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RESUMO

A remodelacdo Ossea representa um processo de suma importancia no
sistema esquelético humano. Entretanto, um desequilibrio na funcdo ou ativacao
excessiva de osteoclastos pode resultar em extensas reabsorcfes dsseas. Nesse
contexto, peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) podem apresentar um
potencial no desenvolvimento de novas terapias. Nessa perspectiva, 0 presente
estudo avaliou o efeito dos peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37, na
supressdo da osteoclastogénese in vitro mediada pelo ligante do receptor de
ativacdo do fator nuclear kappa B (RANKL). Estes resultados foram comparados
com medicac¢Bes utilizadas clinicamente, hidroxido de célcio P.A. e doxiciclina, em
terapias endododnticas e periodontais, respectivamente. Os parametros analisados
em culturas da linhagem celular RAW 264.7, com ou sem recombinante (r) RANKL,
PDHs e controles clinicos, foram: (1) viabilidade celular pelo método de MTT; (2)
producdo de oOxido nitrico (NO); e numero de osteoclastos diferenciados, apoés
coloracdo de fosfatase acida tartarato resistente (TRAP). Os resultados
demonstraram que os PDHs e os controles clinicos ndo foram citotdxicos as células,
exceto na presenca de 128 pg.mL' de doxiciclina apés 72 h, na presenca e
auséncia de rRANKL, que apresentou reducdo de cerca de 50% da viabilidade
celular. A producao de NO foi mantida estavel ou reduzida na presenca de todas as
concentracbes dos PDHs e controles clinicos, comparados ao grupo controle, na
auséncia de rRANKL. Como esperado, a presenca de rRANKL elevou sutilmente os
niveis da producdo de NO. No entanto, a presenca dos PDHs e controles clinicos
permitiram ora estabilidade, ora reducdo dos niveis de NO, quando comparados ao
grupo controle, exceto na presenca de 2 ug.mL?' de doxiciclina apés 7 dias, que
promoveu aumento significativo na producdo de NO. Na osteoclastogénese, todos
os PDHs e controles clinicos foram capazes de reduzir a diferenciagdo de
osteoclastos. Em conclusdo, os PDHs podem atuar como potenciais supressores da
osteoclastogénese in vitro. Dessa forma, o uso dos PDHs se apresenta como uma
forma terapéutica promissora para o0 tratamento de reabsor¢cdes Osseas
perirradiculares e periodontais.

Palavras-chave: osteoclastogénese; RANKL; RAW 264.7; peptideos de defesa do

hospedeiro.



ABSTRACT

Bone remodeling is an important process in the human skeletal system.
Nevertheless, an imbalance in the osteoclast function or its excessive activation, may
result in extensive bone resorption. In this context, host defense peptides (HDPSs)
may have a potential for novel therapies development. This study evaluated the
potential of HDPs clavanin A, clavanin MO and LL-37 in down-regulate in vitro
receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL)-mediated
osteoclastogenesis. HDPs results were compared to currently available medications
for endodontic and periodontal therapies, calcium hydroxide P.A. and doxycycline,
respectively. The parameters analyzed in cell line RAW 264.7 cultures stimulated
with or without recombinant (r) RANKL and HDPs and clinical controls were: (1) cell
viability by MTT method; (2) nitric oxide production (NO); and (3) number of
differentiated osteoclasts, after tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining.
Results showed that HDPs and clinical controls were not cytotoxic, except in the
presence of 128ug.mL* of doxycycline after 72 h, in the presence and absence of
rRANKL, which decreased about 50% the cell viability. The NO production was kept
stable or reduced in the presence of all concentrations of HDPs and clinical controls,
compared to the control group, in the absence of rRANKL. Otherwise, the presence
of rRANKL subtly up-regulated the NO production levels. However, the presence of
HDPs and clinical controls remained stable or reduced the NO production compared
to the control group, except in the presence of 2 ug.mL* of doxycycline after 7 days,
which up-regulated NO production. During the osteoclastogenesis process, all HDPs
and clinical controls were capable of reducing the osteoclasts differentiation. In
conclusion, host defense peptides can act as potential suppressors of in vitro
osteoclastogenesis. Thus, HDPs represent promising drugs for periradicular and
periodontal bone resorption treatments.

Keywords: osteoclastogenesis; RANKL; RAW 264.7; host defense peptides.
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1 INTRODUCAO

A remodelacao 6ssea consiste em um processo hatural de suma importancia.
Entretanto, quando h&d um desequilibrio na funcdo ou na ativacdo excessiva de
osteoclastos, podem gerar-se extensas reabsor¢cdes 6sseas como as presentes em
doencas 0Osseas sistémicas e intrabucais, ao exemplo de lesbes perirradiculares e
da doenca periodontal (1, 2). O tratamento endoddéntico consiste na remoc¢édo do
contelido séptico necrético da polpa dentéria, preparo quimico e mecéanico além da
utilizacdo de medicacdo intracanal, possibilitando a reducdo da infeccao (3). J& o
tratamento da doenca periodontal, baseia-se na eliminacdo das bactérias presentes,
principalmente por meio de debridamento mecanico do biofilme dentéario (cirdrgico
ou ndo cirargico), podendo ser combinado a terapia antibidtica, especialmente em
casos de periodontite refrataria (4). No entanto, apesar do grande indice de sucesso,
tais terapias ainda podem apresentar falhas em casos especificos, principalmente no
gue tange a capacidade das medicacdes existentes, de combater efetivamente
microrganismos resistentes, e a possibilidade de o individuo responder de forma
efetiva a esses tratamentos propostos.

Assim, faz-se necessaria a busca por novas terapias que oferecam novos
beneficios, além dos j4 propostos nas medicacdes utilizadas atualmente. Neste
sentido, os peptideos de defesa do hospedeiro (PDHSs) sdo apresentados como nova
proposta para o desenvolvimento de medicacdes intracanais e adjuvantes das
terapias mecanicas periodontais, devido sua provavel atividade imunomodulatéria e
antimicrobiana, que pode se apresentar por meio de diferentes mecanismos, com
probabilidade, assim, de dificultar a resisténcia destes microrganismos (5, 6).

Diante de resultados obtidos previamente, sugeriu-se a capacidade
imunomodulatdria e reducédo do processo de osteoclastogénese, na presenca dos
peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37 (7), por meio de analises in vitro. No
entanto, sdo escassas as informacdes na literatura de referéncia em relacdo a
reducdo da osteoclatogénese a partir dessas biomoléculas. Portanto, este trabalho
visou a avaliacdo do potencial dos peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37,
comparados as medicacdes disponiveis atualmente, hidroxido de calcio P.A. e

doxiciclina, na supresséo da osteoclastogénese in vitro mediada pelo rRANKL. Além
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disso, objetivou-se, nesta pesquisa, a determinacdo do potencial de uso dessas
biomoléculas no tratamento de lesdes endoddnticas e da doenca periodontal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSTEOCLASTOS E REABSORCAO OSSEA

Com a finalidade de manter o sistema esquelético saudavel em estrutura e
funcdo, a remodelacdo Ossea se torna um processo constante e de suma
importancia ao longo da vida, diante do equilibrio entre a reabsorcdo éssea realizada
por osteoclastos e a formacdo éssea por meio dos osteoblastos. No entanto, um
desequilibrio patolégico nesses processos celulares pode resultar em reabsorcées
0sseas extensas (8). Esse tipo de reabsorcédo pode ser constituida por duas etapas
incluindo a osteoclastogénese, que consiste na diferenciacdo da célula pré-
osteoclastica (mondécito/macrofago) em osteoclasto multinucleado e a ativacao dos
osteoclastos (9). Os osteoclastos consistem em células altamente especializadas,
derivadas de uma linhagem hematopoiética mondcito/macréfago, cujo
desenvolvimento pode ser regulado por osteoblastos (8). Os osteoblastos por sua
vez, podem ser derivados de células estaminais mesenquimais, e apés a formacédo
O0ssea podem sofrer apoptose. Logo, os osteoblastos podem tornar-se células de
revestimento 6sseo ou podem cercar-se de matriz extracelular. Assim, o0s
osteoblastos, depois de mineralizados, podem tornar-se ostedcitos e podem ser
incorporados a matriz 6ssea mineralizada (8). A por¢cdo mineralizada da matriz
extracelular pode ser composta em grande parte por fosfato de calcio na forma de
hidroxiapatita, acrescida de um extensivo colageno tipo I, rico em matriz extracelular
organica (8).

Os mondcitos/macrofagos podem se diferenciar em  osteoclastos
multinucleados. A diferenciacdo pode ocorrer pela acdo do fator de estimulagcéo de
colénias de macréfagos (M-CSF) e pelo ligante do receptor de ativacdo do fator
nuclear kappa B (RANKL) (10), uma proteina produzida por osteoblastos, células do
estroma 6sseo e linfocitos T e B ativados (9) e fibroblastos gengivais. Nesse sentido,
citocinas, como a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-q,
podem aumentar a atividade dos osteoclastos. A IL-6 pode ser produzida por
osteoblastos que, direta ou indiretamente (pelo estimulo da producdo de RANKL)

ativam esses osteoclastos (11). O RANKL e a osteoprotegerina (OPG) estdo entre
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as proteinas mais conhecidas e envolvidas na regulacdo da homeostase éssea. O
RANKL pode ligar-se ao receptor de ativagdo do fator nuclear kappa B (RANK) e
dessa forma, conduzir a ativacdo dos osteoclastos, culminando na reabsorcéao
o0ssea. A OPG, proteina também produzida por osteoblastos (11) representa um
outro receptor para RANKL (12), e dessa maneira pode inibir a ligacdo de RANKL
com RANK, impedindo assim a maturacdo do osteoclasto e, consequentemente, a
perda de massa 0ssea (11). Nesse caso, RANKL, o seu receptor RANK e o inibidor
natural OPG, podem ser essenciais para o desenvolvimento, regulacdo e ativacao
desses osteoclastos (13).

A partir da ligagdo RANK / RANKL, em geral, ha o recrutamento do fator
associado ao receptor TNF 6 (TRAF6), que pode levar a ativacdo de outras vias de
sinalizacao intracelulares, tais como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina
quinase ativada por mitdgeno (MAPK). Tais cascatas de sinalizacdo podem culminar
na inducdo de um componente da familia de proteinas AP-1, o c-Fos, que é um fator
de transcricdo de grande importancia para a osteoclastogénese. A expressdo do
fator nuclear das células T ativadas c1 (NFATc1), um outro fator importante para a
expressao de genes especificos de osteoclastos, pode ser entdo induzida por cFos e
NF-kB (10).

Nesses termos, a qualidade éssea compreende Vvarias caracteristicas como a
geometria 6ssea, microarquitetura, a qualidade do material da matriz extracelular
0ssea, entre outros (14). A remodelacédo disfuncional pode resultar em condicbes
patolégicas tais como a osteoporose ou osteosclerose (8). Dentre elas, a
osteoporose pode ser caracterizada pela reducdo da massa 0Ossea, alteracbes na
microarquitetura do tecido Gsseo, resisténcia 6ssea reduzida e um aumento do risco
a fratura, apresentando-se como a doenca 6ssea metabdlica mais comum, que pode
afetar até 30% das mulheres e 12% dos homens em algum momento da vida. Nesse
sentido, as terapias atuais para essa patologia buscam a supressao da reabsorcéo
O0ssea (15). Portanto, niveis instaveis das proteinas OPG e RANKL, além das
citocinas envolvidas na formacao e reabsor¢do 0ssea, também estdo associados a
doencas como artrite reumatoide, osteoporose, doenca de Paget, osteopretrose,
tumores 0sseos, lesdes osteoliticas faciais, doenca periodontal e lesédo perirradicular
(9).

Para compreender melhor tais fendbmenos, sdo importantes estudos in vitro e

in vivo que mimetizem essas condigdes. Nesse contexto, RAW 264.7 pode ser uma
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importante linhagem celular de mondcitos/macrofagos precursora de osteoclastos. A
célula RAW 264.7 pode facilmente diferenciar-se em osteoclastos quando
estimulados pelo RANKL. A linhagem RAW 264.7 ainda pode ser capaz de produzir
seu proprio fator estimulador de colonia de macréfagos (M-CSF) (16). Assim, tais
fatores recrutam células multinucleadas levando-as a se aderirem ao 0SsoO e,
posteriormente, a se diferenciarem em osteoclastos maduros. ApOs isso, 0S
osteoclastos podem ser induzidos a secretar protons e enzimas liticas no vacuolo de
reabsorcdo, entre eles e a superficie 6ssea (17). Por outro lado, os mondcitos
removidos da medula 6ssea, diferentemente das células RAW 264.7, precisam, além
do RANKL, o M-CSF exdgeno (18). A linhagem de mondcitos/macréfagos RAW
264.7 pode ser induzida a se diferenciar na linhagem osteoclastica na presenca do
recombinante (r) RANKL na concentracdo de 100 ng.mL™ (19).

Nessa perspectiva, a ativacdo dos receptores presentes na superficie das
células precursoras de osteoclastos pode resultar na regulacdo da expressao de
uma variedade de genes. Nesse processo podem ser incluidos os genes que
codificam a fosfatase acida tartarato resistente (TRAP), catepsina K, e integrina avf33
que podem gerar o osteoclasto (20). Além disso, podem ser responsaveis pela
degradacdo das matrizes de colageno e degradacédo de osso mineral. Diante disso,
os osteoclastos podem ser ativados mediante efeito de acidificacdo, pela secrecéo
de protons (17). Dessa forma, algumas informagcbes génicas podem ser
responsaveis por reorganizar varias funcdes celulares como a adesdo celular, a
dindmica do citoesqueleto, a polaridade celular e o transporte de membranas
durante a diferenciacdo dos osteoclastos. Para degradar o 0sso, 0s osteoclastos se
aderem a superficie 6ssea, polarizam e criam um alto e especializado dominio de
membrana, que se agita sob a superficie do osso, formando uma lacuna de
reabsorcdo (20). Por meio dessas atividades, a reabsorcdo Ossea pode estar
envolvida em diversas patologias 6sseas sistémicas e locais, cujas doencas, podem
acometer os tecidos de suporte dos dentes; por isso, € necessaria uma melhor
compreensao acerca desse tema.

Nesse contexto, muitas doencas sistémicas e especificas da regido oral,
resultam no comprometimento dos tecidos de suporte dos dentes, acarretando perda
da massa Ossea e, consequentemente, dos elementos dentarios. Dentre elas,
destacam-se doengas como osteomielite, osteonecrose, osteossarcomas, osteites,

tumores odontogénicos, reabsorcbes provenientes de movimentacdo ortoddntica
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inadequada, periimplantites, entre outras. Com maior frequéncia, ainda se observam
reabsorcfes dsseas oriundas de lesBes perirradiclares e doenca periodontal, as
quais sédo tema deste estudo.

As reabsorcdes 6sseas perirradiculares e periodontais, destacam-se por
apresentarem maior frequéncia na odontologia. Essas reabsor¢cdes podem ser
impulsionadas por meio da permanéncia de microrganismos e da manutencao de
uma resposta imune adaptativa na area pulpar, periapical e periodontal, podendo
gerar uma resposta exacerbada, que pode culminar no inicio da reabsorcdo 6ssea
periodontal e perirradicular, com chance, ainda, de perpetuar-se a partir de eventos
osteoimunoldgicos (21). Nesse sentido, as citocinas relacionadas com as células T
helper (Th) 17 vém sendo relacionadas a patogénese da periodontite, devido a sua
capacidade de induzir a osteoclastogénese (22). Por apresentarem semelhancas,
tais citocinas sdo também de interesse na periimplantite, devido ao possivel
aumento dos niveis de IL-17 em pacientes com ela diagnosticados (23).

