BioRad) utilizando-se vacuo. A membrana de PVDF foi previamente ativada com 10 mL de
metanol durante 1 min e, em seguida, em solu¢do metanol 20% + TBS 80% (Tris-base 20 mM,
NaCl 500 mM, pH 7,4) por 5 min. Apés a transferéncia das amostras, a membrana foi lavada
em metanol durante 1 min e em seguida foi corada com vermelho de ponceau e foto
documentada. Para a retirada de ponceau, a membrana foi lavada 3 x em solu¢do metanol 20%
+ TBS 80%.

Seguidamente, a membrana foi incubada com HCl 2N por 5 min e a reagdo de
derivatizacdo iniciada pela adi¢do de solu¢ao de DNPH 0,1 mg/mL (2,4-dinitro fenil hidrazina)
previamente preparada em HCI 2N por exatamente 5 minutos. Em seguida, foi lavada 3 vezes
em HCI 2N por 5 min; 3 vezes em metanol 100% por 5 min e finalmente bloqueada com BSA
3% em TBS-t (TBS contendo 0,2% tween-20) por 1 h.

A incubagdo com anticorpo primario anti-DNP foi realizada “overnight” a 18°C
(1:25.000 em tampao de bloqueio (albumina 3%), Abcam, UK).

A seguir, a membrana foi lavada com TBS-t e incubada com o anticorpo secundario anti
coelho conjugado com peroxidase (Bio Rad, EUA) na diluigdo de 1:10.000 em BSA 1,5% por
duas horas. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBS-t e as bandas imunoreativas foram
reveladas por quimioluminescéncia e detectadas em sistema Image doc (Bio Rad, EUA).

As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria, empregando-se o
software Image J. Os resultados foram normalizados pela densitometria das respectivas bandas

quando coradas com Ponceau. Usado como controle interno para controle de proteina

4.4.9 Analise da expressiao de proteinas modificadas por 4HNE (4-hidroxinonenal) pela

técnica de Western blot

Os homogenatos das amostras de gengiva e plasma foram diluidos em tampdo de
Laemmli e, apods rapida centrifugacdo a 10.000 x g (30 seg), as proteinas das amostras (2,5
pg/pogo) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% contendo 0,1% de

lauril sulfato de sodio (SDS) (Laemmli, 1970).
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A separagao eletroforética das proteinas foi realizada a intensidade de corrente constante
(25 mA), durante aproximadamente 2 horas e resultou em valores de voltagem variando entre
100 a 180 V. Posteriormente, as bandas proteicas foram transferidas eletroforeticamente através
de sistema submerso para uma membrana de nitrocelulose, aplicando uma amperagem de 200
mA (voltagem ~ 50V) durante uma hora e meia. Os sitios inespecificos de ligagdo do anticorpo
primario a membrana foram bloqueados mediante incubagdo da mesma com solugdo a 3% de
BSA dissolvido em tampao TBS-t pH 7,4 (20 mM de TRIS-HCI, 8% de NaCl contendo 0,1%
de Tween-20) sob agita¢do constante durante 1 hora. A seguir, as membranas foram incubadas
durante 15 - 18 horas, a 4°C com o anticorpo primario anti 4HNE (policlonal, feito em cabra),
diluido 1:3.000 em tampao de bloqueio (Bio Rad, EUA). Apds o término da incubagdo, as
membranas foram lavadas (6 vezes, durante 10 min) com tampao TBS-t e incubadas com
anticorpos secundario anti cabra (feito em burro) conjugados com peroxidase de raiz forte
(HRP), diluido 1:5000 em tampao de bloqueio (Santa Cruz, EUA) durante 2 horas em
temperatura ambiente.

As membranas foram submetidas a um novo ciclo de lavagens em TBS-t (6 vezes, por
10 min) e as bandas imunorreativas foram reveladas por quimioluminescéncia (SuperSignal
West pico, Thermo Scientific, EUA). As imagens das bandas foram captadas no sistema
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, EUA) e suas intensidades foram estimadas através
de analise densitométrica. Os resultados obtidos foram normalizados pela leitura das bandas

coradas por vermelho de ponceau e expressos como porcentagem em relagdo ao grupo Sham.

4.4.10 Expressio génica tecidual de fatores associados com o metabolismo dsseo e

receptores especificos de LTB4 e Cis-LTs e seus precursores (PCR real time)

A partir da mandibula dos animais, o primeiro molar foi extraido, para entdo ser feita
a coleta do tecido gengival, ligamento periodontal e osso alveolar da regido. Os tecidos foram
armazenados em tubos contendo 500 puL de reagente para extragdo de acido ribonucleico
(RNA) (TRIZOL™, Invitrogen, Carslbad, CA, EUA) em freezer a -80°C. O RNA total foi
extraido com TRIZOL™ (Invitrogen, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. De
maneira resumida, as amostras foram homogeneizadas com potter plastico em Trizol em
politron. Apds 5 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados 200 uL de uma solugao
de cloroférmio/ alcool isoamilico (24/1 v/v). Apds agitagdo vigorosa para a extracdo dos

lipidios, os tubos foram deixados em repouso por 10 min e posteriormente centrifugados a
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12.000 x g durante 15 min a 4°C. Dessa forma, foram obtidas trés fases: a fase aquosa que
contém o RNA (superior), uma fase turva que contém o acido desoxirribonucleico (DNA)
(intermediéria) e uma fase sélida inferior (precipitado) que contém proteinas e lipidios. A fase
aquosa sobrenadante foi separada e o RNA precipitado pela adi¢ao de 500 puL de isopropanol.
Ap6s 10 min na temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados (12.000 x g, durante 10
min a 4°C). Os sobrenadantes foram descartados e o precipitado de RNA lavado com 500 puL
de etanol 95%. Apos centrifugagdo (7.000 x g, durante 5 min a 4°C), os sobrenadantes foram
desprezados, e os precipitados lavados novamente com etanol a 75%, centrifugados (7.000 x g,
durante 5 min a 4°C) e os tubos invertidos e apoiados sobre papel de filtro para eliminar os
restos de etanol. Finalmente, o precipitado foi dissolvido com 30 pL de agua tratada com
dicarbonato de dietila (DEPC). A quantificagdo do RNA total foi realizada em leitor Nanodrop
2000 (Thermo Scientific). As concentragdes de RNA total foram calculadas em ng/puL. Dez
microlitros das amostras foram submetidas a eletroforese (voltagem fixada em 70 V) em gel de
agarose a 1% para verificacdo da integridade do RNA extraido.

Para purificag¢do e transcricdo reversa (RT) do RNA total, 85 ng de RNA total das
amostras (diluidas com agua tratada com DEPC, q.s.p. 10 pL) foram tratadas com 1 pL de

enzima desoxirribonuclease (DNase) (DNase I, Fermentas Life Science) € 1 pL de tampao para

DNase (Fermentas Life Science). Brevemente, as amostras foram aquecidas a 37°C por 15 min
e a 75°C por 15 min. Em seguida, as amostras foram deixadas a 42°C por 2 min. A transcri¢ao
reversa foi realizada incubando-se o RNA tratado com DNAse com uma mistura contendo 0,5
uL de inibidor de RNAses (RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor, Fermentas Life Science), 4 uL
de 5X First-Strand Buffer, 1 uL de oligo dT (100 uM, Fermentas Life Science), 2 pL de
desoxirribonucleotideos Fosfatados (dANTPs) (10 mM, Fermentas Life Science) e 1 pL da

enzima transcriptase reversa (RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase, Fermentas Life
Science) a 42°C durante 1 h, seguido de 5 min a 70°C e 2 min a 37°C. Os produtos de DNA
complementar (cDNA) obtidos foram mantidos a -20°C até serem utilizados.