Nessa perspectiva, as lesdes perirradiculares podem ser induzidas pela
infeccdo cronica da polpa dental e antigenos microbianos que estimulam a resposta
imune ndo especifica e especifica em tecidos periapicais. Como consequéncia
desses processos e em resposta a incapacidade dos mecanismos de defesa do
hospedeiro para erradicar a infeccédo, lesdes perirradiculares crénicas podem ser
formadas objetivando a restricdo da invasdo microbiana (24). Assim, a resposta
imune patolégica a estimulos de canais radiculares infectados pode resultar no
desenvolvimento de lesdes inflamatérias perirradiculares causadas por infeccédo
multimicrobiana n&o especifica (1). Dessa forma, tal resposta inflamatoéria pode levar
a reabsorcdo Ossea progressiva na regido perirradicular. Isso pode ocorrer por
inducéo das células imunes, como macréfagos e linfécitos T, que podem iniciar esse
processo por meio da liberacdo de citocinas pré-reabsorcao, na regido adjacente a
area de saida das bactérias pelo canal radicular (forame apical) (25).

Em outro contexto, a doencga periodontal consiste em uma patologia que afeta
grande parte da populacdo e envolve a estrutura de suporte dos dentes (26). A
doenca periodontal apresenta-se como uma condi¢cdo progressiva que pode resultar
na destruicdo do osso alveolar e ligamento periodontal, que mantém os dentes no
alvéolo dos ossos da maxila e mandibula, eventualmente culminando na perda
dentaria (27, 28). Em adi¢do, a periodontite é considerada uma doenga imuno-

inflamatoria crénica que resulta da interacdo entre um biofilme complexo e
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mecanismos imunolégicos de protecdo, que também pode progredir para a
destruicdo dos tecidos de suporte. Assim, o resultado da extensdo da perda 0ssea
alveolar se torna dependente da resposta do hospedeiro estimulada pela infec¢éo
bacteriana (2, 29). A periodontite pode envolver interacbes entre fatores de
microrganismos e susceptibilidade do hospedeiro. Diante disso, as citocinas e o LPS
presentes nas bactérias podem ativar os macrofagos e estimular a producdo de
citocinas como a IL-1 e o TNF, que podem ativar os fibroblastos presentes nos
tecidos periodontais a produzirem as metaloproteinases de matriz (MMPs). Dessa
forma, a producdo prolongada e exacerbada de MMPs pelo estimulo de bactérias
pode gerar a degradacdo aumentada do colageno em individuos susceptiveis a
doenca periodontal. O colageno, por sua vez, representa um dos principais
elementos de suporte e da matriz periodontal. As MMPs, podem ainda, facilitar a
reabsorcdo 0ssea por meio da degradacdo da matriz colagenosa do 0sso apés sua
desmineralizacdo pelos osteoclastos (30). Atualmente, o papel do sistema imune
frente a interacdo do sistema RANK/RANKL/OPG e as citocinas envolvidas nesse
processo tém sido alvo de questionamentos. Nesses termos, a osteoimunologia, que
explica a relacdo entre as células do sistema imunolégico e as do sistema
esquelético, na ativacdo da reabsorcao 0ssea, tem gerado avangos na compreensao
desses mecanismos, que podem permitir melhores propostas de tratamento de

doencas 6sseas sistémicas e de origem odontoldgica (29).

2.2 OSTEOIMUNOLOGIA

A relacdo entre o sistema imunologico e o esquelético vem sendo estudada
desde o inicio da década de 1970 (31-33). Dessa forma, para descrever a interacao
entre essas duas areas, foi criado o termo osteoimunologia (34, 35). Compreende-se
gue as células do sistema imune e as células hematopoiéticas podem ser originadas
da medula éssea, sendo propicia a comunicacéo entre esses dois sistemas (28, 36).
Diversos grupos de pesquisa investigam como o sistema imune afeta a reabsorcéo
Ossea basal e patoldgica por meio dos osteoclastos. Porém, descobertas recentes
sugerem que o alcance da resposta imune adaptativa estende-se a regulacdo da
formacao Ossea pelos osteoblastos (37). Dessa maneira, 0 sistema imune tem sido

considerado um dos mais importantes reguladores do metabolismo 0sseo e sua
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desregulacdo culmina em doencgas 6sseas, coOmo a osteoporose pds-menopausa e a
perda 0ssea relacionada a reacao inflamatéria, como a artrite reumatoide (38).

A compreensdo do papel dos linfocitos na biologia 6ssea, bem como as
moléculas envolvidas no sistema osteoimune, tem sido essencial para o
desenvolvimento de terapias especificas para doengas 0sseas (36). Alguns fatores
secretados por células do sistema imune também podem ser conhecidos por serem
ativadores de osteoclastos (36), como o RANKL secretado por células T e B depois
de ativadas, enquanto o receptor RANK pode ser expresso em mondcitos e
macrofagos (39). Experimentos iniciais com macrofagos identificaram 2 tipos de
macrofagos especificos; macréfagos M1, com atividades pro-inflamatérias classicas
e macrofagos M2, com funcdo no reparo tecidual e na cura de feridas. Estimulos
pré-inflamatérios classicos em resposta ao LPS podem incluir TNF-a, IL-6 e IL-1
que, por sua vez, pode contribuir para a inflamacéo do tecido e a osteoclastogénese.
Nesse sentido, os macréfagos M2 normalmente produzem o fator de transformacéo
do crescimento beta (TGF-B) e arginase, fatores comumente implicados nos
processos de reparo tecidual (40).

Embora o papel das células do sistema imunolégico na manutencdo da
fisiologia O0ssea ainda ndo esteja completamente compreendido, acredita-se que
algumas células T possam ter um papel protetor contra a remodelacédo 6ssea (36).
Estudos in vitro sugerem que as células T CD8+ inibem a osteoclastogénese (36).
Em adicdo, estudos em células B de camundongos deficientes de células T tém
destacado o papel desses linfocitos na homeostase déssea. Por outro lado,
camundongos deficientes de células B apresentaram osteopenia devido a um
aumento da reabsorcdo O0ssea. Observou-se ainda que a deficiéncia de células B
apresenta déficit de OPG, demonstrando que as células B podem ser importante
fonte de OPG no microambiente 0sseo (41).

Apesar de os linfécitos ndo estarem diretamente presentes na remodelacao,
conforme atestam teorias relacionadas ao tema, podem desempenhar um
importante papel ha homeostase 0ssea, por meio da secrecdo de fatores protetores
inerentes ao microambiente 0sseo (36). Esse fato pode ser de extrema importancia
na patogénese da artrite reumatoide, pois ha crenca de que o RANKL seja
responsavel pela perda de massa 0ssea, por ligar-se diretamente ao 0SS0 por meio
do sistema imunolégico (39). Nesse sentido, alguns estudos de relevancia para a

artrite reumatoide, identificaram células gigantes semelhantes a osteoclastos na
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interface entre as membranas sinoviais de articulagbes e o 0sso. Outros estudos
demonstraram que o fluido sinovial continha células precursoras de osteoclastos e
células de suporte para a osteoclastogénese, confirmando a presenca de
osteoclastos em articulagcdes reumatoides, que representam possiveis responsaveis
pela destruicdo 6ssea. O RANKL também pode ser altamente expresso por células T
e por células sinoviais de pacientes com artrite reumatoide. Outras citocinas
inflamatorias, como IL-1, IL-6 e TNF, estdo presentes no fluido sinovial e podem ser
capazes de induzir a expressdo de RANKL (36).

Historicamente, as células T auxiliares tém sido classificadas em dois
subconjuntos T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2). As células Thl podem diferenciar-
se em resposta a IL-12, produzida por células dendriticas e podem secretar
elevados niveis de interferon gama (IFN-y); as células Th2 podem produzir
principalmente IL-4 e IL-13 (39). As células Thl7, em contrapartida, foram
identificadas como o unico subconjunto de células T helper que podem participar na
formacdo de osteoclastos (39). Como caracteristica, as células Th 17 podem
produzir a IL-17 e o IFN-y em baixas quantidades, podendo ainda expressar
elevados niveis de RANKL, desencadeando uma inflamacéo local (36, 39). No
entanto, sua capacidade foi apenas moderada na inducdo da formacdo de
osteoclastos in vitro. Recentemente, foi demonstrado que células Th17 derivadas de
células T, que expressam o fator de transcricdo Foxp3 (células exFoxp3), podem ser
os indutores mais potentes da formacéo de osteoclastos entre todas as células T. A
conversado de Foxp3+ em células Th1l7 pode ser impulsionada pela IL-6, que pode
ser produzida por fibroblastos sinoviais (39). Na odontologia, o papel dessas células
e de citocinas se destacam na perda 0ssea, que ocorre especialmente na doenca
periodontal (28) e em infeccbes de origem endoddntica, que culminam em lesdes
perirradiculares.

Nessa perspectiva, € importante lembrar que processos infecciosos da polpa
dentaria podem ocorrer por trauma (42), e principalmente, por lesdes de cérie, e sua
progressdo pode ser motivada pela viruléncia e proliferacdo dos microrganismos
(21). Tais microrganismos podem iniciar uma resposta imunitaria na polpa dentaria,
caracterizada pela inflamacédo neurogénica e por muita dor (43), resultando na
necessidade de tratamento endodontico. Constantemente, ocorrem falhas nesse tipo
de tratamento, que podem ser devido a presenca e persisténcia de microrganismos

patogénicos resistentes aos processos de desinfeccdo do sistema de canais



26

radiculares. Esses agentes patogénicos podem iniciar ou manter um processo
imunoinflamatério que leva a reabsorgédo 0ssea local (21). Além disso, é importante
mencionar que a polpa dentaria € localizada entre paredes rigidas de dentina, e
necessita de um suprimento vascular colateral, por meio do forame periapical.
Quando o sistema vascular pulpar ndo estd mais apto as suas fungdes, a infeccéo
pulpar possivelmente progride a necrose pulpar total (42).

Inicialmente, a resposta imune periapical localiza a infeccéo dentro dos limites
do sistema de canais radiculares e tenta impedir a sua disseminacao sistémica. No
processo de resposta imune do hospedeiro, os neutréfilos normalmente sdo a
primeira linha de defesa apds a invasao de patdgenos, seguidos dos mondcitos (42).
A ativacdo de macrofagos pode estar relacionada com funcdes microbicidas,
secrecdo de citocinas, recrutamento de células imunes e fagocitose de
microrganismos e/ou a liberacdo de metabdlitos toxicos, além do IFN-y que pode
ativar macrofagos mesmo sem estimulos microbianos.

Existem indicios de uma possivel inducdo de destruicdo éssea por meio da
ativacdo da funcdo de osteoclastos por citocinas produzidas por células
imunocompetentes em lesdes perirradiculares (44). Uma rede de citocinas pode ser
ativada no desenvolvimento de lesdes periapicais, tais como a IL-1qa, IL-13, TNF-a e
IL-6, e que podem elevar a inflamacao, estimular a reabsor¢cdo Ossea pelos
osteoclastos e inibir a formacdo 6ssea. Entre elas, a IL-1 pode ser a mediadora
central da rede, devido a sua expressao estar intimamente associada a gravidade da
perda Ossea periapical. Atualmente, sabe-se que a atividade dos osteoclastos pode
ser mediada por estas citocinas, em parte, devido a capacidade desses mediadores
em induzir a expressdo de RANKL por ostedcitos, osteoblastos, células do estroma,
linfécitos e fibroblastos (42).

O TNF-a consiste em uma citocina comumente pré-algésica nos tecidos. A
expressao do TNF-a nédo sé pode promover a inflamacdo, como também pode levar
a hipersensibilidade e dor em nociceptores. Com a ligacao estabelecida entre TNF-a
e dor inflamatéria, foi possivel identificar sua maior expressdo nos dentes dos
pacientes afetados com carie e pulpite (45). Em geral, a expressdo e a acao de
mediadores pro-inflamatorios podem ser modulados da rede de citocinas
reguladoras imunes Th1l, Th2, Th1l7 e células T reguladoras (Treg). Nesse processo,
as células pré-inflamatérias Thl produzem IFN-y, IL-2 e TNF-a. As células anti-

inflamatorias Th2, entretanto, produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, e IL-13. As células
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Th17, por sua vez, podem ser a principal fonte de IL-17. As células Treg podem ser
0 subconjunto de células T anti-inflamatérias, responsavel pela producéo de IL-10 e
TGF-B (22, 42).

E necessario mencionar que a importancia da resposta Thl em lesdes
periapicais pode ser apoiada pela andlise de citocinas nos tecidos periapicais. Esses
estudos demonstraram niveis elevados da producéo local de IFN-y, IL-1a, IL-1B e
destruicdo Ossea periapical, em camundongos tendenciosos a Thl, em comparagao
com os Th2 imunocompetentes. Em contraste, a IL-10, produzida por macréfagos,
células Th2 e Treg pode ter um efeito inibitorio forte na inflamacéo periapical e na
destruicdo Ossea. Por conseguinte, as vias proé-inflamatorias normalmente
predominam na auséncia de IL-10 (46, 47). Diversos estudos relataram a presenca
do sistema RANK/RANKL/OPG em lesGes perirradiculares; no entanto, a presenca
especifica dessas moléculas, nos diferentes compartimentos do tecido (epitélio e
tecido conjuntivo) e infiltrado inflamatério (crénico ou misto) de cistos
perirradiculares, ainda ndo foi completamente estabelecida. O efeito sinérgico de
citocinas pro-inflamatérias liberado por outros componentes do cisto perirradicular,
tem sido sugerido como um fator que contribui para a expansao das lesbes de
origem endodéntica, que podem compreender células epiteliais, células endoteliais e
fibroblastos, em conjunto com RANKL. Foi constatado que o tipo de infiltrado
inflamatorio presente nos cistos perirradiculares parece influenciar a expressao de
RANK/RANKL/OPG. Na presenca de infiltrado crénico, ha uma grande probabilidade
de aumento da atividade osteolitica como efeito de uma raz@o superior de RANKL /
OPG (25).

No caso da periodontite, a infeccdo pode iniciar-se no epitélio gengival
levando a gengivite, sem a perda de insercédo e 0sso alveolar (27); sob condi¢des
especificas, podera progredir para o tecido conjuntivo subjacente, com a perda de
insercao e tecido 0sseo de suporte, resultando na periodontite (26). A periodontite
grave ou severa consiste em uma forma avancada da doencga periodontal que
representa uma inflamacao cronica das estruturas de suporte dentario. Acredita-se
gue o biofilme bacteriano aderido ao dente seja composto de bactérias anaerobias
Gram-negativas, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas
gingivalis, os mais importantes membros desse grupo. Atualmente, reconhece-se
que a destruicdo efetiva dos tecidos periodontais pode ser o resultado de uma

superativacdo da resposta imune inata e adquirida, frente ao biofilme bacteriano
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(28). Assim, a doenca periodontal tem sido altamente associada a outras doencas
inflamatodrias cronicas, tais como doenca cardiovascular, sindrome metabdlica,
diabetes, artrite reumatoide, podendo aumentar o risco de desenvolver tais doencas
(26). Nesse contexto, a doenca periodontal tem sido especialmente relacionada com
artrite reumatoide, visto que a perda Ossea patologica também pode ser
impulsionada pela resposta imune. A producdo de citocinas e de RANKL por
linfécitos ativados e outras células do sistema imunologico, pode impulsionar a
osteoclastogénese que resulta na perda 6ssea associada com a doenca periodontal
(28). Entende-se que a periodontite cronica apresenta-se como uma oportuna forma
de disseminacao hematogénica de microrganismos patogénicos periodontais, devido
a sua natureza cronica e ciclica, expondo suas endotoxinas diretamente nos vasos
sanguineos. Dessa forma, a periodontite pode produzir um dano tecidual e posterior
progressao de outras doencas por meio de uma variedade de mecanismos celulares
(48). Recentemente, um estudo em individuos com a doenca e outros saudaveis
sistemicamente demonstrou que a periodontite severa pode estar associada ao
aumento dos niveis de proteina C-reativa ultrassensivel circulante no soro. Por outro
lado, a terapia periodontal foi associada ao decréscimo dos niveis dessa mesma
proteina circulante no soro, proximos aos de individuos saudaveis, além do aumento
de lipoproteina de alta densidade (HDL). Os niveis de proteina C-reativa
ultrassensivel circulante no soro e da HDL, que também se encontram alterados em
outras doencas inflamatérias sistémicas como a artrite, diabetes mellitus e
obesidade, corroboram com a hip6tese de que a doenca periodontal pode associar-
se a outras doencas sistémicas (48)

Dessa forma, a resposta inicial a infec¢cdo bacteriana pode ser uma reacdo
inflamatoria local que ativa o sistema imune inato e resulta na liberacdo de uma
variedade de citocinas e de outros mediadores da inflamacéo, além da propagacéo e
do recrutamento de células inflamatdrias para o tecido gengival (26). Nesses termos,
um aumento nas bactérias Gram-positivas no biofilme supragengival, tais como
espécies de Streptococcus e Actinomyces, foi observado concomitante com o
desenvolvimento de um infiltrado inflamatério na evolucdo da gengivite, dominado
por células T. A presenca de bactérias Gram-negativas no biofilme subgengival,
como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tanerella
forsythia, e Treponema denticola, foi posteriormente associada ao desenvolvimento

de lesdes periodontais com a presenca de células do plasma (27).
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As metaloproteinases da matriz (MMPs) podem ser uma grande familia de
proteinases extracelulares dependentes de zinco e de calcio (49), responsaveis pela
remodelacdo de tecidos e degradacdo da matriz extracelular, incluindo colagenos,
elastina, gelatina, glicoproteinas da matriz e proteoglicanos (50). Até entdo, pelo
menos, 26 membros de MMPs foram identificados e a maioria das proteinas das
MMPs, possivelmente secretada por MMPs inativas. Essas formas inativas, podem
ser posteriormente processadas por outras enzimas proteoliticas (tais como as
proteases de serina, furina e plasmina) para gerar as formas ativas. As atividades
proteoliticas das MMPs podem ser precisamente controladas durante a ativacao dos
seus precursores e a neutralizacdo por inibidores endoégenos, A-macroglobulinas,
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS) ou por inibidores sintéticos nao
seletivos. Nesses termos, evidéncias significativas de MMPs sugerem que elas
compreendam a via mais importante na destruicdo do tecido associado com a
doenca periodontal.(50).

Com base em estudos anteriores, 0s niveis dramaticamente elevados de
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8 e MMP-9 foram detectados no fluido gengival
crevicular, fluido sulcular peri-implante e tecido gengival de pacientes com
periodontite (50). A MMP-8 (colagenase-2) e a MMP-9 (gelatinase-B) podem ser as
MMPs mais comuns envolvidas na destruicdo dos tecidos periodontais (51). Dessa
forma, entre as proteases do hospedeiro que tém como alvo a matriz extracelular, as
MMPs tém sido especialmente associadas a remodelacdo de tecidos periodontais.
As MMPs podem ser normalmente encontradas em equilibrio com as TIMPs, para
manter a remodelacdo da matriz altamente regulada. Em adicdo, MMPs e TIMPs
podem ser expressos regularmente em tecidos periodontais saudaveis, onde eles
podem ser recrutados para controlar a renovagao fisiologica da matriz extracelular.
No entanto, um desequilibrio na razédo entre MMPs/TIMPs foi descrito nos tecidos
periodontais afetados e que, acredita-se, pode ser responsavel pela destruicdo dos
tecidos moles e mineralizados associado a doenca periodontal. A
desregulamentacdo do sistema de MM /TIMP (ou seja, menores niveis de TIMPs
e/ou niveis mais elevados de MMPs) pode estar envolvida na patogénese de
doencas osteoliticas. Dessa maneira, a inibicdo da MMP pode ser proposta como
uma terapia adjuvante para a doenca periodontal (49).

Nesses termos, a resposta das células T a presenca de agentes patogénicos

periodontais pode ser considerada por desempenhar um papel chave na regulacéo
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da patogénese periodontal (27). Considerando que as células Th17 podem promover
a inflamacéo periodontal e destruicdo de tecido, as células Treg podem estar
implicadas na protecdo contra a progressao da periodontite. Até a presente data, a
énfase foi colocada sobre a resposta das células T para controlarem a imunidade
local e causarem a destruicdo do tecido periodontal na inflamagao/infecgao crénica.
No entanto, o papel da resposta de células B na homeostase periodontal ou no
desenvolvimento da doenca ainda nado foi completamente elucidado. As células de
plasma demonstraram células B e um menor numero de células T, no momento em
gue a gengivite progrediu para periodontite (27). Nessa perspectiva, estudos atuais
sugerem que a via RANK/RANKL/OPG parece ser de grande importancia, além das
vias metabdlicas de inflamacao, para ativacdo da reabsorcdo 6ssea em individuos
gue sofrem de doenca periodontal (29). Nesse contexto, em resposta ao LPS, TNF e
IFN-y, os macrofagos M1 podem ser estimulados a produzirem IL-23, uma citocina
que motiva a expansao de células Th 17, por produzirem IL-17, IL-1B, IL-6, TNF-q,
MMPs e RANKL, gerando um circuito de amplificacdo da inflamacéo (52).

Dessa forma, os avancos no conhecimento da area de osteoimunologia,
tornam-se essenciais para maior compreensao desses tipos celulares em resposta a
infeccdo e para o desenvolvimento de novos biomateriais 6sseos (40). Nesse caso,
patbgenos e uma resposta imunoinflamatoria cronica nas infec¢des endodénticas e
periodontais persistentes sdo possiveis alvos para o desenvolvimento de novas
terapias na endodontia e na periodontia, como a utilizacdo de peptideos de defesa
do hospedeiro (PDHSs) (21).

2.2.1 Oxido Nitrico

A molécula gasosa de o6xido nitrico (NO) pode ser sintetizada pelo
metabolismo da L-arginina e catalisada por 6xido nitrico sintase (NOS) que, consiste
em uma molécula de sinalizag&o crucial para muitos sistemas biolégicos humanos. A
NOS pode ser apresentada em trés isoformas, incluindo NOS neuronal (nNOS),
NOS induzivel (iNOS), e NOS endotelial (eNOS) (53). A expressao de iINOS pode
ser aumentada por estimulos inflamatérios, tais como LPS bacteriano e citocinas, o
qgue sugere que a INOS possa desempenhar um papel crucial de prote¢éo, durante o

curso de infeccbes (54). Porém, sua producdo excessiva pode causar danos



31

teciduais e contribuir para a patogénese de doencas inflamatérias cronicas (55, 56).
Nesse sentido, algumas condi¢Bes inflamatorias tais como a artrite reumatoide,
podem ser caracterizadas por ostedlise local, associados a ativacdo de INOS (57).
Com base nisso, a ativacdo de macréfagos por meio do receptor de reconhecimento
padréo, pode levar a producédo de uma variedade de citocinas pro-inflamatérias. Tais
citocinas incluem NO, TNF-q, IL-1B (56) e IFN-y, que podem estar relacionadas com
a reabsorcdo Ossea (57, 58). O NO derivado de macrofagos também pode ser
sintetizado pela INOS (56). Em adigéo, estudos in vivo indicam que o NO pode ser
necessario para a funcao adequada dos osteoclastos e dos osteoblastos (55). Nesse
sentido, tem sido observado que o NO enddgeno em baixas concentra¢cdes aumenta
a atividade de osteoclastos, estimulando a reabsorcdo 6ssea. Por outro lado, em
niveis excessivamente elevados, o NO pode promover a inibicdo da reabsorcao
ossea in vitro (57).

A isoforma nNOS localiza-se principalmente nas fibras nervosas pulpares,
enquanto a eNOS pode ser detectada em células endoteliais e odontoblastos da
polpa dentaria saudavel (59). Sabe-se que diversos mediadores pré-inflamatérios,
tais como o NO, IL-1, IL-6 e TNF-a podem ser produzidos por macréfagos durante a
pulpite (60). Além desses, os mediadores IL-10, IL-12, IFN-y foram altamente
expressos na pulpite em experimentos com ratos. A producdo, portanto, desses
mediadores pro-inflamatérios aumenta excessivamente e esse constante ciclo
exacerba a inflamacao pulpar, cujo alivio sé é possivel por meio de seu bloqueio
e/ou remocao da infeccao (60). Nesse mesmo quadro clinico, a INOS pode produzir
elevadas quantidades de NO durante periodos prolongados, o que pode ser
prejudicial, uma vez que esse mediador pode agir como um agente téxico durante a
infeccdo, embora suas propriedades o tornem um mediador essencial e importante
na pulpite, especialmente se ele é ativado no inicio da inflamagéo (59). Em lesbes
perirradiculares, conforme orientagcbes teoricas, os macréfagos e leucécitos
polimorfonucleares podem ser as principais fontes de NO. Além disso, 0s
osteoblastos e osteoclastos também podem expressar INOS, fato indicativo do papel
do NO na progresséo da lesao periapical (55). Dessa maneira, estudos apontam que
o0 NO pode ter efeito inibidor na expressdo de RANKL e promover inibicdo da
reabsorgcdo 6ssea pela supressdo de RANKL (55).

No ambiente periodontal, durante os processos de doenca foi observado um

aumento significativo na expressao de INOS por macréfagos gengivais, células
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endoteliais e queratindcitos, 0 que sugere que um aumento na expressao dessa
enzima, possa induzir a producdo de NO nos tecidos gengivais inflamados, em
resposta a periodontopatégenos. O LPS derivado de varios periodontopatdgenos,
tais como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, e Prevotella nigrescens tem sido demonstrado como indutor
da expresséo de INOS. A producéo de NO pode ser executada por uma variedade
de células, incluindo a linhagem de células de macréfagos murinos RAW 264.7,
células do bagco murino e células osteoblasticas humanas (54).

Segundo a literatura, as células epiteliais da mucosa oral podem gerar NO em
resposta as bactérias e aos estimulos pro-inflamatorios iniciados mediante a
deposicao de biofilme dentario. No entanto, o NO exdgeno tem sido utilizado como
um agente antimicrobiano. Dessa maneira, criou-se a concepcdo de arcaboucos
macromoleculares, que podem ser capazes de armazenar e liberar niveis de NO
biocidas, cujo conceito sugere a aplicagdo de NO gasoso como uma terapia
antimicrobiana, de forma lenta. Essa proposta pode ser Uutil contra os
microrganismos patogénicos odontologicos, como o0s organizados dentro de
biofilmes supragengival e subgengival, podendo ser favoravel para o tratamento da
periodontite (61). Por outro lado, tanto a perda de osso alveolar quanto abscessos
em tecidos moles, induzidos por periodontopatégenos, foram inibidos em
camundongos deficientes de iINOS ou tratados com inibidor de INOS. No entanto, a
cura de abscessos em tecidos moles induzidos por A. actinomycetemcomitans foi
retardada em camundongos tratados com o NO exdgeno (54). Diante dessas
informacgdes, pode ser possivel constatar que essa relacdo reforca o conceito da
osteoimunologia, cujo mediador da resposta imune (NO), apresenta um efeito direto
na biologia 6ssea. Em suma, estudos em seres humanos e em animais sugerem
fortemente que o NO pode desempenhar um papel significativo na progressao da
doenca periodontal (54) e em lesGes perirradiculares (55).

2.3 TRATAMENTO DAS PATOLOGIAS ENDODONTICAS E PERIODONTAIS QUE
ENVOLVEM REABSORCAO OSSEA

Em patologias odontoldgicas que culminam em reabsor¢cdo Ossea

perirradicular e periodontal, um adequado tratamento endoddntico ou tratamento
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periodontal, respectivamente, se faz necessario. O sucesso do tratamento das
lesdes perirradiculares pode ser dependente da eliminacdo do conteudo infeccioso
do sistema de canais radiculares em dentes necrosados. Para isso, deve ser
realizado o preparo mecanico e 0 quimico, quando sdo utilizadas solucbes
irrigadoras e medicacgdo intracanal. As férmulas das solugbes irrigadoras e das
medicacdes devem apresentar atividade antimicrobiana, além de outros agentes de
desinfeccao utilizados localmente que apresentam um papel chave na erradicacao
dos microrganismos presentes nos canais radiculares. Diversos produtos
demonstram sensibilidade diferente para a acdo dos distintos potenciais
inativadores, como a dentina, proteinas séricas, hidroxiapatita, colageno derivados
de diferentes fontes e biomassa microbiana. O principal objetivo do tratamento
endodontico, sem duavida, consiste em atingir a cura da lesédo perirradicular (62).
Nesses termos, instrumentos manuais e rotatorios tém a finalidade de modelar o
canal radicular sob constante irrigacdo, para a remocédo de biofiime e tecido
inflamado/necrosado (62). Tanto a limpeza quimica, quanto a mecéanica aparentam
ser de suma importancia durante o tratamento endoddntico (63). A instrumentacéo
mecanica tem o objetivo de remover os tecidos infectados, propiciando o aumento
das areas de contato para a atuacdo das solucdes irrigadoras e da medicacéo
intracanal, favorecendo a desinfeccdo do sistema de canais radiculares que
antecede o procedimento de obturacéo (64).

Nesses termos, acredita-se que periodontite seja uma doenca inflamatéria
cronica de etiologia complexa, causada principalmente por bactérias Gram-negativas
que destroem estruturas de protecéo e sustentacdo do dente envolvendo a gengiva,
o ligamento periodontal e osso alveolar. Além disso, a periodontite pode resultar na
mobilidade dentéria causada pela reabsorcéo 0ssea, podendo levar a perda dentaria
(65). Pela literatura, acredita-se que as doencas periodontais podem ser iniciadas
pela colonizacdo de microrganismos na superficie coronaria e/ou abaixo da margem
gengival. Embora essas infec¢des apresentem muitas propriedades em comum com
outras doencas infecciosas, elas se diferem, devido ao seu local de colonizacdo e a
natureza do ambiente em que residem. O tratamento dessas infeccdes € geralmente
de suporte, no entanto, antibioticos costumam ser frequentemente utilizados, como
adjunto, em casos mais graves (66).

Atualmente, segundo alguns autores, as terapias periodontais antimicrobianas

podem ser agrupadas em trés grandes categorias. Primeira, por meio da raspagem
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e alisamento corono-radicular, que consiste na remocao fisica dos microrganismos
aderidos a coroa e raiz dentaria, muitas vezes chamado debridamento mecénico.
Segunda, a partir da utilizacdo de agentes que tentam anular ou inibir o metabolismo
do organismo microbiano, como antissépticos ou por meio da utilizacdo de
antibiéticos (categoria pouco utilizada isoladamente, por ser considerada uma
terapia adjuvante ao tratamento periodontal mecénico convencional). Terceira, a
unido dessas duas terapias, a fim de aperfeicoar o beneficio de cada categoria de
acao. Novos tipos de terapia representam uma realidade moderadamente distante,
tais como possiveis vacinas contra agentes patogénicos orais ou terapia de
substituicdo em que uma espécie pode ser introduzida no biofilme do hospedeiro, a
fim de controlar o potencial patogénico dos microrganismos (66). Dessa forma,
terapias de uso padrdo devem ser discutidas, a fim de gerar novas propostas
terapéuticas palpaveis, na busca de um melhor controle da doenca periodontal,

conforme descrevem os tedricos em questao.