Ap0s esse processo, foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
(qPCR). Os primers para RUNX2, RANK, RANKL, OPG, Colageno tipo I, LTA4H, LTCA4S,
BLTI, CisLTR1 e HPRT foram desenhados utilizando o programa Primer 3 (desenvolvido por
Steve Rozen e Helen J. Skaletsky) e disponivel online em http:/frodo.wi.mit.edu. Os primers
foram selecionados de acordo com as seguintes caracteristicas: composicao entre 18 e 24 bases
(6timo entre 20-22), temperatura de fusao (melting; -Twm) entre 59,5 e 60,5 °C (6tima T 60 °C),
conteudo de G+C entre 40 e 60% (6timo 50%) e produtos de amplificagdo entre 80-200 pares
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de bases (pb). As sequéncias selecionadas foram analisadas com relagdo a especificidade do
gene utilizando o programa BLAT (http://genome.ucsc.edu) (Moura et al., 2014). Os primers

utilizados se encontram na tabela abaixo (Quadro 4.1).

Quadro 4.1 — Sequéncia dos primers utilizados nos ensaios de PCR em tempo real

Gene Forward Reverse
Runx2 AACCACAGAACCACAAGTGCG AAATGACTCGGTTGGTCTCGG
RANK CCAGGAGAGGCACTATGAGC GACACACACTGTCGGAGGTG
RANKL CAGAAGATGGCACTCACTGCA CACCATCGCTTTCTCTGCTCT
OPG GGAACCCCAGAGCGAAATACA CCTGAAGAATGCCTCCTCACA
Coléageno I CTCCAACGAGATCGAGATCC GAAGCCGAATTCCTGGTCTG
LTA4H TTTAGGAGGATGGGGAGAG CGTAGGGAATGGAGGAGTAG
LTC4S TCGTGGGAGTTCTGCTG ATTTACCTGGGCTCGGAAG
BLT1 CCTGGCACTAAGACAGATTCAAGG CAACAGAGACAGGGACATGC
CisLTR1 ATGTTTTGAGCCTCCACAGG TCGACTTGGCAGGTTTTTCT
HPRT AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA TGATTCAAATCCCTGAAGTGC

Fonte: a autora

Como controle negativo, reacdes foram realizadas na auséncia de cDNA. Cada reagdo foi
realizada em duplicata com 3 pL. de cDNA diluido 3 vezes, 6 pL de SyBr Green (KAPA SYBR
Fast gQPCR Master mix, Kapa Biosystems, Boston, Massachusetts, EUA) e 3 pL de primers
(concentracdo final de 300 nM). O protocolo constituiu de uma etapa de 3 min de desnaturacao
a 95°C e 40 ciclos de amplificacdo a 95°C por 3 s e 60°C por 20 s. Todos os ensaios foram
realizados no Mx3005P® qPCR System (Stratagene) e a andlise quantitativa realizada com a
versao 4.1 do software MxPro (Stratagene), que estimou valores de “threshold cycle” (Ct; ciclo
onde a reagdo cruza o limiar de deteccdo) para cada amostra. A expressdo génica relativa do

2-AACt

gene de interesse foi normalizado em relagdo ao HPRT, utilizando o método através da

equagao 2-{ACt (teste) - ACt (HPRT)]

4.5 CALCULO AMOSTRAL

A determinacdo do numero de animais foi baseada na analise (média/desvio padrdo) de
dados da perda 6ssea alveolar macroscopica do proprio grupo de pesquisa (Teste: Avaliagdo

macroscopica da perda 6ssea alveolar — dados ndo publicados). Neste sentido, foi realizado o
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teste t, bicaudal, assumindo um d de Cohen de 1,5 (alto efeito), com um poder estatistico de
80% e um nivel de significancia de 5% (Software GPower 3.1), foi obtido um “n” amostral
minimo de 10 animais/grupo. Considerando a ocorréncia de possiveis perdas durante o

experimento, foram utilizados 12 animais por grupo (20% a mais).

4.6  ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como media + erro padrdo da média. As analises
estatisticas foram realizadas por meio do uso do programa digital GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc. — San Diego, California, USA). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado a
todos os grupos para verificar se os dados seguem a distribuicdo normal. Como todos os valores
apresentaram uma distribuicdo normal, para andlise estatistica foi utilizado o teste paramétrico
ANOVA seguido pelo pos teste de Sidak para multiplas comparagdes entre os grupos. Valores

de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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S RESULTADOS

Seguem os resultados referentes as andlises descritas na se¢do 4 (Material e métodos).

5.1 ANALISE DE PERDA OSSEA ALVEOLAR MACROSCOPICA

O efeito de Montelucaste sobre a perda dssea alveolar induzida pelo método da ligadura
em ratos encontra-se na Figura 5.1. Na figura ¢ possivel observar o efeito do farmaco nos trés
periodos experimentais (7, 14 e 21 dias), bem como seu uso em diferentes doses (10 e 30
mg/kg/dia).

Ao observar os resultados encontrados, pode-se afirmar que a colocacao da ligadura levou
a um aumento estatisticamente significante da perda ossea alveolar nos trés periodos avaliados
(p<0,05). Nos periodos experimentais de 14 e 21 dias, independente da dose de Montelucaste
utilizada, o farmaco promoveu uma redugdo estatisticamente significante da perda dssea

alveolar em comparagdo ao grupo Periodontite (p<0,05).

Figura 5.1 — Efeito de Montelucaste sobre a perda 6ssea alveolar associada a periodontite induzida pelo método
da ligadura em ratos em fungdo do tempo e da dose

[ Sham
Il Periodontite
Montelucaste

Nivel 6sseo 1° molar inferior (mm?)
N
1

7 14-MT10 14-MT 30 21

Periodos experimentais (dias)