2.3.1 Tratamento endododntico

A desinfeccdo adequada do sistema de canais radiculares pode ser o
resultado de um tratamento endodéntico eficaz. Para tanto, sdo necessarios
procedimentos de preparo quimico-mecéanico, que podem desempenhar um papel
essencial na reducdo da carga bacteriana no canal radicular principal, que é
normalmente, a zona do sistema que abriga a maior quantidade de bactérias. A
instrumentacdo mecanica, juntamente com a utilizagdo de solugdes irrigadoras
(preparo quimico), visam a diminuicdo da carga microbiana presente no canal
radicular. Nesse caso, muitas vezes, se faz necessaria a utilizagdo de uma
medicacdo com atividade antimicrobiana para aperfeicoar a desinfeccao pelo agente
irrigante (67). Assim, o preparo quimico-mecanico pode ser complementado pelo
uso de medicacéo intracanal entre as sessdes (68). Entende-se que, por meio da
utilizacdo dos instrumentos, medicacfes e técnicas endoddnticas atuais tem sido
praticamente impossivel manter o sistema de canais radiculares estéril. Dessa
maneira, o0 principal objetivo do tratamento endododntico deve ser reduzir a
populacdo bacteriana intracanal para niveis que sejam compativeis com a

cicatrizacdo do tecido perirradicular (67). E importante salientar que, o tratamento
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endodontico pode apresentar limitagdes, conforme assinala a teoria; entre elas, as
variacdes do sistema de canais radiculares e a presenca de locais inacessiveis,
como istmos, tubulos dentinarios, canais acessoérios, que muitas vezes servem de
reservatorios para microrganismos em seu interior, em muitos casos inacessiveis a
instrumentacdo endododntica (69).

Nos casos em que o biofilme se localiza somente na entrada das ramificagdes
dos canais acessorios, as solucdes irrigadoras podem conseguir atuar na remocao
do tecido por desintegracdo do mesmo. Por outro lado, quando as bactérias
colonizam toda a extensdo do canal lateral e o ligamento periodontal apresenta-se
inflamado, além do tecido perirradicular local reabsorvido, esses microrganismos se
tornam inacessiveis as solucdes irrigadoras (70). Embora uma reducdo substancial
nas comunidades microbianas no sistema de canais radiculares € geralmente
alcancada apds procedimentos quimico-mecéanicos, com a utilizacdo de irrigantes
antimicrobianos, tais como hipoclorito de soédio (NaOCl), os tedricos tém
demonstrado que na maioria dos casos, a desinfeccéo previsivel pode ser alcancada
com a utilizacdo de medicacao intracanal entre as sessdes (68). Assim, sabe-se que
0S microrganismos que colonizam os canais radiculares podem entrar em contato
com os tecidos adjacentes, com invasao dos tabulos dentinarios, forame apical e/ou
canais colaterais. Dessa maneira, NaOCI, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
digluconato de clorexidina, peroxido de hidrogénio e compostos de iodo, podem ser
exemplos de desinfetantes que podem afetar fungdes vitais desses patdogenos (62).
Mesmo com a utilizacdo desses agentes por longos periodos de exposi¢ao, alguns
microrganismos podem resistir a sua acao (63).

Nesses termos, devido aos instrumentos e irrigantes possuirem acesso
limitado as ramificacbes, medicacdes intracanais devem apresentar um maior efeito
desinfetante no sistema de canais radiculares (70). Dessa forma, diversas
medicacfes intracanais podem ser utilizadas com maior frequéncia na endodontia,
como por exemplo, o hidroxido de célcio P.A. (Ca(OH)z2), o paramonoclorofenol
canforado (PMCC) e o formocresol. Assim, para que uma medicacao intracanal
possa ser considerada ideal, deve possuir uma satisfatoria atividade antimicrobiana.
Em adicdo, se faz necessaria a completa eliminacdo dos microrganismos que
penetraram nos tubulos dentinarios. Para atingir essa eliminacdo, as medicacdes
devem apresentar capacidade de penetracao, propriedades de dissolucdo e difusao

pelo sistema de canais radiculares. Além disso, devem apresentar eficacia na
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inibicdo da diferenciacdo e ativagdo de osteoclastos, favorecendo o processo de
reparo do tecido perirradicular (71). Segundo a literatura, a medicacéo intracanal
Ca(OH)2, é a substancia mais utilizada entre as sessdes de tratamento endodontico.
O Ca(OH)2 apresenta propriedades de alcalinidade (pH de aproximadamente 12,5) e
pode ser capaz de se dissociar em ions de calcio e hidroxila em solugdo aquosa.
Pode apresentar também atividade antimicrobiana, capacidade de dissolucdo do
tecido, inibicdo da reabsorcéo dentaria e inducéo de reparo pela formacao de tecido
duro (72). A presenca do efeito alcalinizante do Ca(OH)2 pode induzir a quebra de
ligacBes ibnicas das estruturas terciarias de proteinas, e pode ser capaz de inibir a
atividade bioldgica de enzimas por interferéncia na conformacéo estrutural (72).

Por outro lado, esse medicamento também pode apresentar algumas
desvantagens, tais como a variacdo no potencial alcalino em diferentes formulacgdes,
inibicdo do efeito antimicrobiano pela dentina e baixa solubilidade e difusdo, que
requerem maior tempo de acdo (73). Desse modo, estudos tém demonstrado
resultados inconsistentes quanto a sua eficAcia na melhoria significativa da
desinfeccdo. Alguns autores propuseram a adicdo de outros medicamentos ao
Ca(OH)z2, tais como PMCC ou clorexidina, de modo a contornar as suas limitacoes e
maximizar a eliminac@o de bactérias. No entanto, os estudos clinicos acerca desse
tema sdo limitados no sentido de comparacdo entre as diferentes pastas de
hidroxido de calcio (68). Nesse contexto, agentes fendlicos como o PMCC, tém seu
mecanismo de acdo por vaporizacdo. Assim, 0 acesso desse produto a porcao
apical pode depender da volatilidade, para entrar em contato direto com o0s
microrganismos, apresentando um curto periodo de acdo. Além disso, o PMCC pode
ser removido pela circulagdo sanguinea, quando em contato com a regiao
perirradicular (73).

Como exemplos de outras medicagbes intracanais, estdo relacionados os
biocidas que incluem alcool (etanol), aldeidos (formaldeido, glutaraldeido) e
biquanidas (clorexidina), que apresentam multiplos alvos, podendo causar danos na
membrana, desnaturacdo de proteinas, iniciacdo de autolise e/ou inibicdo da acéo
de componentes citoplasmaticos (73). Por outro lado, a atividade dessas
medicacbes pode ser afetada em baixas concentracdes, mudancas de pH
(alcalino/4acido), temperatura e presenca de matéria organica (plasma, exsudato),
entre outros (74). Durante o tratamento das lesGes perirradiculares, podem ser

utilizados os antibidticos, de maneira local, sistémica ou profilatica (73). Embora, sua



37

utilizacdo topica alcance a reducgdo significativa do numero de bactérias,
favorecendo a cura da lesdo perirradicular, de maneira geral, o tratamento
endodéntico convencional, ndo preconiza o uso da terapia antibidtica sistémica
concomitante. Isso se explica pela auséncia de circulacdo sanguinea da polpa
necrosada, dificultando o acesso desses agentes ao local de infecgéo (73). Por fim,
o formocresol, outra medicacao intracanal amplamente utilizada, pode ser composta
de formalina e tricresol e pode possuir atividade bactericida. No entanto, o
formocresol pode ser constituido por componentes irritantes e toxicos que causam
inflamacé&o e necrose tecidual (73).

Dessa forma, o tratamento endodontico tem por objetivo a eliminagédo ou a
drastica reducdo do processo infeccioso. No momento em que a maioria dos
microrganismos € eliminada, a perpetuacdo da lesdo perirradicular em canais
tratados pode ser motivada pela presenca de agentes infecciosos que resistem aos
procedimentos quimicos e mecéanicos e se adaptam ao novo ambiente (3). Nesse
contexto, as lesdes perirradiculares presentes em dentes tratados endodonticamente
podem ser causadas por infeccdo intrarradicular persistente ou secundaria. As
infeccbes persistentes podem ser causadas por microrganismos que persistiram
apos procedimentos de desinfeccdo do sistema de canais radiculares e conseguiram
sobreviver no canal radicular obturado; as infeccbes secundarias, por sua vez, sdo
geralmente causadas por microrganismos introduzidos no canal por meio de uma
falha na assepsia durante o tratamento ou por meio da infiltracdo coronaria em
canais radiculares expostos a cavidade oral. A lesdo pdOs-tratamento endodéntico
ainda pode ser classificada como emergente (que foi desenvolvida apos o
tratamento), persistente (que persistiu apesar do tratamento), ou recorrente
(reconstruido apds sua regressdo). No caso da lesdo recorrente, muitas vezes
representa um fracasso final do tratamento endodontico. Acredita-se que a causa
esteja relacionada com o resultado de um novo evento anos apds a conclusao do
tratamento; por exemplo, a infiltragdo corondria apds fratura do dente ou perda da
restauragdo coronaria permanente (75).

Em suma, os medicamentos intracanais disponiveis atualmente para
utilizacdo em tratamento endodontico de pulpite e lesGes perirradiculares, ndo tém
todas as propriedades desejaveis, que incluem bom desempenho antimicrobiano,
atividade imunomoduladora e promocao do reparo tecidual sem danos ao

hospedeiro (21). Dessa forma, € necessaria a pesquisa de novos produtos que
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incluam todos esses requisitos, além da capacidade de inibicdo da

osteoclastogénese em lesdes perirradiculares.

2.3.2 Tratamento Periodontal

Estudos demonstraram que a raspagem e alisamento radicular subgengival
pode ser um efetivo meio de retardar ou paralisar a progressdao da doenca
periodontal (30). Os tratamentos periodontais convencionais envolvem, de forma
geral, os tratamentos mecéanicos radiculares que tém por finalidade a remocao dos
agentes causadores da doenca, por meio da utilizacdo de técnicas manuais e
ultrassoénicas (76). O tratamento periodontal ndo-cirargico pode constituir-se pela
raspagem e alisamento coronario e radicular, manutencdo periodontal, terapia
fotodindmica, entre outros (77). Entre os procedimentos cirdrgicos incluem-se
gengivectomia, debridamento por meio do retalho de Widman modificado, curetagem
gengival e o utilizacdo de laser (77). Dessa forma, o padréo ouro para o tratamento
da doenca periodontal, consiste no debridamento mecanico do biofilme subgengival
e calculo por meio da raspagem e alisamento radicular (78). No entanto, esse
tratamento apresenta limitagBes fisicas, que incluem a dificuldade da completa
eliminacao de calculo e depdsitos bacterianos de bolsas periodontais profundas (79).
Desse modo, o método padrao pode reduzir a carga bacteriana, mas pode nao ser
capaz de eliminar todos os agentes patogénicos periodontais.

Portanto, o tratamento da doenca periodontal pode ser otimizado por meio da
aplicacdo de medidas adjuvantes no controle do biofilme dentario, além de métodos
de higiene mecéanicos padrdo. Em adicdo aos antibidticos sistémicos e tdpicos, uma
gama crescente de diferentes solucbes para bochechos antissépticos esta
comercialmente disponivel (78). Nesse sentido, outras terapias adjuvantes incluem
agentes antimicrobianos que podem ser aplicados localmente, como chips de
clorexidina, gel hiclato de doxiciclina, e microesferas de minociclina. Além disso,
pode ser possivel a utilizacdo de lasers como diodo, o0 Nd:YAG [neodimio:
yttriumaluminum-garnet] e o Er:YAG [érbio: yttriumaluminum-garnet], além da terapia
fotodindmica local com uso de fonte de luz laser e agentes fotossensiveis. Em
adicdo, podem incluir também as doses subantimicrobianas sistémicas de

doxiciclina. Os antibidticos sistémicos e doses subantimicrobianas de doxiciclina
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sistémicas podem ser considerados separadamente porque esse Ultimo (doses
subantimicrobianas) parece inibir a atividade de colagenase em mamiferos (MMP-8)
e ndo funcionam como um antibiético (80).

Os antimicrobianos sistémicos apresentam maior potencial para eventos
adversos com doses mais elevadas de antimicrobianos, como a doxiciclina, por
exemplo, (80), que é parte do grupo das tetraciclinas. A doxiciclina, em doses
subantimicrobianas, pode ser capaz de inibir a atividade de MMPs, e assim, reduzir
a degradacdo de macromoléculas, tais como colageno, fibronectina e elastina no
tecido periodontal. Estudo anteriores, apontam que a doxiciclina pode reduzir a
diferenciacédo e/ou ativacdo de osteoclastos tanto in vitro, como em modelos in vivo
(2). Outros estudos demonstraram que o gel de hiclato de doxiciclina (terapia local)
pode ser um adjunto a raspagem e alisamento radicular para pacientes com
periodontite moderada a cronica grave, mas o beneficio na forma liquida € incerto.
No entanto, na terapia local, foram relatados efeitos adversos potenciais com 0 uso
de hiclato de doxiciclina (em altas concentracdes), tais como dor de cabeca, dor de
dente, dor gengival, sensibilidade dentaria térmica, problemas periodontais
(abscesso, exsudado, infeccdo, drenagem, mobilidade extrema ou supurac¢do) ou
outras inflamagdes na cavidade bucal (80).

A clorexidina pode ser o0 agente antibacteriano (como enxaguante)
considerado padrdo ouro na periodontia. Existem numerosos outros agentes
guimioterapéuticos baseados em ingredientes ativos, utilizados como terapias de
suporte a higiene bucal, por exemplo NaOCI e o peréxido de hidrogénio (H20: - para
tratamento de pericoronarite e abcessos), poli-hexanida, octenidina, fluoreto de
amina/fluoreto estanoso, iodo e combinac¢des de substancias diferentes (78). Outro
tratamento antibacteriano adjuvante pode ser a terapia fotodindmica antimicrobiana,
gue vem se tornando cada vez mais importante, descoberta e introduzida no inicio
do século XX. No entanto, os efeitos fototéxicos combinando produtos quimicos
especiais com luz foram descobertos pela primeira vez na utilizacdo médica (78).

A terapia fotodindmica recentemente comecou a ser incorporada como um
tratamento periodontal com caracteristicas antimicrobianas especificas, porém, a
eficacia e o0 modo de acdo dessa terapia em tecidos periodontais ainda nao foram
completamente esclarecidas, especialmente no que diz respeito as possiveis
alteracdes moleculares resultantes desse tratamento (76). Um estudo em humanos

considerou os genes relacionados com processos imunoinflamatorios, perda 0ssea,
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periodontite, processo de reparacgdo, e avaliou a expressao de niveis desses genes
nos tecidos gengivais (76). Os resultados desse estudo apontam a presenca de
diferencas significantes na expressdao de RANK e OPG antes e depois da terapia
fotodinamica. Evidéncias mostram que tanto RANK e OPG, quanto RANKL podem
estar envolvidos no processo de reabsor¢cdo Ossea. Dessa forma, foi possivel
observar que a terapia fotodindmica utilizada em conjunto com raspagem e
alisamento corono-radicular convencional conduz a um aumento da regulacdo da
expressdo de RANKL e OPG, que poderia indicar uma reducdo na atividade
osteoclastogénica e consequentemente um favorecimento no reparo dos tecidos
periodontais (76). Para ultrapassar as limitacbes da raspagem e alisamento corono-
radicular e reduzir a carga bacteriana, a terapia fotodindmica antimicrobiana tem
sido proposta como uma estratégia de tratamento para a eliminacdo de bactérias na
doenca periodontal (79).