Média + desvio padrio. ***p<0,001 versus Sham; *p<0,05 e #p<0,01 versus grupo Periodontite (n = 12 animais/
p p

grupo)
Fonte: a autora
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5.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Nos animais referentes ao grupo Sham, o tecido gengival da face vestibular e lingual do
primeiro molar inferior, apresentou-se com caracteristicas de normalidade. O tecido estava
recoberto por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, com a interface entre o epitélio
gengival oral e o tecido conjuntivo subjacente composta por pequenas cristas epiteliais para o
interior do conjuntivo denso. O epitélio sulcular apresentou-se queratinizado, delgado, e
penetrando lateralmente em dire¢do apical até o epitélio juncional. O epitélio juncional era
formado por 2-3 camadas de células epiteliais achatadas, frouxamente arranjadas, nao
queratinizadas, dispostas paralelamente a superficie do dente e infiltrado por alguns neutréfilos.
O conjuntivo mostrava densos feixes de fibras coldgenas, entremeadas por delicadas estruturas
vasculares, e fibroblastos estrelados ou fusiformes. Na regido apical, subjacente ao epitélio
juncional, observava-se discreto infiltrado inflamatorio de células mononucleares. O processo
alveolar era constituido pelas tabuas ou corticais externa e interna, tanto na face vestibular
quanto na face lingual, o osso alveolar que forma as paredes do alvéolo dentario e o 0sso
esponjoso que ficava entre ambos. Consistia de uma por¢ao externa ou cortical de variavel
espessura formada por osso compacto regular, uma por¢ao esponjosa central e, na porcao
proxima ao ligamento periodontal delimitando internamente o alvéolo dentario, observava-se
osso compacto irregular de varidvel espessura também chamada de por¢do cribiforme. As
tabuas Osseas externas € o osso que delimita o alvéolo uniam-se na crista alveolar. O osso
trabecular ou esponjoso era composto por trabéculas Osseas irregulares de varidveis espessuras,
ora delimitando pequenos espacos ocupados por medula 6ssea, ora ocupando toda area.
Adjacente e alinhados ao trabeculado 0sseo, observava-se osteoblastos, que consistiam de
células arredondadas ou ovoides com nucleo volumoso, eventualmente osteoclastos acoplados
em depressdes 0ssea. Contidos nas lacunas existentes no interior da matriz 6ssea mineralizada
observava-se osteocitos (Figura 5.2).

Os animais do grupo Periodontite mostraram padrdo histopatolégico compativel com
doenga periodontal, caracterizado pela presenca de leucéceitos polimorfonucleares, leucocitos
mononucleares, figuras vasculares dilatadas (algumas com nitido processo de estase)
observadas principalmente na regido subjacente ao epitélio gengival e juncional. De modo geral
o epitélio se apresentava hiperplasico, que se caracterizava por ter maior numero de células
quando comparado aos do grupo Sham. O epitélio gengival da face lingual se mostrava com
interdigitacdes em dire¢do ao conjuntivo. Observou-se ainda reabsor¢do 6ssea do processo

alveolar caracterizando periodontite. Foi encontrado intenso infiltrado inflamatorio, figuras
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vasculares dilatadas e reabsor¢ao 6ssea com nitidas lacunas de Howship e osteoclastos (Figura
5.3).

Nas laminas referentes aos animais do grupo Montelucaste, foi encontrado um padrao
morfologico de gengivite, com infiltrado de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares de
variada quantidade, figuras vasculares dilatadas, principalmente na regido subjacente ao
epitélio gengival e juncional. O epitélio se apresentou hiperplasico, com maior niimero de
células quando comparado aos do grupo Sham, além da presenga de tecido conjuntivo fibroso
apesar do processo inflamatdrio presente. Nao se observou alteragdes relevantes no tecido 6sseo

(Figura 5.4).

Na figura A ¢ possivel observar auséncia de reabsorgdo dssea, com caracteristicas de normalidade o cemento, osso
alveolar e ligamento periodontal. Nas figuras B ¢ C o tecido gengival apresentou-se com caracteristicas de
normalidade (descri¢do detalhada no texto). Observava-se apenas discreto infiltrado inflamatério de células
mononucleares (*). Na figura D ¢ possivel observar, em maior aumento, o ligamento periodontal intacto, com a
presenga de fibras de Sharpey conectando o osso alveolar e o cemento radicular (T). Figuras A, B ¢ C com aumento
de 10 x e figura D com aumento de 40 x.

Fonte: a autora
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Na figura A ¢ possivel identificar a presenga de intenso infiltrado inflamatoério no tecido conjuntivo adjacente ao
tecido epitelial (*), bem como o tecido epitelial hiperplasico. Nas figuras B-F observa-se a presenga de intenso
processo de reabsorgdo 6ssea, o que caracteriza a periodontite. Na figura C existem grandes areas de destrui¢ao
oOssea associada a presenca de vasos dilatados e com congestdo. O mesmo ¢ visto da figura D em maior aumento
(—). Na figura E observa-se grande presenga de osteoclastos que atuam no processo de reabsor¢do Ossea (>).
Figuras A, B e C com aumento de 10 x e figuras D, E e F com aumento de 40 x

Fonte: a autora

Figura 5.4 — Cortes histologicos referentes ao grupo Montelucaste

Nas figuras A, B e C ¢ possivel identificar a presenga de infiltrado de leucocitos polimorfonucleares e
mononucleares de variada quantidade (*), além de vasos dilatados (#). Quando comparado com o grupo Sham, o
epitélio se apresenta hiperplésico. Nas figuras D e E ¢ possivel identificar o osso alveolar sem a presenga de
processo ativo de reabsor¢do 6ssea. Na figura F observa-se o ligamento periodontal intacto, com a presenga de
fibras de Sharpey conectando o osso alveolar e o cemento radicular (T). Figuras A, B, C ¢ D com aumento de 10
x e figuras E e F com aumento de 40 x.

Fonte: a autora
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5.3 ANALISE HISTOLOGICA DA DEGRADACAO DE COLAGENO

O efeito de Montelucaste sobre a degradacdao de colageno nos tecidos periodontais da
regido de primeiro molar inferior estd demonstrado na Figura 5.5.

Ao analisar a figura, ¢ possivel afirmar que nos periodos experimentais de 7 e 14 dias ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p>0,05). Por outro
lado, no periodo experimental de 21 dias, os grupos Periodontite e Montelucaste apresentaram
uma redugao estatisticamente significante da expressao de colageno tipo 1 em relacdo ao grupo
Sham (p<0,05). Os grupos Periodontite e Montelucaste nio apresentaram diferenca

estatisticamente significante entre si (p>0,05).

Figura 5.5 — Efeito de Montelucaste sobre a degradacdo de colageno observada por meio da coloragdo de
picrosirius em cortes histologicos na regido de primeiro molar inferior no qual houve indugdo de
periodontite pelo método da ligadura em ratos
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Me¢dia =+ desvio padrio. *p<0,05 e **p<0,01 versus Sham (n = 5 animais/ grupo)
Fonte: a autora

5.4 PRODUCAO DE LTB4 NO PLASMA SANGUINEO

As leituras obtidas para as amostras de plasma sanguineo nao foram detectadas pelo kit

empregado. Os valores de LTB4 das amostras analisadas se encontraram abaixo de 8 pg/mL.
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5.5 ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE NO TECIDO GENGIVAL

O efeito de Montelucaste sobre a atividade de mieloperoxidase a partir da coleta de tecido
gengival adjacente ao primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo
método da ligadura em ratos em func¢do do tempo e da dose pode ser visualizado na Figura 5.6.

O grupo Periodontite promoveu um aumento estatisticamente significante da atividade
granulocitica em comparacdo ao grupo Sham, independente do periodo experimental analisado
(p<0,05). Nos periodos experimentais de 7 (10 mg/kg/dia) e 14 dias (30 mg/kg/dia), o grupo
Montelucaste reduziu de maneira estatisticamente significante a atividade granulocitica quando
comparada com o grupo Periodontite (p<0,05). Nestes mesmos periodos e doses, os grupos
Sham e Montelucaste ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante entre si

(p>0,05).