No contexto periodontal, a utilizacdo de tetraciclinas (tais como a minociclina
e a doxiciclina) pode ser um possivel adjunto para o tratamento periodontal,
especialmente em sistemas de distribuicdo local dessas drogas. No entanto, a
utilizacé@o sistémica desses antibidticos pode ter efeitos colaterais indesejaveis (61),
como a descoloracdo de dentes em formacédo, distirbios gastrointestinais,
fotossensibilidade, esofagite, e raramente hipertensdo intracraniana idiopéatica,
hipersensibilidade e hepatotoxicidade (81). Nesse sentido, torna-se essencial a
busca por terapias alternativas, com a finalidade de suprimir esses efeitos

indesejaveis inerentes as terapias existentes atualmente.

2.4 PEPTIDEOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO

Atualmente, é globalmente conhecida a falta de novos antibioticos para o
tratamento de doencas associadas ao aparecimento de cepas bacterianas
multirresistentes. Para tanto, tornou-se extremamente necessario o desenvolvimento
de estratégias inovadoras para o controle desses microrganismos (82). A cavidade
bucal, por exemplo, por ser exposta ao ambiente externo, abriga um grande namero
de microrganismos. O desequilibrio na homeostase microbiota-hospedeiro na
cavidade bucal pode provocar desde lesdes cariosas, periodontite, até a perda de

0sso alveolar. Assim, o controle efetivo do sistema imune da cavidade bucal, pode
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ser necessario para a manutencdo da saude bucal (83). Nos mamiferos, a
imunidade consiste em dois sistemas: imunidade inata e imunidade adquirida. A
imunidade inata pode ser a primeira linha de defesa contra patégenos e pode ser
mediada por receptores Toll-like e peptideos antimicrobianos (PAMs) ou peptideos
de defesa do hospedeiro (PDHSs) (83).

Diante disso, novas biomoléculas vém sendo exaustivamente estudadas com
o0 intuito de inibir o crescimento e desenvolvimento de microrganismos em biofilmes.
Dessa maneira, encontra-se 0 suporte para a busca por peptideos que atuem
especificamente em agentes infecciosos da cavidade bucal (84). Nesse contexto, 0s
PDHs podem ser uma classe diversificada de biomoléculas de defesa, que podem
atuar inicialmente no combate a infeccdo e a invasdo por bactérias e outros
microrganismos (5). Nesse sentido, entre as caracteristicas dos PDHs podem estar a
baixa concentracdo para sua acdo, atividade antimicrobiana, baixos indices de
resisténcia devido ao mecanismo ndo especifico e capacidade de reparo tecidual,
gue podem potencializar a utilizacdo desses PDHs, como novas estratégias em
terapias antimicrobianas (85). Essas moléculas podem agir por meio de diferentes
mecanismos e dessa maneira, torna-se dificil de estabelecer a resisténcia. Assim,
podem aumentar o espectro de atividade dessas biomoléculas (6), que podem agir
contra uma vasta gama de microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, leveduras, fungos, virus, protozoarios e parasitas (82). Os PAMs ou
PDHs consistem em varias familias distintas, podem ser conservados
evolutivamente, e podem desempenhar um papel importante na imunidade inata
(83).

As diferencas entre os peptideos, além da diferenca entre as superficies
bacterianas e membranas citoplasmaticas, podem representar apenas algumas das
variaveis que determinam a extensdo da morte bacteriana induzida pelos PDHSs.
Dessa maneira, torna-se possivel o reconhecimento de que o0s peptideos
antimicrobianos podem ter outros alvos, além das membranas. Entre eles, a
lactoferrina, que pode bloquear o desenvolvimento de biofilme por patégenos
oportunistas. Assim, os PDHs podem ter efeitos sinérgicos com outras moléculas do
sistema imune inato do individuo (86). Varios mecanismos de acdo tém sido
propostos para essas moléculas; inicialmente, os peptideos podem interagir com a
membrana celular, causando um aumento na permeabilidade concomitante com a

perda da funcdo da membrana. Além disso, os peptideos podem afetar alvos
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intracelulares, tais como o seu nucleo e o DNA, conduzindo a apoptose (82). Nesse
sentido, alguns modelos de como os danos na membrana podem ocorrer, foram
descritos, visto que, a lista de moléculas antimicrobianas derivadas do hospedeiro
vem sendo explorada de forma exponencial. Nesse sentido, diversos estudos vém
avaliando os mecanismos de peptideo natural e atividade de peptideos sintéticos,
em modelo de sistemas de membranas (86).

Entre esses mecanismos, esta o modelo de barril, cuja forma de organizacao
dos peptideos assemelha-se ao formato de um barril, podendo haver o
favorecimento do extravasamento do conteudo celular mediante interacdo com
canais seletivos de ions (87). De outro modo, pode ser sugerido o modelo de tapete
(ou carpet), onde a penetracdo de peptideos na camada bilipidica forma um tapete,
gue pode desintegrar a membrana (88). Outro modelo descrito na literatura pode ser
relacionado por meio de poros toroidal, cuja conexdo continua de monocamadas
lipidicas mediante a acdo de peptideos em hélices pode ter a capacidade de
interagir com a membrana celular. Essa conexao pode gerar a formacao de poros e
consequentemente o extravasamento de fluido (89). Semelhante ao modelo de
tapete, o modelo de transicdo de dois estados sugere a ligacdo externa e
desestabilizacdo da membrana (90). Por fim, o modelo detergente, que sugere o
colapso da integridade da membrana e o extravasamento de componentes
intracelulares na presenca de altas concentracdes de peptideos antimicrobianos
(92).

Segundo a literatura, os PDHs podem ser constituidos de 12 a 50
aminoacidos, representados por conformacdes estruturais (folha-B, a-hélice,
estruturas em laco ou estendidas). Na maior parte dos casos, os PDHs podem ser
catidnicos ou anfipaticos, o que pode determinar sua atividade antimicrobiana. Essas
biomoléculas multifuncionais podem possuir, além de atividade antimicrobiana,
influéncia na expressdo de moléculas de adeséo, secrecdo de ions de cloreto,
producdo de adrenocorticoide, angiogénese e reparo tecidual (92). Por serem
anfipaticos, em sua maioria, os peptideos podem ter a capacidade de interagir com a
membrana citoplasmatica apos atravessarem o0s lipopolissacarideos em bactérias
Gram-negativas, e 0s acidos teicoico e lipoteicdico em Gram-positivas (86).

As catelicidinas desempenham um papel crucial na manutencdo da
homeostase com microrganismos, assim como na promocado de respostas

inflamatorias de reparacdo de lesbes. A LL-37, por exemplo, consiste em uma
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catelicidina humana, que pode ser expressa nas glandulas salivares e na mucosa
bucal em niveis moderados. Os tecidos orais de alguns pacientes com periodontite
costumam exibir niveis extremamente baixos de LL-37, por isso supfe-se que
podem estar envolvidos na patologia dessa doenca. Esses resultados sugerem que
LL-37 impede a progressado das doencas periodontais nos seres humanos (83).
Dessa forma, PDHs orais podem atuar como um sistema central de defesa oral, o
que determina o0 seu potencial terapéutico (84). Alguns produtos na area
odontoldgica, para cuidados bucais a base de peptideos, j4 estdo disponiveis no
mercado, como demonstrado em um estudo, descrito para combater essencialmente
o biofilme microbiano (93). Além desses produtos ja existentes no mercado, um
fosfopeptideo (caseina) também vem sendo comercializado como Recaldent™ e
como Tooth Mousse™, em forma de goma de mascar, apresentando atuacao na
remineralizagdo do esmalte dentério (94).

Nesses termos, agentes antimicrobianos que eliminam efetivamente espécies
resistentes em canais radiculares podem ser potenciais beneficiadores do
tratamento endodéntico (95). Alguns estudos avaliaram a atividade de PAMs contra
microrganismos relacionados a carie e doenca periodontal, incluindo Streptococcus
mutans, C. albicans, P. gingivalis e E. faecalis. Os estudos abordavam a atividade
de peptideos orais (a e B- defensinas, LL-37, histatina e peptideo derivado de
lactoferrina), neuropeptidios, peptideos de bactéria, peixe, boi e peptideos sintéticos
(85). Os resultados desses estudos com bactérias de alta prevaléncia nas doencas
periodontais demonstraram que essas bactérias foram susceptiveis a LL-37,
enquanto bactérias de alta prevaléncia em carie foram susceptiveis a B-defensina 2.
Por outro lado, bactérias com alta prevaléncia nas doencas endodoénticas foram
susceptiveis a nisina e o fungo C. albicans foi susceptivel a histatina 5 (85). Em
adicdo, a B-defensina 3 humana também apresentou beneficios na terapia
endodobntica e sua performance antimicrobiana foi superior ao Ca(OH). e a
clorexidina (96). Esse peptideo pode possuir propriedades antibacterianas por meio
do mecanismo de tapete, antiendotoxinas, atividade imunomodulatéria e baixa
citotoxicidade (97).

Em resumo, os peptideos de defesa do hospedeiro vém sendo propostos
como uma possivel fonte de produtos farmacéuticos para o tratamento de infec¢bes
bacterianas resistentes a antibiéticos ou choque séptico (86), o que pode incluir

potenciais produtos promissores na odontologia.



44

2.4.1 Clavanina A

As clavaninas pertencem a uma familia de peptideos antimicrobianos,
expressas nos hemdécitos do organismo marinho Styela clava, apresentam
atividades antimicrobianas de largo espectro contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, bem como contra varios fungos (98). Dessa forma, estudos
demostraram que a clavanina A possui atividade contra S. aureus e E. coli (99).
Semelhante a muitos outros peptideos (antibiéticos naturais), esses PDHs podem
exercer o seu efeito antimicrobiano por meio da permeabilizacdo das membranas-
alvo. Além disso, consistem em peptideos catidnicos e anfipaticos, compostos por
23 residuos de aminoacidos (98). As clavaninas apresentam conformacao helicoidal
e podem ser ricas em glicinas, histidinas, e fenilalaninas, como pode ser visto a
partir de sua estrutura primaria. Tais componentes podem desempenhar papéis
importantes nas acfes antimicrobianas da clavanina A natural (98). Além disso,
apresenta carga positiva, o0 que pode facilitar as interacdes com componentes
anibnicos da parede microbiana, tal como o LPS (100). A clavanina A possui
atuacao dependente de pH, podendo interferir na permeabilizacdo da membrana.
Um estudo demonstrou que a bicamada lipidica foi desestabilizada em pH neutro
com um mecanismo de acdo que se assemelha ao do modelo de tapete (98). As
histidinas presentes nesse PDH podem atuar mais efetivamente contra bactérias em
um pH &cido (101). Em ambiente &cido, as histidinas podem ter atividade
relacionada a sua interagdo com proteinas envolvidas na translocacdo de protons
(102) como proteinas de membrana (ATP sintases ou bombas de prétons, por
exemplo). Esses PDHs ainda podem ser capazes de modificar a permeabilidade das
membranas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (101). No entanto, ainda
existem controvérsias com relagcdo ao seu mecanismo de acéo (102).

Estudos anteriores in vitro com clavanina A, demonstraram seu perfil de
avaliacdo em fibroblastos L929 de camundongos, bem como células primérias de
pele, contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Além disso, esse peptideo foi
testado em um modelo de ferida e in vivo de sepse, também com a finalidade de
avaliacdo da resposta imune. Embora possam apresentar atividade antimicrobiana in
vitro em relacdo as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, a clavanina A nao

demonstrou atividade citotbxica em mamiferos. Em testes de toxicidade aguda,
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nenhuma reacdo adversa foi observada nas concentragfes testadas. Além disso,
clavanina A reduziu significativamente a unidade formadora de colénias (UFC) de S.
aureus em um modelo de ferida experimental. Em adicdo, esse PDH também
reduziu a mortalidade de camundongos infectados com E. coli e S. aureus em 80%,
em comparagdo com o0s animais controle. Dessa forma, os resultados sugerem que
clavanina A pode impedir o inicio da sepse e desse modo, reduzir a mortalidade. Em
conclusdo, esses dados sugerem que a clavanina A consiste em um PDH que
poderia melhorar o desenvolvimento de novas estratégias a base de peptideos para
o tratamento de infecc¢des de feridas e septicemia (99).

Outros estudos prévios também demonstraram que a clavanina A pode
apresentar atividade imunomodulatoria. Além disso, sugeriu evidéncias na reducao
da osteoclastogénese in vitro (7) embora sejam necessarios maiores
esclarecimentos sobre a atuacéo das clavaninas na osteoclastogénese, que pode
estar presente na doenca periodontal e nas lesbes perirradiculares. Assim, as
clavaninas podem representar bons candidatos para um tratamento alternativo no

contexto odontoldgico.

2.4.2 Clavanina MO

Com a finalidade de melhorar o seu desempenho, a clavanina A foi
modificada de modo a gerar uma nova molécula com melhor capacidade
antibacteriana, imunomodulatoria, antitumoral e com atividade antiviral. Assim, a
clavanina MO foi criada com a adi¢do de 5 residuos de aminoacidos apolares na
regido C-terminal (FLPII), da sequéncia original clavanina A (103). A sequéncia
adicionada foi obtida mediante comparacdo com peptideos descritos na literatura
com atividade imunomodulatéria. Esses residuos podem aumentar o grau de
hidrofobicidade e, consequentemente, a afinidade a membranas celulares (103). Um
trabalho recente demonstrou que a clavanina MO pode ser produzida a partir da
levedura Pichia pastoris, diminuindo os custos em sua producgdo. Além disso,
apresentou efetividade contra os microrganismos Klebsiella pneumoniae (Gram-
negativo) e Staphylococcus aureus (Gram-positivo) (104). Outros estudos in vitro
revelaram semelhangcas entre os PDHs clavanina A e clavanina MO quanto a

auséncia de citotoxicidade contra linhagem celular RAW 264.7 na concentracao de
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até 190 uM; estimulo para a produgao de IL-10; inibicdo na producdo de NO, TNF-a
e IL-12 (105). Em adicdo a isso, estudo em modelo experimental in vivo de sepse
polimicrobiana grave, em camundongos, demostrou que as clavaninas A e MO
obtiveram resultados semelhantes com relacdo a: estimulacdo de migracdo de
neutrofilos a cavidade peritoneal apdés 6h de tratamento, auséncia de efeito
genotoxico, reducdo da carga bacteriana do ferimento e aumento de sobrevida.
Esses resultados sugerem o potencial dessas biomoléculas na terapia de feridas
cirdrgicas e quadros de septicemia (105).

Em sintese, baseado nos resultados obtidos com a clavanina MO, apresenta-
se como um PDH com potencial para a terapia endodontica e periodontal. Tal
potencial se deve as evidéncias demonstradas de sua provavel eficacia contra
infeccbes mistas e capacidade imunomodulatoria. Além disso, ainda sugeriu
evidéncias na reducdo da osteoclastogénese in vitro (7). Dessa forma, fazem-se
necessarias novas buscas em relagdo a sua capacidade de acdo em terapias

endodonticas e periodontais.