Figura 5.6 — Efeito de Montelucaste sobre a atividade de mieloperoxidase a partir da coleta de tecido gengival
adjacente ao primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo método da ligadura
em ratos em fung@o do tempo e da dose
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Média + desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus Sham; #p<0,05 ¢ #p<0,01 versus grupo
Periodontite (n = 6 animais/ grupo)
Fonte: a autora
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5.6 ATIVIDADE DE GLUTATIONA NO TECIDO GENGIVAL

O efeito de Montelucaste sobre a formagao de radicais livres em tecido gengival por meio
da dosagem de glutationa esta apresentado na Figura 5.7. Essa anélise foi realizada apenas no
periodo experimental de 14 dias, na dose de Montelucaste de 30 mg/kg/dia.

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos experimentais

analisados (p>0,05).

Figura 5.7 — Efeito de Montelucaste sobre a formagao de radicais livres por meio da dosagem de glutationa a partir
da coleta de tecido gengival adjacente ao primeiro molar inferior no qual houve indugdo de
periodontite pelo método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Fonte: a autora

5.7 ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS CARBONILADAS

Os valores referentes a analise da expressdo de proteinas carboniladas no plasma
sanguineo encontram-se na Figura 5.8. Pode-se afirmar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos Sham, Periodontite e Montelucaste tanto nas

amostras de plasma, como no tecido gengival analisado (p>0,05).
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Figura 5.8 — Efeito de Montelucaste sobre a expressdo de proteinas carboniladas a partir do plasma sanguineo
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5.8 ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS MODIFICADAS POR 4HNE

Os valores referentes a analise da expressdo de proteinas modificadas por 4HNE no tecido
gengival encontram-se na Figura 5.9. Pode-se afirmar que ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos Sham, Periodontite e Montelucaste tanto nas amostras de plasma,

como no tecido gengival analisado (p>0,05).
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Figura 5.9 — Efeito de Montelucaste sobre a expressdo de proteinas modificadas por 4HNE no tecido gengival
removido na regido do primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo método
da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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5.9 EXPRESSAO GENICA TECIDUAL DE FATORES ASSOCIADOS COM O
METABOLISMO OSSEO E RECEPTORES ESPECIFICOS DE LTB4 E CIS-LTS E SEUS
PRECURSORES

A analise de PCR foi realizada em dois diferentes tipos de amostra: 1) tecido gengival; 2)
ligamento periodontal e osso alveolar; sendo todos provenientes de animais pertencentes ao
periodo experimental de 14 dias, na dose de Montelucaste de 30 mg/kg/dia. Os resultados
encontram-se nas figuras abaixo (Figuras 5.10 — 5.18).

Na figura 5.10 ¢ possivel observar a expressdo génica de coldgeno do tipo I no tecido
gengival no tempo experimental de 14 dias. Os grupos Sham, Periodontite e Montelucaste ndo
apresentam diferenga estatisticamente significante entre si (p>0,05).

Ao analisar a expressdo génica de RUNX2 no ligamento periodontal e tecido dsseo
alveolar, o grupo Montelucaste esteve relacionado com um aumento estatisticamente
significante da expressdo de RUNX2 quando comparado com os grupos Sham e Periodontite
(p<0,05) (Figura 5.11).

Na Figura 5.12, que retrata a expressao génica de RANK no ligamento periodontal e tecido

6sseo alveolar, os grupos Periodontite e Montelucaste promoveram um aumento
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estatisticamente significante da expressao de RANK em comparagdo ao grupo Sham (p<0,05).
Ainda, quando analisados os graficos da expressao génica de RANKL e OPG (Figuras 5.13 e
5.14), ndo foi possivel encontrar diferencas estatisticamentes significantes entre os grupos
(p>0,05).

Quando analisada a expressao génica da enzima LTA4H na figura 5.15, ndo foi possivel
encontrar diferenca estatisticamente significante entre os trés grupos experimentais no tecido
gengival (p>0,05). Por outro lado, ao analisar o tecido dsseo e o ligamento periodontal, o grupo
Montelucaste promoveu uma redugao estatisticamente significante da expressdo de LTA4H em
relacdo ao grupo Periodontite (p<0,05), ao passo que os grupos Sham e Periodontite, bem como
os grupos Sham e Montelucaste ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre
si (p>0,05). Ao analisar a expressdo génica de BLT1 (Figura 5.16), o grupo Montelucaste
promoveu uma redugao estatisticamente significante da expressao de BLT1 no tecido gengivial
quando comparado com o grupo Periodontite (p<0,05). Os demais grupos, independente do
tecido analisado, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si (p>0,05).

Ao analisar a expressao da enzima LTC4S (Figura 5.17) no osso alveolar e ligamento
periodontal ¢ possivel dizer que os valores encontrados no grupo Periodontite foram
estatisticamente maiores que os valores encontrados no grupo Sham (p<0,05). Ao comparar os
grupos Sham e Montelucaste entre si, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes (p>0,05). Por outro lado, quando comparados os grupos Periodontite e
Montelucaste, o grupo que recebeu tratamento esteve relacionado com uma reducao
estatisticamente significante da expressdao de LTC4S (p<0,05). No tecido gengival ndo foram
encontradas diferentes estatisticamente significantes entre os grupos experimentais analisados
(p>0,05).

Por fim, ao analisar a expressdo de CysLTR1 (Figura 5,18), ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos Sham, Periodontite ¢ Montelucaste,

independente do tecido periodontal analisado (p>0,05).
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Figura 5.10 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de Colageno tipo I a partir da coleta de tecido gengival
na regido de primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo método da ligadura
em ratos no periodo experimental de 14 dias, na dose de Montelucaste de 30 mg/kg/dia
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Figura 5.11 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de RUNX2 a partir do ligamento periodontal e osso
alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo método
da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Figura 5.12 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de RANK a partir da coleta do ligamento periodontal
e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo
método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Figura 5.13 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de RANKL a partir da coleta do ligamento
periodontal e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve indugdo de
periodontite pelo método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Figura 5.14 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de OPG a partir da coleta do ligamento periodontal
e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve indugdo de periodontite pelo
método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Figura 5.15 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de LTA4H a partir da coleta de tecido gengival, bem
como ligamento periodontal e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve
indugdo de periodontite pelo método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Figura 5.16 — Efeito de Montelucaste sobre expressao génica de BLT1 a partir da coleta de tecido gengival, bem
como ligamento periodontal e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve
indugdo de periodontite pelo método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias

4-
o .
]
g ]
S -
g 3. 3 Sham
& ] H Periodontite
5 2_' Montelucaste
3 I
8
&
g 1
0-

TG LP+ OA

Média = desvio padrio. “p<0,05 versus grupo Periodontite (n = 5 animais/ grupo). TG: tecido gengival; LP + OA:
tecido de ligamento periodontal e osso alveolar
Fonte: a autora

Figura 5.17 — Efeito de Montelucaste sobre expressdo génica de LTC4S a partir da coleta de tecido gengival, bem
como ligamento periodontal e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve
indugdo de periodontite pelo método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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Figura 5.18 — Efeito de Montelucaste sobre expressao génica de CysLTR1 a partir da coleta de tecido gengival,
bem como ligamento periodontal e osso alveolar na regido de primeiro molar inferior no qual houve
indugdo de periodontite pelo método da ligadura em ratos no periodo experimental de 14 dias
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito do uso de antagonista do receptor de leucotrienos sobre
a periodontite experimental induzida pelo método da ligadura em ratos e demonstrou pela
primeira vez que o uso de Montelucaste levou a uma diminui¢ao da perda 6ssea alveolar, com
uma elevagdo da expressao de RUNX2, bem como uma diminui¢do da infiltragdo granulocitica
analisada pela atividade de mieloperoxidase.

Para indugdo da periodontite experimental foi utilizado o método da colocagado de ligadura
bilateral nos primeiros molares inferiores, o qual se mostrou efetivo pois esteve relacionado
com uma maior perda dssea alveolar e um aumento da atividade granulocitica. O uso da ligadura
¢ um método de inducdo de periodontite experimental amplamente utilizado e com eficacia
comprovada, sendo utilizado e documentado desde a década de 70 (Weiner et al., 1979;
Holzhausen et al., 2011; Spolidorio et al., 2014). O mecanismo pelo qual a ligadura promove a
periodontite experimental ndo se baseia no trauma mecanico. A colocacdo do fio de algoddo na
regido do sulco induz o acumulo de biofilme, promovendo a ativagdo do sistema
imunoinflamatdrio, o que leva a inflamagao tecidual e a perda dssea alveolar. Além disso, o
biofilme ¢ muito similar ao biofilme humano, sendo principalmente composto por espécies de
Actinomyces, Fusobacterium, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Porphyromonas
gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Vargas-Sanchez et al., 2017).

O Montelucaste pertence ao grupo dos antagonistas seletivos do receptor de leucotrienos
por ter seu mecanismo de a¢do baseado no bloqueio reversivel do receptor de Cis-LTs, atuando
especificamente sobre CisLTR1, de maneira seletiva sobre LTD4 (Riccioni et al., 2007; Ersoy
et al., 2008; Tintinger et al., 2010; Mohamadin et al., 2011; Calapai et al., 2014; Ibrahim et al.,
2014). Ainda, como mecanismo de agdo secundario, dose-dependente, o0 mesmo pode ser
considerado um inibidor de 5-LO e de LTB4 (Anderson et al., 2009; Tintinger et al., 2010).
Desta forma, foi realizada a anélise de expressdo génica de BLT1, CisLTRA, LTA4H e LTC4S
para verificar a efetividade da dose do fdrmaco, bem como a via de administracdo escolhida
(gavagem).

O uso de Montelucaste na dose de 30 mg/kg/dia esteve relacionado com uma redugio
significante na expressdo da enzima LTA4H, a qual participa do inicio da cascata da formagao
de leucotrienos; bem como uma reducao da expressao do receptor BLT1 e da enzima LTC4S.
Com relagdo a expressdo génica de CisLTRI1, foi possivel verificar uma tendéncia de reducao

de sua expressdo no grupo que recebeu o medicamento antagonista do receptor de leucotrienos.
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Os dados do estudo atual corroboram com estudo conduzido em ratos submetidos a isquemia
intestinal, no qual, ao receberem Montelucaste em diferentes doses (0,2, 2 e 20 mg/kg), foi
verificada uma reducdo na expressdo de CisLTR1 (Wu et al., 2015). Dessa forma, pode-se
concluir que o uso de Montelucaste no presente estudo promoveu uma redugdo na expressao de
leucotrienos, atuando tanto sobre os cisteinil-leucotrienos, bem como sobre o LTB4.

Apos verificagdo do mecanismo de a¢do de Montelucaste sobre os LTs, foi analisada a
influéncia do farmaco sobre a perda 6ssea alveolar. Como resultado das andlises macroscopica
e histopatolégica, em todos os periodos experimentais, o grupo Periodontite diferiu
estatisticamente do grupo Sham, o que comprova a eficacia do método da ligadura em induzir
a periodontite experimental e, consequentemente, a perda oOssea alveolar. Estudo recente,
também conduzido em ratos, com o objetivo de identificar a cinética do processo de perda Ossea
alveolar por meio da comparacao de diferentes analises metodologicas, mostrou que, por meio
da andlise macroscopica, foi possivel identificar a perda dssea alveolar induzida pelo método
da ligadura a partir do 7° dia, a qual progride e, posteriormente se estabiliza até o periodo
experimental de 60 dias (Vargas-Sanchez et al., 2017).

O grupo Montelucaste, o qual também foi submetido a indugdo da periodontite
experimental pelo método da ligadura, apresentou uma perda dssea alveolar estatisticamente
maior que o grupo Sham, independente do periodo experimental. No entanto, a partir do periodo
experimental de 14 dias, os animais que receberam tratamento com Montelucaste passaram a
apresentar uma perda oOssea alveolar estatisticamente menor que o grupo Periodontite,
demonstrando a eficicia do farmaco na reducdo da perda 6ssea alveolar. Em estudo conduzido
com camundongos que receberam carga mecanica durante 12 dias e foram tratados com
Montelucaste na dose de 2 mg/kg/dia, via gavagem, o mesmo também esteve relacionado com
uma reducdo da perda 6ssea (Moura et al., 2014). Ainda, estudo realizado in vitro demonstrou
que a presenca de Montelucaste em cultura celular de linhagens 6sseas levou a supressdo da
formacao de osteoclastos, células responsaveis pela reabsor¢ao dssea, tanto nas fases precoces,
como nas tardias da osteoclastogénese (Lee et al., 2012).

Estudo conduzido em camundongos, os quais foram submetidos a fratura do fémur e
receberam Montelucaste na dose de 1,5 mg/kg/dia, via gavagem, durante 28 dias, demonstrou
que o medicamento promoveu uma melhora no reparo da fratura dssea apenas nos periodos de
7 a 14 dias (Wixted et al., 2009). Ainda, estudo realizado em ratas Wistar fémeas submetidas a
fratura de tibia em associagdo com o uso de Montelucaste durante 3 e 6 semanas, falhou em
demonstrar a eficacia do uso de antagonista do receptor de leucotrienos sobre a formacao dssea

(Cakici et al., 2011).
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Esses dados divergentes em relacdo aos resultados do estudo atual podem ser explicados
devido a diferenga do método utilizado. Em nosso estudo foi avaliado o efeito anti-
osteoclastogénese do Montelucaste, enquanto que nos trabalhos citados no paragrafo anterior,
os autores discorrem sobre a auséncia de um papel do fairmaco na regeneracdo Ossea. Nos
estudos reportados acima, o modelo experimental ¢ de fratura 6ssea, o qual esta relacionado
com ossificagdo endocondral, formagao de calo dsseo, e unido da fratura (Wixted et al., 2009;
Cakici et al., 2011). Os estudos mostram que o aumento da ossificagdo endocondral ocorre até
14 dias ap6s a fratura, indicando que o maior processo de nova formacdo dssea ocorre neste
periodo (Wixted et al., 2009; Cakici et al., 2011). Desta forma, sugere-se que no estudo de
Cakici et al. (2011) ndo foi demonstrada a eficacia do Montelucaste, pois o calo 6sseo ja havia
sido formado nas primeiras duas semanas ap0s fratura. No modelo de periodontite experimental
o mecanismo de remodelamento 6sseo € mais direto, ou seja, o farmaco deve impedir ou reduzir
o processo de reabsor¢ao 0ssea alveolar, o qual ndo ¢ influenciado pela ossificagdo endocondral
(Madeira et al., 2017). Assim, o estudo atual demonstrou que o uso de antagonista do receptor
de leucotrienos promoveu uma reducdo da perda 6ssea alveolar nos periodos de 14 e 21 dias.