243 LL-37

Vérios peptideos ja foram descritos na literatura; desses, pelo menos 45
PDHs diferentes estdo presentes no ambiente oral, derivados de saliva e de fluido
gengival (5). As catelicidinas podem ser uma familia de amplificadores-chaves,
expressos em neutrofilos e monadcitos presentes no sangue e na medula 6ssea, bem
como em células epiteliais da superficie dos tecidos do corpo. As catelicidinas
também podem ser expressas em osteoblastos e macréfagos da medula 6ssea (83).
Entre elas, destaca-se a catelicidina LL-37, oriunda do peptideo antimicrobiano
cationico humano 18 (hCAP18), e se apresenta como 0 Unico membro da familia
catelicidina em seres humanos. O hCAP18 pode ser armazenado em granulos
especificos dos neutréfilos como um pro-peptideo inativo. Apés a degranulagcédo dos
neutroéfilos, o hCAP18 pode ser clivado por enzimas derivadas do hospedeiro para
gerar o peptideo LL-37 maduro (106). Esse PDH possui 37 residuos de
aminoacidos e pode ser liberado de forma ativa. Desse modo, pode formar poros na
membrana bacteriana de microrganismos (84) e apresentar seus niveis de producao

(de LL-37) aumentados em condi¢des de infeccdo e inflamacéo. Em adicéo, a LL-37
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pode se ligar a superficie de células epiteliais e ser endocitada (107). Ela pode estar
associada com a eliminacdo de uma ampla gama de microrganismos por interagir
diretamente com as membranas celulares microbianas. Tal atividade antimicrobiana
de amplo espectro, pode atingir bactérias, fungos e virus (108). A LL-37 pode ligar-
se a receptores do peptideo formil 2 (FPR2) expresso em células hospedeiras e
pode provocar uma variedade de eventos, tais como quimiotaxia, proliferacao celular
e producéo de citocinas (83).

Entre as bactérias Gram-negativas em que LL-37 pode desempenhar acao
antimicrobiana, compreendem-se E. coli, P. aeruginosa, A. actinomycetemcomitans,
Salmonella typhimurium, Salmonella minessota, B. cepacia, Capnocytophaga
ochracea, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Stenotrophomonas maltophilia,
Proteus vulgaris, Capnocytophaga sputigena, C. gingivalis, S. serovar dublin. J4,
entre as Gram-positivas, LL-37 pode apresentar acdo sobre as espécies de
Streptococcus, S. aureus, E. faecalis, Staphylococcus epidermidis, Listeeria
monocytogenes, Enterococcus faecium, Lactobacillus. acidophilus, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium. Além desses, pode atuar ainda no fungo C. albicans (108).

Algumas doencas humanas podem estar associadas a uma expressao
alterada de LL-37; por exemplo, na sindrome Kostman Morbus que pode ser
causada pela auséncia de neutrdfilos, que resulta na deficiéncia de LL-37, que pode
ainda conduzir a infeccbes periodontais repetidas e severa reabsor¢do do 0Sso
alveolar (109). Além disso, a LL-37 pode ser capaz de neutralizar LPS e flagelina, e
ainda pode suprimir diretamente osteoclastogénese em seres humanos, pois
evidéncias sugerem que catelicidinas produzidas por osteoblastos em resposta ao
LPS, flagelina e lipoproteinas acilados, podem atuar como protetores contra a
reabsorcdo 6ssea induzida por infeccdo bacteriana em doencas periodontais. No
entanto, a P. gingivalis pode degradar a LL-37, utilizando suas préprias proteases.
Por conseguinte, o desenvolvimento de variantes de LL-37, que sejam resistentes a
clivagem proteolitica é almejado para o tratamento da periodontite (83).

Outra caracteristica importante, pode ser sua capacidade imunomodulatéria
(107); as ac0Oes biolégicas de LL-37 podem incluir angiogénese e promocéo da cura
de feridas, induzindo a proliferacéo de células. De modo semelhante, a LL-37 n&o foi
detectada no fluido crevicular gengival de pacientes com grave perda de 0Sso
alveolar devido a periodontite. Surgiu entdo a hipétese de que a LL-37 pode afetar

negativamente a formacdo e funcdo dos osteoclastos (109). Nesses termos,
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acredita-se que a ativacdo das células dendriticas, derivadas da mesma linhagem
dos osteoclastos, pode ser inibida pela LL-37. Estudos sugerem que a LL-37 pode
suprimir a osteoclastogénese, no entanto, ndo se sabe se afetam a formacéo e/ou
funcdo dos osteoclastos (109). A deficiéncia de LL-37 vem sendo relacionada a
periodontite agressiva, hipotese que sugere que a LL-37 pode inibir a
osteoclastogénese, jA que a sua deficiéncia faria com que a reabsorcdo Ossea
severa fosse observada na periodontite agressiva (109).

De outro modo, a LL-37 também pode exercer funcdes bioldgicas essenciais
para o ambiente perirradicular, como angiogénese e inducdo de proliferacdo celular
(110), sugerindo sua agdo no ambiente endoddntico. Estudos anteriores
evidenciaram que a LL-37 foi capaz de induzir a migracdo de células de polpa
dentaria humana, assim como o fator de crescimento epidérmico (EGF), de
aumentar os niveis dos receptores de EGF fosforilados, podendo, também atuar na
migracdo de queratindcitos e fibroblastos. Dessa forma, tal atuacdo da LL-37 pOde
ser inibida pelo antagonista do receptor de EGF, de modo a sugerir que a inducéo
da migracdo de células de polpa humana via LL-37 se dé pela transativacdo de
receptores de EGF mediados por EGF (111, 112). Diante dessas informacgoes,
evidéncias apontam que a LL-37 pode ser um importante agente na reducdo da
osteoclastogénese, devido a presenca de osteoclastos na doenca periodontal e nas
lesbes perirradiculares, ha uma forte motivacdo na busca de medicacbes que
contenham essas acoes. Isto se faz importante no ambiente oral acometido por tais

doencas e/ou suas consequéncias.

Como justificativa, o processo de remodelacdo éssea consiste em um
importante mecanismo para o metabolismo e homeostase do sistema esquelético
humano. No entanto, o desequilibrio desse processo pode acarretar o
desenvolvimento de graves doencas, visto que, na odontologia, 0 insucesso no
tratamento de lesbGes perirradiculares e da periodontite resulta em reabsorcdes
0sseas exacerbadas nessas areas. As falhas no tratamento podem abranger desde
recolonizacdo de microrganismos mesmo sob o0 uso de medicacdes utilizadas
aualmente, até a incapacidade de resposta imune do hospedeiro. Nesse caso, faz-
se necessaria a busca por novas terapias que reduzam ou eliminem essas falhas.

Assim, os peptideos de defesa do hospedeiro podem ser biomoléculas promissoras
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para o desenvolvimento de medicagles intracanais e distribuicdo local nos tecidos
periodontais, devido sua atividade imunomodulatéria e antimicrobiana por meio de
diferentes mecanismos, dificultando a resisténcia. Portanto, este trabalho visa a
avaliacdo da viabilidade celular e expressdo de NO, que podem ser importantes na
osteoclastogénese de células RAW 264.7, mediadas pelo rRANKL, na presenca dos
peptideos de defesa do hospedeiro clavanina A, clavanina MO e LL-37, comparados

aos controles clinicos Ca(OH):z e doxiciclina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os peptideos clavanina A, clavanina MO e catelecidina LL-37 no
processo de osteoclastogénese mediada por rRANKL em comparacdo com O0s

controles clinicos hidroxido de célcio P.A. (Ca(OH)z2) e doxiciclina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a viabilidade e proliferacdo celular de culturas de precursores de
osteoclastos RAW 264.7, na presenca dos peptideos clavanina A, clavanina MO e
LL-37 e das medicacbes Ca(OH)z e doxiciclina em diferentes concentra¢des, com ou
sem estimulo do recombinante (r) RANKL, por meio do método de ensaio
colorimétrico de viabilidade celular de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT).

v Avaliar a producdo de NO nas culturas de precursores de osteoclastos RAW
264.7, na presenca dos peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37, e das
medicacbes Ca(OH)2 e doxiciclina em diferentes concentracdes, com ou sem
estimulo de rRANKL.

v Avaliar o niumero de osteoclastos diferenciados apds coloracdo de TRAP, na
presenca dos peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37 e das medicagfes
Ca(OH)2 e doxiciclina em diferentes concentracbes, com ou sem estimulo de
rRANKL.

v Correlacionar a concentracdo minima dos peptideos clavanina A, clavanina
MO e LL-37 e das medicagbes Ca(OH)2 e doxiciclina, capaz de reduzir ou inibir a

diferenciacéo de osteoclastos, com sua respectiva producao de NO.
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4 METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo visou a avaliacdo do papel funcional da osteoclastogénese
mediada por recombinante (r) RANKL in vitro, a partir de culturas da linhagem de
pré-osteoclastos RAW 264.7, na presenca dos peptideos clavanina A, clavanina MO
e LL-37, em comparacdo com o Ca(OH)2 (a medicacao intracanal convencional na
endodontia) (72) e a doxiciclina (medicacao utilizada no tratamento periodontal) (30),
conforme ilustrado na figura 1. Para tanto, o estudo foi dividido em grupos de
culturas da linhagem de pré-osteoclastos RAW 264.7 com e sem rRANKL. Cada
uma dessas culturas foi exposta as diferentes concentragdes dos peptideos (2, 8,
32, e 128 yg.mL?), além da doxiciclina e do Ca(OH)2 nas mesmas concentracdes
utilizadas (2, 8, 32, e 128 uyg.mL1). Foram realizadas analises baseadas nos testes
de viabilidade celular (MTT), dosagem de 6xido nitrico (NO) e contagem de
osteoclastos diferenciados, apds coloracdo de tartarato fosfatase acido resistente
(TRAP). Foram realizadas trés réplicas bioldgicas em triplicatas técnicas. O objetivo
foi avaliar a menor concentracéo dos peptideos, da doxiciclina e do Ca(OH)z, capaz

de reduzir ou inibir a osteoclastogénese mediada por rRANKL in vitro.
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Figura 1- Linhagem de pré-osteoclastos RAW 264.7, divididos em 2 grupos: Grupo controle 1, linhagem de pré-osteoclastos RAW 264.7; Subgrupos - células

RAW 264.7 com a adi¢8o de clavanina A, clavanina MO, LL-37, Ca(OH). e doxiciclina. Grupo controle 2, células RAW 264.7 estimuladas com o rRANKL;
Subgrupos - células RAW 264.7 estimuladas com o rRANKL, com a adi¢cao de clavanina A, clavanina MO, LL-37, Ca(OH): e doxiciclina.
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4.2 OBTENCAO DA LINHAGEM CELULAR

As células pré-osteoclasticas da linhagem RAW 264.7 foram obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil (CR108). Essas células
foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Gibco, Califérnia, EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco®), 1% penicilina/estreptomicina (1000 U.mL™?)
(Gibco®), 1% de solucdo de aminoacidos ndo essenciais MEM (Gibco®), 1% de L-
glutamina (Gibco®) e 0,1% de gentamicina (Gibco®) e mantidas em estufa, contendo
5% de COz2, a 37°C e umidade a 95%. Durante a manutencao das células, a cada
trés dias, ocorreu a troca de meio de cultura ou repique em caso de confluéncia igual
ou superior a 75%. Os experimentos para dosagem de NO, ensaio de MTT e
contagem de osteoclastos, apés coloragdo TRAP, foram realizados em culturas com
concentracdo celular de 2,5x108 células.mL™?, em placas de 96 pocos (Kasvi, China),
estimuladas com e sem 100 ng.mL* de rRANKL (Peprotech, Nova Jersey, EUA) nos
grupos controles e acrescidas de diferentes concentracdes (2, 8, 32, e 128 ug.mL™?)
dos peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37, e dos controles clinicos
doxiciclina e Ca(OH)2, de acordo com a definicdo dos grupos experimentais (figura
1). Durante todo o periodo experimental, as culturas permaneceram em estufa
contendo 5% de CO2, a 37°C e umidade a 95%. Nos experimentos envolvendo
cronologia de sete dias (7 d), a cada trés dias, metade do volume de meio de cultura
e dos estimulos utilizados em cada grupo experimental foram trocados. Ao final de
cada tempo experimental, foram realizados os ensaios de MTT e dosagem de NO.
Ao final do sétimo dia, além dessas analises, foi realizada também a coloragédo de

TRAP, seguida da contagem do numero de osteoclastos diferenciados.

4.3 SINTESE E PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS CLAVANINA A, CLAVANINA MO
E LL-37

Os peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37 foram sintetizados de
acordo com a metodologia de sintese em fase soélida mediante estratégia F-moc
(113), purificados (>95%), liofilizados e armazenados pela empresa Peptides 2.0

Inc., EUA (tabela 1). ApGs a aquisi¢cdo dos peptideos, eles foram checados por meio
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de espectrometria de massas Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of
Flight (MALDI-ToF), para certificacdo da sua pureza e massa molecular. Para essa
confirmacéo, os peptideos foram diluidos em agua ultrapura e analisados em matriz
(acido saturado a-ciano-4-hidroxicinamico, preparada com 50 pL &cido
trifluoroacético a 3%, acetonitrila 100% e 200 pL de &gua ultrapura), no volume de
1:3. Logo, foram aplicadas em placa Anchorchip Var-384 em triplicatas e, em
temperatura ambiente, aguardou-se até a completa secagem da amostra. A massa
molecular foi determinada via MALDI-ToF Ultra Flex Il (Bruker Daltonics, Billerica,
MA). A massa monoisotopica foi obtida com o uso de Peptide Calibration Standard Il
para espectrometria de massa (Bruker Daltonics, Billerica, MA), a partir do modo de
operacao refletivo e positivo com calibracdo externa. Um dos peptideos testados a
LL-37, em seu espectro de massa, demonstrou impurezas, isto €, a presenca de
ions ndo compativeis com o peptideo ou ions compativeis com degradacdo de
amostra; por esse motivo, o peptideo foi submetido a purificacdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RT-HPLC). Para sua purificacdo, a LL-37
foi solubilizada em agua ultrapura (500 ug) e submetida a coluna semi-preparativa
C18 (NST, 5 um, 250 mm x 10 mm), sendo eluida com um gradiente linear de
acetonitrila (5-95%) por 60 minutos (min), a um fluxo de 2,5 mL.min"t. As fragdes,
monitoradas a 216 nm, foram coletadas e, em seguida, foram liofilizadas.
Posteriormente a purificacdo, a amostra de LL-37 foi analisada novamente por
MALDI-ToF, para certificacdo de sua pureza (Anexo 1). Para os experimentos, 0s
peptideos foram diluidos em agua ultrapura e quantificados pela absor¢cédo UV a 205,
215 e 225 nm, com a seguinte formula de concentracdo (114):

A = (A215 - A225) x 144
B= (A205) x 31
A+E
2

= mg.mL™?!

Por fim, apoOs identificacdo e fracionamento ideal para cada um dos
experimentos, os peptideos foram mantidos a -20°C até sua utilizacdo. Quando
descongelados, foram usados uma Unica vez e ndo armazenados novamente,

evitando assim que esses peptideos fossem degradados nesse processo.
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Tabela 1 - Sequéncia e massa molecular dos peptideos clavanina A, clavanina MO e LL-37

i . Massa
Peptideo Sequéncia
molecular (Da)
clavanina
A VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH2 2667.08
clavanina
MO FLPIIVFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH: 3249.75
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-NH: 4491.03

4.4 OBTENCAO DO HIDROXIDO DE CALCIO E DA DOXICICLINA

O Ca(OH): (Biodinamica, Parand, Brasil) foi analisado quanto a sua pureza e
solubilidade em agua pela empresa Soloquimica — Analises de Solo Ltda. O Ca(OH)2
foi pesado e diluido em &gua ultrapura (20 mg.mLt), no momento anterior a cada um
dos experimentos. A doxiciclina (Pharmac, Brasilia, Brasil) foi manipulada em
capsulas, na concentracdo de 100 mg em cada unidade. As capsulas foram abertas
e a doxiciclina foi pesada e diluida em agua ultrapura (20 mg.mL1), no momento da

utilizacao no experimento.