O remodelamento 6sseo ¢ regulado pelas células osteoblasticas e osteclasticas, as quais
sdo responsaveis pela deposicdo e reabsorcdo Ossea, respectivamente. A formagdo de
osteclastos ¢ dependente da ligagcdo entre RANK e RANKL, iniciando assim a reabsor¢ao 6ssea
(Zhen; Shi, 2018). Neste sentido, com o intuito de identificar o mecanismo pelo qual o
Montelucaste reduz a perda 6ssea alveolar, foi realizada a analise de expressao génica de fatores
associados com o metabolismo 6sseo, como RANK, RANKL, OPG, RUNX2.

A partir de resultados encontrados em dois estudos laboratoriais realizados em ratos, a
perda dssea atinge seu pico no periodo experimental de 14 dias, o qual permanece constante até
os 60 dias (Spolidorio et al., 2004; Vargas-Sanchez et al., 2017). Com base nestes dados, todas
as andlises foram realizadas apenas no periodo experimental de 14 dias, na dose de 30 mg/dia,
visto que o efeito de Montelucaste ¢ dose-dependente (Wei et al., 2018).

Estudo anterior aponta que a periodontite experimental provome uma reducdo
estatisticamente significante na expressdo génica do fator de transcrigdo RUNX2, o qual esta
relacionado com a diferenciagdo de osteoblastos, quando comparado com o grupo controle
(Karatas et al., 2019). Esse fato pode ocorrer em consequéncia do aumento da expressdo de
TNF-a devido ao processo inflamatorio ativado na presenga de biofilme, a qual acaba por inibir
a expressdo de RUNX2, bem como promover a sua degradacao (Meng et al., 2018). Por outro

lado, o uso de Montelucaste esteve relacionado com um aumento estatisticamente significante
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da expressao génica do fator de transcrigdo RUNX no tecido 6sseo e ligamento periodontal. Os
resultados atuais corroboram com estudo conduzido in vitro com células pré-osteoblasticas, o
qual demonstrou que, ao adicionar o farmaco Montelucaste na cultura, nas concentracdes de 15
e 30 umol/L, durante 24 horas, o mesmo induziu um aumento da expressdo de RUNX2 (Wei et
al., 2018). Desta forma, pode-se sugerir que o uso de Montelucaste pode auxiliar o processo de
neoformacao 6ssea devido ao aumento da expressdao de RUNX2 com a consequente ativacao
de osteoblastos.

Ainda, tanto o grupo Periodontite como o grupo Montelucaste obtiveram um aumento da
expressdo de RANK no tecido 6sseo e ligamento periodontal. Por outro lado, ndo houve
alteracdo significante na expressdo de RANKL e OPG em nenhum dos grupos experimentais.
No entanto, embora o uso de Montelucaste ndo tenha reduzido de maneira estatisticamente
significante a expressdo de RANK, ¢ possivel verificar uma tendéncia de reducdo da mesma,
além de ser possivel verificar uma expressiva tendéncia de aumento da expressao de OPG. No
estudo de Moura et al. (2014), j& descrito anteriormente, a carga mecanica aplicada sobre os
dentes dos camundongos promoveu um aumento da expressdo de RANK, porém, quando
administrado o Montelucaste, houve uma reducdo estatisticamente significante da expressao do
mesmo. Além do mais, os autores encontraram um aumento estatisticamente significante na
expressdo de RANKL/ OPG. Em estudo in vitro realizado com cultura celular osteoclastica, ao
ser adicionado Montelucaste, houve uma redugdo da ligagao entre RANK e RANKL, devido a
uma redugdo da expressdo de RANK, sugerindo assim o efeito do medicamento sobre a inibigao
da formagdo de osteoclastos e, consequentemente a perda ¢ssea (Kang et al, 2018). Quanto
maior a expressao de RANKL/ OPG, e menor a expressdo de RANK, maior serd o processo de
neoformacao ossea (Moura et al., 2014). Assim, pode-se dizer que, no estudo atual, a inducao
da periodontite experimental promoveu um aumento da expressdo de RANK, o qual esta
relacionado com o processo de reabsor¢ao 6ssea pela ativagao osteoclastica.

Quando analisada a degradacdo de colageno nos tecidos periodontais, ¢ possivel afirmar
que até o periodo experimental de 14 dias ndo houve alteracdo estatisticamente significante
entre os grupos. Porém, no periodo experimental de 21 dias, tanto o grupo Periodontite como o
grupo Montelucaste mostraram uma redugdo na presenca de fibras colagenas em comparagdo
ao grupo Sham. Este resultado contrapde a literatura, visto que os estudos mostram que a maior
degradacdo de colageno deveria ocorrer no inicio do processo inflamatorio (7 dias), devido a
grande presenca de células inflamatdrias na regido; ao passo que, no periodo de 21 dias deveria
estar ocorrendo uma adaptagdo tecidual e ndo uma degradacdo de coldgeno acentuada (Li;

Amar, 2007; Chang et al., 2013). A medida que os neutréfilos, primeiras células de defesa,
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migram para regido em que hé infeccdo periodontal, MMPs também realizam esse processo
(Pouliot et al., 2000). Neste sentido, como as MMPs estdo envolvidas na destrui¢do de
colageno, ¢ possivel explicar porque a maior destrui¢do tecidual ocorre nos periodos iniciais da
periodontite experimental (Yang et al., 2017).

No que se refere a eficacia de Montelucaste sobre a atividade colagenocitica, os dados
sdo controversos. Em estudo conduzido em ratos, com o objetivo de analisar a eficicia de
Montelucaste sobre a cicatrizagdo de tendao, foi observado que o farmaco esteve relacionado
com a presenca de fibras coldgenas bem orientadas. No entanto, esse resultado pode ser
explicado devido ao firmaco promover uma diminui¢do do turnover, € ndo uma indugdo da
formacao de novas fibras colagenas (Polat et al., 2013). Estudos conduzidos por Tolazzi et al.
(2009) e Peters-Golden e Brock (2000) afirmam que o Montelucaste tem efeito inibidor sobre
a maturacdo de colageno. Ainda, concordando com essa afirmacdo, estudo conduzido em
camundongos demonstrou que o bloqueio de leucotrienos devido ao uso de Montelucaste,
administrado juntamente com a racdo na concentragdo de 50 pg/g por peso do animal/dia,
durante 6 semanas, esteve relacionado com uma diminuic¢do da deposi¢ao de colageno na regido
de pulmao (Ochkur et al., 2013). Desta forma, pode-se sugerir que o uso de Montelucaste pode
interferir de maneira negativa sobre a produgdo e maturacao de colageno.

A partir da colocagdo da ligadura na regido dos primeiros molares inferiores, uma resposta
inflamatoria ¢ ativada. Dentre as células de defesa, os neutrofilos sdo os primeiros a chegar na
regido em que ocorreu o processo infeccioso. Para exercer sua funcdo protetora, o neutrofilo
apresenta a enzima mieloperoxidase, a qual tem importante fun¢do antibacteriana, além de
contribuir para seu melhor funcionamento celular em situacdes de agressdo (Reber et al., 2017).
Porém, sabe-se que embora o neutrofilo apresente importante mecanismo protetor, 0 mesmo
acaba provocando, de maneira indireta, destrui¢do tecidual (Reber et al., 2017). Neste sentido,
a trabalho avaliou a infiltragdo granulocitica pela atividade de MPO no tecido gengival dos
animais. Em todos os periodos experimentais, houve um aumento da expressdo da enzima no
grupo Periodontite em comparagdo ao grupo Sham, comprovando mais uma vez a eficacia do
método de ligadura para indugdo da periodontite experimental. O Montelucaste foi efetivo na
reducdo da expressdo da enzima no periodo experimental de 7 dias e no periodo de 14 dias
quando administrada a dose de 30 mg/kg.

Em estudo de isquemia testicular aguda conduzido em ratos, o uso de Montelucaste foi
capaz de inibir a infiltragdo granulocitica nos periodos iniciais no processo inflamatorio (Silay

et al., 2014). Ainda, outro estudo conduzido em ratos demonstrou que o uso de Montelucaste,
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na dose de 10 mg/kg, foi capaz de impedir o dano renal agudo provocado por farmaco especifico
devido a reducdo de mieloperoxidase (Abdel-Raheem et al., 2014). Desta forma, torna-se
possivel afirmar a efetividade de Montelucaste na reducdo da atividade granulocitica de
neutrdfilos no inicio do processo inflamatorio.

De maneira interessante, em nenhum periodo experimental o uso de Montelucaste foi
capaz de promover alteracdo significativa sobre os marcadores relacionados com o estresse
oxidativo analisados no estudo (glutationa, proteinas carboniladas e proteinas modificadas por
4HNE). A glutationa foi escolhida como um marcador para avaliar o estresse oxidativo pois
autores apontam que ha um aumento de sua expressdo na periodontite experimental (de Aratijo
et al., 2013), além de participar da formacao de espécies reativas de oxigénio (Schupp et al.,
2008). No que se refere a escolha da andlise de proteinas carboniladas, foi demonstrado que
suas altas concentragdes na saliva se relacionam com um alto indice de lesdo oxidativa. Além
disso, ao analisar sua expressdo na presenca de doenga periodontal, os individuos doentes
apresentaram niveis elevados de proteinas carboniladas (Sculley; Langley-Evans, 2003). Outro
estudo demonstrou que a presenca de P. gingivalis induziu a producdo de EROs na corrente
sanguinea associados a um aumento da expressao de proteinas carboniladas (Bengtsson et al.,
2008). Ainda, foi demonstrado que a carbonilagdo de proteinas pode ser gerada devido a
formacao de produtos aldeidos reativos, como 4HNE (Bengtsson et al., 2008).

Neste sentido, no presente estudo também buscou-se analisar a expressdo de 4HNE. A
peroxidagdo lipida estd sempre associada com a formagdo de aldeidos reativos (Onder et al.,
2017). Dentre esses aldeidos, o 4HNE estd relacionado com a peroxidacdo do dacido
araquidonico, o qual origina o LT, alvo de estudo do trabalho em questdo (Onder et al., 2017).
Ao analisar a saliva de pacientes com doenga periodontal, foi encontrado um aumento da
expressao de 4HNE quando comparado com individuos saudaveis (Hendek et al., 2015). Ainda,
outro estudo demonstrou um aumento de sua expressao no soro sanguineo de pacientes com
doenga periodontal (Onder et al., 2017).

Em estudo conduzido por Barin et al. (2017), o grupo constatou que apenas no periodo
experimental de 15 dias ap6s a colocagdo da ligadura era possivel identificar uma diferenca na
expressao de glutationa entre o grupo controle e o grupo submetido a periodontite experimental.
Porém, diferengas entre os niveis de peroxida¢do lipidica ja foram identificadas a partir do
sétimo dia, as quais foram mantidas até o ultimo periodo experimental analisado (30 dias). Em
contrapartida, os dados do estudo atual concordam com os resultados encontrados no estudo de
Kirzioglu et al. (2017), o qual também nao encontrou diferenca significativa na expressao de

glutationa e da enzima superoxido dismutase entre o grupo submetido a periodontite
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experimental e o grupo controle, independente do periodo analisado. Assim, embora grande
parte dos estudos disponiveis na literatura tenham sugerido que a periodontite est4 relacionada
com um aumento da expressdo de marcadores associados ao estresse oxidativo, o estudo em
questdo ndo encontrou tal alteracao.

No que se refere a seguranca clinica do Montelucaste, nenhum animal do estudo
apresentou efeito colateral em decorréncia do uso do medicamento. Todos ganharam peso no
decorrer do experimento e mantiveram seus comportamentos inalterados. Uma revisdo
sistemadtica realizada com estudos clinicos randomizados concluiu que a ocorréncia de efeitos
colaterais consequentes ao uso do Montelucaste ¢ semelhante ao grupo controle, demonstrando
assim a seguranca clinica do farmaco (Joos et al., 2008).

Diante dos resultados do presente estudo, ¢ importante salientar suas limitacdes. O
trabalho foi conduzido em ratos Wistar machos e, apesar da grande semelhanga fisiologica,
celular e molecular entre estes roedores e os humanos, a extrapolagcdo dos resultados deve ser
realizada com cautela. Além disso, a dose de 30 mg/kg foi testada apenas em um periodo
experimental. Neste sentido, estudos futuros sdo necessarios para testar o uso do antagonista de
leucotrienos em diferentes doses e periodos experimentais, bem como testar o mesmo em outras
formulagdes e em outros modelos experimentais. Por fim, para que o Montelucaste possa ser
utilizado como modulador da resposta do hospedeiro em pacientes com doenga periodontal,

mais estudos devem ser conduzidos.
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7 CONCLUSAO

O uso de antagonista do receptor de leucotrienos em ratos submetidos a periodontite
experimental levou a uma redugdo significativa da perda oOssea alveolar, sendo esse efeito
possivelmente explicado pela redugdo do infiltrado granulocitico e pelo aumento da expressao
génica de RUNX2 nos tecidos periodontais. Conclui-se assim que a utilizacdo de antagonista
do receptor de leucotrienos modulou o desenvolvimento da periodontite induzida pelo método

da ligadura em ratos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliag8o do efeito do Montelucaste, antagonista do
receptor de leucotrienos, sobre a perda 4ssea alveolar induzida pelo método da ligadura em
ratos", registrada com o n° 038/2015, sob a responsabilidade de Marinella Holzhausen
Caldeira, Gilson Cesar Nobre Franco, Marcelo Nicolds Muscaré, e Marcella Goets Moro, que
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Odontologia da USP, em reuni&o de 09/05/2016.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagéo 09/05/2016 a 08/05/2019

Espécie/linhagem/raca Rato Heterogénico, Wistar

N° de animais 36

| Peso/ldade 200-250g / 6-8 semanas
Sexo Masculino
Origem Biotério do ICB/USP

S#o Paulo, 12 de maio de 2016.