4.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de viabilidade celular foi utilizado para determinar a citotoxicidade
dos peptideos, do Ca(OH)2 e da doxiciclina. O método utilizado foi o MTT (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA), que avalia a atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial. Além disso, o MTT consiste em um método colorimétrico, baseado na
capacidade de as células vivas reduzirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium brometo no produto formazan (115). Foram analisados os tempos
experimentais de 72 horas (72 h) e 7 dias (7 d), em todos 0s grupos experimentais,
além do controle negativo, representado pela cultura celular em solucao de lise
(meio de cultura DMEM, células na concentracdo 2,5x103células.mL* e solucéo de
lise - 10 mM Tris, pH 7,4, 1 mM EDTA e 0,1% triton X-100) (116). Apés 72 he 7 d de
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incubagéo, parte do sobrenadante foi removida, permanecendo apenas 45 pL deste
em cada poco. Foram acrescidos 10 yL de MTT (0,05 mg.mL™?) (Sigma-Aldrich), por
poco, da placa de 96 pocos (Kasvi), e as placas acondicionadas em estufa com 5%
de CO2, 37°C e 95% de umidade, durante 4 horas. Finalizado esse periodo, a
reacao foi bloqueada com 60 pL por poco de dimetilsulféxido (DMSO) (JT Barker,
Europa) e os pogos foram homogeneizados para completa solubilizacdo do
conteudo celular. Em seguida, foi realizada a leitura em leitor de microplacas (Bio-
Tek Power Wave HT, EUA), com absorbancia a 595 nm. Os resultados dos grupos
experimentais foram subtraidos da amostra “branco” (meio de cultura,
exclusivamente) e o percentual de viabilidade celular foi estabelecido apés
comparacao com o grupo controle positivo (RAW 264.7), considerado como 100%

de viabilidade celular.

4.6 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

Outro parametro analisado neste estudo foi a dosagem de Oxido nitrico. A
producdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pelo método de
Green et al. (1982), com adaptacbes (117). A avaliacdo dos niveis de nitrito foi
estabelecida nos sobrenadantes das culturas celulares, estimuladas com diversas
concentracfes dos peptideos, da doxiciclina e do Ca(OH)2. Para tanto, 100uL do
sobrenadante de ambos os tempos experimentais (72 h e 7 d) foram transferidos
para uma nova placa de 96 pocos (Kasvi). Para a curva padrao de nitrito de sodio,
foram realizadas diluicdes sucessivas em meio DMEM (Gibco®) (1,5625 yM a 200
MM). Em seguida, foram adicionados 100 pL de uma solucéo de sulfanilamida a 1%,
em acido fosférico 2,5%, e naftiletiienodiamina 1%, em &cido fosforico 2,5%, na
proporcao de 1:1. Apos 10 min de incubacao a temperatura ambiente, foi realizada a
leitura em leitor de microplacas (Bio-Tek Power Wave HT, EUA), a 490 nm. A

quantidade de nitrito foi calculada a partir da equacéo da curva padrao (117).
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4.7 OSTEOCLASTOGENESE E COLORACAO DE FOSFATASE ACIDA
TARTARATO RESISTENTE (TRAP)

Ao final de 7 d de experimento, as culturas celulares realizadas em placas de
96 pocos (Kasvi), de acordo com 0s grupos controle ou experimentais, foram
submetidas a coloracdo de TRAP para posterior contagem do numero de
osteoclastos diferenciados. Para realizacdo da coloracdo de TRAP, foi utilizado o kit
Acid Phosphatase Leukocyte (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), com adaptacdes. Para
tanto, foi removido todo o sobrenadante da cultura celular e adicionado, a cada
poco, 100 uL de solucao fixadora (0,7 mL de solucéo de citrato, 1,9 mL de acetona e
0,2 mL de formaldeido 37%), permitindo que a fixacdo ocorra durante 2 min, lavados
com 100 pL de agua destilada. Em seguida, foi preparada a solugdo de coloragao
por meio da unido de 2,7 mL de 4gua destilada a 37°C, 0,20 mL de solu¢éo corante
fast garnet, sal sulfato GBC diazotada (0,10 mL de solucdo GBC e 0,10 mL de
solucdo de nitrito de sodio), 0,03 mL de solucdo de naphtol AS-TR fosfato, 0,12 mL
de solucdo de acetato e 0,06 mL de solucéo de tartrato. Esses foram aquecidos em
banho-Maria a 37°C e, logo,100 yL dessa solugao foram adicionados a cada pogo. A
placa foi envolvida em papel aluminio, devido a componentes dessa solu¢do serem
fotossensiveis; em seguida, foi incubada em estufa a 37°C, durante 1 hora. Ao final
desse periodo, a solucdo foi removida e o poco lavado com 100 uL de agua
destilada. Para coloracdo do nucleo, ap6s remocdo da &gua destilada, foram
adicionados 60 L da solucdo de hematoxilina, por 30 segundos (seg). Apds esse
tempo, trés lavagens com agua destilada foram realizadas, com duracdo de 1 min
cada, e os osteoclastos (células TRAP positivas, com mais de trés nucleos em seu
interior (118)) foram contabilizados em microscopio invertido. Essa contagem foi
realizada de maneira manual (com o auxilio de um contador manual), onde um ponto
de referéncia inicial foi marcado no pogo a ser contado da placa de 96 pocos (Kasvi).
Dessa maneira, foram contados o0s osteoclastos fixados na placa a partir desse
ponto inicial e avaliando cada espaco do poco, conduzindo a placa em movimentos
circulares, das bordas ao centro do poco (em forma de espiral), até que todo poco

fosse contabilizado.



58

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Quanto a analise estatistica, os resultados foram submetidos ao célculo da
meédia e erro padréo para cada experimento. Em seguida, foi realizada a verificagéo
de normalidade (teste de Kolmogorov Smirnov) e posterior analise estatistica
paramétrica, mediante a analise de variancia de um fator (one way ANOVA) e p0s-
teste de Tukey. Os experimentos (avaliagdo citotoxica, dosagem de Oxido nitrico e
osteoclastogénese) seguiram um padrdo de comparacéo entre o controle e todos os
grupos em cada tempo experimental. As analises, realizadas no software Graph Pad
Prism 6.0, foram consideradas a um nivel de significancia de 95%, com valor de
p<0,05.



59

5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE CELULAR EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
PEPTIDEOS E CONTROLES CLINICOS

Para a analise da viabilidade celular, o ensaio colorimétrico de MTT (Sigma,
EUA) foi efetuado ap6s 72 h e 7 d de cultura de células pré-osteoclasticas RAW
264.7 na presenca de peptideos clavanina A, clavanina MO, LL-37 e controles
clinicos de Ca(OH)z e doxiciclina. O método colorimétrico de MTT é baseado na
capacidade das células vivas de reduzirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium brometo no produto formazan e consiste na avaliacdo da atividade da
desidrogenase mitocondrial (115). O presente ensaio foi conduzido a fim de verificar
a citotoxicidade dos produtos testados, na presenca e auséncia do rRANKL. Foi
observado que as concentraces 2, 8, 32, e 128 ug.mL* dos peptideos e do
Ca(OH)2 (Figuras 2A, B, C e D) ndo apresentaram nenhum grau de citotoxicidade
para as células RAW 264.7. Em adicao, em algumas concentracfes, esses produtos
possivelmente estimularam a proliferacdo celular (p<0,05). No entanto, as células
estimuladas com 128ug.mL* de doxiciclina (Figura 2E) demonstraram uma
diminuicdo na viabilidade celular (p<0,05), permanecendo apenas 52% de células
vivas, apdés 72 h de cultivo celular, em comparacdo com o controle representado
apenas por culturas contendo células RAW 264.7. No entanto, baixas concentracdes
(2 e 8 yg.mL?) de doxiciclina, possivelmente estimulam a proliferacdo celular, ao
final de 7 d de incubagéo (p<0,05).

De maneira semelhante, foram observadas as mesmas condicbes de
viabilidade quando a cultura de células RAW 264.7 foi estimulada com 100 ng.mL™*
de rRANKL e acrescida dos peptideos clavanina A, clavanina MO, LL-37 e dos
controles clinicos de Ca(OH):z e doxiciclina, apés 72 h e 7 d (Figura 3). Os peptideos
e controles clinicos, nas concentracées de 2, 8, 32, e 128 ug.mL?! ndo foram
citotoxicos para as culturas estimuladas com rRANKL e novamente, em algumas
concentracbes parecem estimular a proliferacdo celular em culturas acrescidas de
peptideos e Ca(OH)2 (p<0,05) (Figuras 3A, B, C e D). Uma excec¢do foi observada,

nas culturas estimuladas com rRANKL e doxiciclina na concentragdo 128 ug.mL™,
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apos 72 h (Figura 3E). Este grupo demonstrou um decréscimo na viabilidade celular
em comparagdo com culturas de células RAW 264.7 estimuladas com rRANKL,
reduzindo-se para apenas 58% de células vivas (p<0,05). No entanto, 2ug.mL? de
doxiciclina também manteve o padrdo observado nas culturas com auséncia do
estimulo de rRANKL, onde observou-se uma provavel proliferacdo celular, ao final

de ambos os tempos experimentais (p<0,05).
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Figura 2: Citotoxicidade dos peptideos clavanina A (A), clavanina MO (B), LL-37 (C) e controles
clinicos Ca(OH)2 (D) e doxiciclina (E) a 2, 8, 32, e 128 yg.mL? em 2,5x103 células RAW 264.7 por
poco, apos 72h e 7 d, por ensaio MTT. O grupo controle foi constituido de 2,5x10% células RAW 264.7

por poco. A viabilidade celular foi representada por média e o erro padrdo, na absorbancia de 595

nm, realizado em triplicata técnica e bioldgica. *p<0,05 comparando-se ao grupo controle, em cada

condicéo testada. op<0,05 comparando-se aos grupos contendo 128 pg.mL* de cada produto, em

cada condicdo testada. #p<0,05 comparando-se aos grupos contendo 32 pug.mL-1de cada produto, em

cada condicao testada.
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Figura 3: Citotoxicidade dos peptideos clavanina A (A), clavanina MO (B), LL-37 (C) e controles
clinicos Ca(OH): (D) e doxiciclina (E) a 2, 8, 32, e 128 uyg.mL* em 2,5x102 células.mL? RAW 264.7,
apés 72h e 7 d, a partir do ensaio de MTT. As culturas foram estimuladas com 100 ng.mL de
rRANKL. O grupo controle consistiu de 2,5x10% células RAW 264.7 estimuladas com 100 ng.mL de
rRANKL. A viabilidade celular foi representada por media e erro padrdo, na absorbancia a 595nm,
realizada em triplicata técnica e biolégica. *p<0,05 comparando-se ao grupo controle, em cada
condicdo testada. op<0,05 comparando-se aos grupos contendo 128 ug.mL! de cada produto, em
cada condicao testada. #p<0,05 comparando-se aos grupos contendo 32 pg.mL? de cada produto,

em cada condicao testada. Mp<0,05 comparando-se aos grupos contendo 8 pug.mL* de cada produto,

em cada condi¢ao testada.
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5.2 PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
PEPTIDEOS E CONTROLES CLINICOS

Por ser um importante mediador inflamatério no processo de
osteoclastogénese, a producdo de NO foi avaliada em todos os grupos e periodos
experimentais. A producdo de nitritos foi avaliada a partir dos sobrenadantes das
culturas, avaliada pelo método de Green et al. (117), com adaptacdes. A producao
de NO foi comparada a uma curva padréo de nitrito, com variacdes entre 200 uM e
0,09 uM. De maneira geral, o padrdo da producdo de NO manteve-se estavel ou
diminuido em comparacdo aos grupos controles (Figuras 4 e 5), com excecbes
somente na presenca de baixas concentracdes de doxiciclina (2 e 8 yg.mL1), nas
culturas estimuladas com rRANKL, apés 7 d (p<0,05) (Figura 5E). Na presenca dos
peptideos ou controles clinicos, em culturas de células RAW 264.7, foi observado
uma reducgéo na producéo de NO, entre o grupo controle e 0s grupos na presenca
de clavanina A, em todas as concentracdes testadas, no periodo experimental de 72
h (p<0,05) e nas concentragGes 128 e 32 ug.mL*, apés 7 d (p<0,05) (Figura 4A). Na
presenca da clavanina MO (Figura 4B) e LL-37 (Figura 4C), a producéo de NO foi
regulada negativamente nas concentracdes de 2 e 8 yg.mL*, em 72 h (p<0,05). Fato
semelhante também foi observado no controle clinico representado pelo Ca(OH)2z, na
concentracdo de 8 pg.mL*?, também apdés 72 h (p<0,05) (Figura 4D). O outro
controle clinico, a doxiciclina, nas concentracbes de 8, 32 e 128 ug.mL7?,
apresentaram diminuicado na producdo de NO, ap0s 7 d de cultura, em comparacao
ao grupo controle (p<0,05) (Figura 4E).

De uma maneira generalizada, a adicdo de 100 ng.mL* de rRANKL as
culturas celulares de pré-osteoclastos RAW 264.7, levou a um aumento significativo
na producédo de NO (Figura 5). No entanto, nas culturas celulares estimuladas por
rRANKL, o padréo de regulacdo negativa foi mantida na presenca da clavanina A,
em todas as concentragdes, com a diminuigcdo mais expressiva na concentracéo de
2 yg.mL?, ap6s 72 h (p<0,05) (Figura 5A). Essa diminuicdo também foi observada
em todas as concentracdes testadas de clavanina MO, ap6s 72 h (p<0,05) e nas
concentracdes de 32 e 128 ug.mL?, apds 7 d (p<0,05) (Figura 5B). A presenca das
concentracdes de 8, 32 e 128 ug.mL* de LL-37 também levaram a uma regulagéo

negativa na producdo de NO, apos 72 h (p<0,05) (Figura 5C). Essa regulacdo
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negativa, também pdde ser observada nas presenca de 2, 8, 32, e 128 ug.mL* de
Ca(OH)2 (p<0,05), em 72 h (Figura 5D). Por ultimo, a doxiciclina, levou a uma
reducdo dos niveis de producdo de NO unicamente na concentragdo de 128ug.mL?,
em 72 h (p<0,05), entretanto, na presenca de 2 ug.mL?, apds 7 d, verificou-se um
aumento na producdo de NO em relagdo a todas as concentragbes testadas,

incluindo o grupo de controle (p<0,05) (Figura 5E).
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Figura 4: Producédo de 6xido nitrico na presenca dos peptideos clavanina A (A), clavanina MO (B), LL-
37 (C) e controles clinicos Ca(OH)2 (D) e doxiciclina (E) na concentracédo de 2, 8, 32, e 128 ug.mL*
em 2,5x108 células RAW 264.7, ap6s 72h e 7 d, pelo método de Green et al., com adaptacdes. O
grupo controle foi constituido de 2,5x103 células RAW 264.7 por poco. As barras representam média e
erro padrdo, na absorbancia a 490 nm, realizadas em triplicata técnica e bioldgica. *p<0,05
comparando-se ao grupo controle, em cada condi¢do testada. op<0,05 comparando-se aos grupos
contendo 128 pg.mL?! de cada produto, em cada condicdo testada. #p<0,05 comparando-se aos
grupos contendo 32 pg.mL? de cada produto, em cada condicdo testada. Mp<0,05 comparando-se

aos grupos contendo 8 ug.mL* de cada produto, em cada condicao testada.
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Figura 5: Producédo de 6xido nitrico na presenca dos peptideos clavanina A (A), clavanina MO (B), LL-
37 (C) e controles clinicos Ca(OH)2 (D) e doxiciclina (E) na concentracdo de 2, 8, 32 e 128 ug.mL*!
em 2,5x108 células RAW 264.7 e estimuladas com 100 ng.mL* de rRANKL por poco, ap6s 72h e 7 d,
através do método de Green et al., com adaptagbes. O grupo controle foi constituido de 2,5x103
células RAW 264.7 por pogo, estimuladas com 100 ng.mL* de rRANKL. As barras representam média
e erro padrdo, na absorbancia de 490 nm, realizadas em triplicata técnica e bioldgica. *p<0,05
comparando-se ao grupo controle, em cada condigcdo testada. op<0,05 comparando-se aos grupos
contendo 128 pg.mL? de cada produto, em cada condicdo testada. #p<0,05 comparando-se aos
grupos contendo 32 pg.mL? de cada produto, em cada condicdo testada. Mp<0,05 comparando-se

aos grupos contendo 8 ug.mL* de cada produto, em cada condicao testada.
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5.3 OSTEOCLASTOGENESE MEDIADA POR rRANKL EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE PEPTIDEOS E CONTROLES CLINICOS

Ap6s 7 d de incubacéo, foi realizada a avaliagdo do numero de osteoclastos
diferenciados em cultura de células RAW 264.7 estimuladas com rRANKL, seguida
de coloracdo de fosfatase acida tartarato resistente (TRAP). Para a contagem do
namero de osteoclastos, foram consideradas as células TRAP positivas (com
coloracdo vermelho / laranja) com mais de trés ndcleos corados em seu interior,
como osteoclastos multinucleados (Figura 6). Por ser expressa em altos niveis nos
osteoclastos, a TRAP foi utilizada como marcador citoquimico para osteoclastos e
seus precursores. O numero de osteoclastos em cultura na presenca dos peptideos
antimicrobianos clavanina A, clavanina MO e LL-37, além dos controles clinicos
Ca(OH)2 e doxiciclina foi comparado ao grupo controle (células RAW 264.7
estimulados com 100 ng.mL* de rRANKL). Observou-se de uma maneira geral, que
todas as concentracdes testadas de todos os produtos testados causaram reducéo
na osteoclastogénese mediada por rRANKL (p<0,05) (Figura 7).