Brof. %r. %% Elias %ana—Chavez

Coordenador da CEUA-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - $3o Paulo, SP - Ce
3 ), SP = 05!
www.fo,usp.br S
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UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Tel. (11) 3091 7842
ceuafo@usp.br

Of. CEUA n° 021/2016

S0 Paulo, 07 de junho de 2016.

Prezada Professora,

Em resposta a solicitagio de adendo ao Protocolo CEUA 038/2015 aprovado em
19 de maio de 2015 pela CEUA/FOUSP, para inclus&o de 36 ratos Wistar machos ao
projeto intitulado “Avaliagio do efeito do Montelucaste, antagonista do receptor de
leucotrienos, sobre a perda éssea alveolar induzida pelo método da ligadura em ratos”,
informamos que a Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia
da USP, aprovou sua solicitagdo em reunifio ordindria realizada em 068 de junho de

2016.
Prof. Dr. Victor Elias Arana-Chavez
Coordenador da CEUA-FOUSP
lima. Senhora

Profa. Dra. Marinella Holzhausen Caldeira
Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo

Av. Prof., Lineu Prestes, 2227 - 530 Paulo, SP - Cep 05508-000
www.fo.usp.br
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANII\AﬂsAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS_BIOMEDIC
UNIVERSIDADE DE §AO PAULO

- )1l - 05508 000
i . fessor Lineu Prestes. 2415-1CB
i i ria “Armando de Salles Oliveira”, Butantd, Sa0 Paulo, SP -+ AvV. Pyo
ROVt CEUA-CB/USP - Te 7733 - e-mail: eep@icb.uspvbt

lefone (1 1)109‘1///—

CERTIFICADO

Certificamos que O projeto.intitulado “AVALIAGAO DO EFEITO DE MONTELUCASTE, ANTAngglI;:': SS
RECEPTOR DE LEUCOTRIENOS, SOBRE A PERDA OSSEA ALVEOLAR INDUZIDA PELO METODO DA LI !

RATOS", registrado sob o protacolo n® 81/2016, que envolve a produgdo, manuten;&P e/9u u'tilizagao de amm:ns
pertencentes a0 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto 0 homem), para fins de Pesquisa C:entlﬂca: encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagﬁo Animal (CONCEA). Ante esta
conformidade, o referido projeto foi avaliado e aprovado em 26/08/2016 pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de 530 Paulo (CEUA-ICB/USP), outorgando esta licenga

de uso de animais com validade de 4 ano(s) a partir da data de aprovagdo.

- investigador Principal: Dr.(a.) Marcelo Nicolas Muscard
_ -Departamento: Farmacologia

- Membros da Equipe: Gilson Cesar Nobre Franco (Pesquisador colaborador), Marcella Goetz Moro (Pés-gmduando),
Marinella Holzhausen Caldeira (Investigador principal), Flévia Neto de Jesus, Emmanuel Albuquerque

Ao final do periodo outorgado por esta licenga, o pesquisador responsavel dever4 encaminhar a esta
comiss3o, até o ultimo dia de validade da atual proposta, relatério final de acordo com a Resolugdo Normativa
CONCEA n® 30/2016 - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
pesquisa Cientifica (DBCA), conforme modelo constante no endereco eletrénico mw.ich.usg.pr[cgug. Havendo
interesse na renovagdo do projeto, a solicitagdo dever4 ser protocolada pela Secretaria da CEUA-ICB/USP até o

itimo dia de validade da atual proposta. Apds esta data uma nova proposta devera ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitled “EFFECTS OF MONTELUKAST, A LEUKOTRIENE RECEPTOR
ANTAGONIST, ON ALVEOLAR BONE LOSS INDUCED BY LIG

ATURE IN RATS", protocol ne 81/2016, which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except humar.\‘), for Scientific Research Purposes, is in accordance with the provisions of the Law n2 11.794 passed
on October 8™, 2008, Decree n? 6899 passed on July 15", 2009, and the rules issued by the National. Council for
Control and Animal Experimentation (CONCEA). According to this legislation, the project was evaluated and
approved on 8/26/2016 by the ETHICS COMMITTEE ON ANIMAL USE, Institute of Biomedical Sciences, Uni
sao Paulo (CEUA-ICB/USP), and the license for animal use is valid for 4 year(s) from the date of 5 Universty of
- Principal Investigator: Dr.(a.) Marcelo Nicolas Muscard et

- Team members: Gilson Cesar Nobre Franco (Colaborator Resea
rcher), Marcella
Marinella Holzhausen Caldeira (Principal Investigator), Flévia Neto de Jesus, Emmanggle me(:l’:;g:a duate Student)

At the end of the perlod-granted by this license, thve Pri 3
) ncipal investigator mustsubmit afinat*rep: -
t:r: r:;c:ieectm t::‘:‘l: c:mmlttee, according to the Rule n® 30 and the Diretriz Brasileira para o Cuidad i
ades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) issued by the CONCEA. If a rene:realaogttirl\lza;a‘} o
5 e project

is intended, the request must be submitted to th
e CEUA-ICB/U!
proposal. After this date, a new proposal must be prepared. FESEESSRSTY FEStriae plottioh S EOL

Espécie/Species Linha,
gem/Strain Sexo/Gende
Esp pe: e Sex hg/m'e r Isds:::-l’esol Age-Weight Total
norveg nas/weeks 72
@ | Sso Paulq, 29 de agosto de 2016.
Prof. Dr. Anderson de $& Nunes
Coordenador CEUA-ICB/USP Fliane Ap::rc:::r‘lsao(';tls:l. /' e
-ICB/USP
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Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira®, Butants, S&o Paulo, SP - Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB i - 05508 000
Comissao de Etica no Uso de Animais - Telefone (11) 3081-7733 - e-mail: cep@icb.usp.br

Decl. CEUA.029.2017

DECLARACAO

Em adendo ao Certificado n® 081/2016/CEUA, de 26/08/2016, aprovo a
incluséo dos animais abaixo indicados ao Protocolo "Avaliagdo do efeito de Montelucaste,
antagonista do receptor de leucotrienos, sobre a perda éssea alveolar induzida pelo método
da ligadura em ratos”, de responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo Nicolds Muscar4, do
Departamento de Farmacologia, para continuidade do estudo:

Espécie Linhagem Sexo Idade oupeso | Quantidade I
Rattug : Wistar Macho 6-8 semanas 264 7
norvegicus

Sdo Paulo, 07 de margo de 2017.

2 . /o
wary Valuma, SHo
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita
Vice-coordenadora da CE_UA-ICB/USP