Em todas as concentracdes testadas (2, 8, 32, e 128 ug.mL?), o peptideo
antimicrobiano clavanina A reduziu a osteoclastogénese em uma proporgéo inversa
a sua concentracdo (p<0,05), ou seja, quanto maior a concentracdo, menor o
namero de osteoclastos diferenciados (Figura 7A). Entre as concentracfes testadas
de clavanina MO, a osteoclastogénese também foi reduzida, de forma semelhante
entre elas (p<0,05) (Figura 7B). A LL-37 apresentou reducdo na osteoclastogénese
em todas as concentragOes testadas, entretanto, destacando-se as concentracoes
de 8 e 128 pg.mL? (p<0,05) (Figura 7 C), que apresentaram o menor nimero de
osteoclastos diferenciados (4 e 2 em média, respectivamente). O Ca(OH)2 reduziu a
osteoclastogénese em todos as concentracdes testadas (p<0,05), sendo 8 yg.mL*a
concentracdo mais eficiente, representada por um total de 5 osteoclastos
diferenciados, em média (Figura 7D). A avaliacdo da osteoclastogénese na
medicacdo doxiciclina, apresentou um grau de reducéo proporcional a concentracao
testada, ou seja, quanto maior a concentracdo, maior a inibicdo da diferenciacao de
osteoclastos. Nesse caso, a concentracdo de 128 ug.mL' apresentou significativa
maior reducéo na diferenciagéo de osteoclastos (Figura 7E).
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Figura 6: Culturas celulares representadas por fotografias apos a coloragdo de TRAP de cada concentragdo testada, apés 7 d de cultura. O primeiro grupo
controle foi constituido de 2,5x103 células RAW 264.7 por poco (A); o segundo grupo controle, constituido de 2,5x10°% células RAW 264.7 por poco,
estimuladas com 100 ng.mL* de rRANKL (B). Perfil das células RAW 264.7 (2,5x10% por poco), estimuladas com 100 ng.mL! de rRANKL na presenca de
clavanina A (C), clavanina MO (D), LL-37 (E) e controles clinicos Ca(OH)2 (F) e doxiciclina (G) na concentragdo de 2, 8, 32, e 128 ug.mL™ (respectivamente

indicado nas colunas).
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Figura 7: Nimero de osteoclastos diferenciados na presenca de clavanina A (A), clavanina MO (B),
LL-37 (C) e controles clinicos Ca(OH)2 (D) e doxiciclina (E) nas concentragBes de 2, 8, 32, e 128
pg.mL1 com 2,5x103 células RAW 264.7 por pogo, estimuladas com 100 ng.mL* de rRANKL, ap6s 7 d
de incubacao, seguido de coloracdo de TRAP. O grupo controle foi representado por 2,5x1032 células
RAW 264.7 por pogo estimuladas com 100 ng.mL? de rRANKL. O nimero de osteoclastos foi
representado por média e erro padrdo, realizados em triplicata técnica e biol6gica. *p<0,05
comparando-se ao grupo controle, em cada condi¢do testada. op<0,05 comparando-se aos grupos
contendo 128 pg.mL? de cada produto, em cada condicdo testada. #p<0,05 comparando-se aos
grupos contendo 32 pg.mL? de cada produto, em cada condicédo testada. Mp<0,05 comparando-se

aos grupos contendo 8 pupg.mL!' de cada produto, em cada condicdo testada.
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5.4 ANALISE COMPARATIVA DA MENOR CONCENTRACAO COMUM ENTRE OS
PEPTIDEOS E OS CONTROLES CAPAZ DE REDUZIR A OSTEOCLASTOGENESE

A partir dos resultados da contagem de osteoclastos diferenciados em cultura
de células RAW 264.7 estimuladas com rRANKL, apds coloragédo de TRAP, foi eleita
a concentracdo que apresentou maior reducdo da osteoclastogénese. Observou-se
gue a concentracédo de 8 pg.mL, foi a menor concentracdo comum aos peptideos e
controles clinicos, capaz de reduzir a diferenciacdo de osteoclastos (Figura 8).
Dessa forma, ao considerar a concentracdo de 8 pg.mL' de cada peptideo e
controle clinico, notou-se que o0s melhores resultados de reducdo da
osteoclastogénese foram apesentados pelo peptideo LL-37 e pelo controle clinico
Ca(OH)2. A LL-37 apresentou aproximadamente 33% dos osteoclastos diferenciados
comparados aos grupos dos peptideos clavanina A, clavanina MO e do controle
clinico doxiciclina. Ja o controle clinico Ca(OH)2, demonstrou um total de 41% de
osteoclastos diferenciados, comparado a esses mesmos grupos. Nesse caso, esses
produtos apresentaram maior reducdo da osteoclastogénese quando comparado as
mesmas concentragdes de clavanina A, clavanina MO e doxiciclina (p<0,0001).
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Figura 8: Concentracdo de 8 pg.mL* dos peptideos clavanina A, clavanina MO, LL-37 e controles
clinicos Ca(OH):2 e doxiciclina com 2,5x10% células RAW 264.7 por poco, estimuladas com 100 ng.mL"
1 de rRANKL, apés 7 d de incubacao, seguido de coloracdo de TRAP. O nimero de osteoclastos foi
representado por média e erro padrdo, realizados em triplicata técnica e biolégica. *p<0,0001
comparando-se a clavanina A, em cada grupo testado. op<0,0001 comparando-se a clavanina MO

em cada grupo testado. #p<0,0001 comparando-se a doxiciclina em cada grupo testado.
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6 DISCUSSAO

O estabelecimento do processo de reabsorcdo Ossea em lesbes
perirradiculares e na periodontite, muitas vezes, leva a dificuldade no tratamento
dessas patologias, em virtude de uma terapia ndo especifica e eficaz contra essa
condicdo 6ssea. O agravamento da patologia pulpar e perirradicular, bem como da
periodontite, pode levar ao comprometimento do elemento dentario e sua estrutura
de suporte, podendo resultar além da perda dentaria, no aumento do indice de
edentulismo da populacdo e nos riscos as patologias sistémicas (7, 65). Essas
doencas podem ser essencialmente caracterizadas pela perda O0ssea excessiva
devido a alta quantidade/atividade dos osteoclastos. Os osteoclastos, por sua vez,
podem ser células especializadas que comumente derivam-se de uma linhagem
hematopoiética de mondcitos/macrofagos, responsaveis pela reabsorcdo 6ssea.

No caso das lesdes pulpares, o tratamento endoddéntico efetivo pode ter,
como objetivo, a eliminacdo de microrganismos presentes no canal radicular, a cura
da lesé@o e a regeneracao dos tecidos perirradiculares. No entanto, em muitos casos
a instrumentacao quimico-mecanica pode ser insuficiente para desinfecado completa
do sistema de canais radiculares, devido a sua complexidade anatémica. Portanto, a
medicacdo intracanal pode complementar o trabalho da instrumentacdo e da
irrigacdo, podendo apresentar a capacidade de reduzir as bactérias remanescentes
e dar suporte a cicatrizacdo dos tecidos periapicais (119), para posterior
preenchimento dos condutos com material obturador.

Assim como no tratamento endoddntico, as terapias para a doenca
periodontal, buscam a erradicagdo dos microrganismos aderidos aos tecidos de
suporte e a regeneracao dos tecidos periodontais. Para tanto, esse tratamento pode
ser viabilizado pela raspagem e alisamento corono-radicular, isoladamente; ou
associada a um tratamento quimico, como uso de antibidticos sistémicos e locais;
aliada a enxaguantes bucais com efeito antibacteriano; ou ainda, aliada a terapia
fotodindmica. Nesse sentido, também podem ser incluidos, dependendo do caso
clinico, o tratamento cirdargico da periodontite, com procedimentos como
gengivectomia, reparacdo Ossea alveolar, entre outros. Além disso, a terapia

periodontal de suporte, pode apresentar-se como uma forma de manutencdo ao
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tratamento periodontal cirdrgico ou ndao-cirargico, dependendo de parametros
clinicos de recolonizagéo para que ele seja efetivo a longo prazo (120).

Dessa forma, diversas terapias tém sido propostas para ambos os tipos de
reabsorcbes Osseas de origem dentarias. No entanto, as terapias atuais ainda
podem apresentar algum tipo de limitacdo. Na maior parte delas, essas limitacbes
podem incluir a auséncia de atividades antimicrobianas, imunomodulatérias e
reparadoras, podendo, ainda, promover danos ao individuo. Além disso, evidéncias
apontam resisténcia antimicrobiana a diversas medicacdes utilizadas nessas
terapias, por essa razdo, motiva-se a busca por novas abordagens terapéuticas. O
presente estudo avaliou a producdo de NO, capacidade citotdxica e inibitéria na
osteoclastogénse na presenca de peptideos de defesa do hospedeiro. Esses foram
contrastados com os dados do Ca(OH)2 e da doxiciclina, medicacdes comumente
utilizadas na endodontia e periodontia, respectivamente. A finalidade deste estudo
consistiu em avaliar o potencial dessas biomoléculas como possiveis candidatos a
novas medicacfes intracanais ou medicacfes para uso na doenca periodontal. O
Ca(OH)2 e a doxiciclina foram eleitos como controles clinicos, mediante testes
prévios. Inicialmente foram avaliados possiveis candidatos a controle clinico in vitro.
O objetivo foi associar aos experimentos, algum produto comumente utilizado no
contexto clinico durante tratamento endodéntico e periodontal. Para o foco
periodontal, inicialmente testou-se a clorexidina em diferentes concentracdes (dados
nao apresentados), porém mesmo as menores concentracdes testadas in vitro foram
citotoxicas as células RAW 264.7, inviabilizando a realizacdo de estudos in vitro com
contato direto com a clorexidina. Por outro lado, este produto tem sido amplamente
utilizado clinicamente, pois seu uso tem sido restrito a curtos periodos de tempo em
comparacdo com o experimento testado in vitro. Deste modo, as concentracdes de
clorexidina em enxaguantes bucais podem ser diluidas em fluidos bucais, evitando
grandes efeitos adversos ao usuario. O segundo candidato para controle clinico
periodontal foi a doxiciclina, que apresentou melhores resultados de viabilidade
celular e producdo de NO e assim, foi eleita como um controle clinico, para o
contexto periodontal. Para o controle clinico, no contexto endodontico foi
considerado o Ca(OH)2. Trabalhos prévios do grupo utilizando a concentracdo de
128 pg.mL?! de Ca(OH)2 encontraram uma viabilidade celular semelhante ao
controle de células RAW 264.7, apesar de também ter sido observado que a
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concentragdo inibitéria minima desta medicacdo para E. faecalis (1024 pg.mL™?)
promoveu viabilidade celular nula (7).

Nesse sentido, foi proposto o uso de peptideos de defesa do hospedeiro
(PDHs) neste estudo, com a finalidade de avaliar o potencial dessas biomoléculas
no contexto odontoldgico. Dessa forma, os PDHs apresentam-se como compostos
relativamente pequenos (12-50 residuos de aminoacidos). Em adi¢cdo, os PDHs
podem ser classificadas de acordo com sua conformacédo estrutural tridimensional.
Em sua maioria, eles podem ser ricos em residuos de aminoacidos hidrofébicos,
catibnicos ou anfipaticos (121). Desse modo, os PDHs podem apresentar acao
direta contra microrganismos e podem ter atividades relacionadas com a imunidade
inata. Tais atividades podem incluir a inducdo ou modulacdo de citocinas pro-
inflamatorias e a producédo de quimiocinas; a quimiotaxia, a apoptose, a inibicdo da
resposta inflamatoria, recrutamento, e estimulacdo da proliferacdo de macréfagos,
neutrofilos, eosinodfilos, a ativacdo dos linfécitos T, e a diferenciagcdo das células
dendriticas. Além disso, os PDHs apresentam-se como uma proposta terapéutica
por ndo serem toxicas, de maneira geral, em células de mamiferos (107, 121) e por
esses motivos, vém sendo alvo de varias pesquisas para o desenvolvimento de
novos farmacos.

Na odontologia, h& alguns estudos que correlacionam peptideos e infeccdes
orais, incluindo peptideos orais, neuropeptideos, além de peptideos oriundos de
bactérias, peixes, bovinos e sintéticos. Diversos peptideos ja foram descritos na
literatura; desses, pelo menos 45 PDHSs diferentes estao presentes no ambiente oral,
derivados de saliva e de fluido gengival. Como exemplo, encontram-se as a e -
defensinas (expressas no epitélio gengival e glandulas e ductos salivares), LL-37,
histatina e peptideos derivados de lactoferrina. Os neutdfilos podem expressar
varios outros peptideos, como as a-defensinas (no fluido crevicular) e ainda a LL-37
(no epitélio inflamado, glandulas submandibulares e saliva). Esses diferentes
peptideos podem apresentar atividade sinérgica a outros PDHs e participam da
defesa na saliva, com uma atividade de co-expressao (21). Um estudo recente fez
um levantamento de trabalhos que utilizaram peptideos com potencial na
odontologia, especialmente na terapia endoddntica. Os resultados revelaram que, o
peptideo p53 22-mer (de tumor supressor de proteina) demonstrou ser efetivo contra
carcinoma oral de células escamosas. Ja a nisina, derivada de Lactococcus lactis

geralmente com atividade contra bactérias Gram-positivas, demonstrou potencial na
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terapia endodoéntica. Sua agéo pode ocorrer através da interagdo com a membrana
fosfolipidica, induzindo o extravasamento celular, no entanto, seu mecanismo de
acao ainda é discutido. Estudos acerca da nisina como uma medicacdo intracanal
apresentaram resultados semelhantes a Ca(OH)2. A B-defensina humana 3,
estudada com aplicagdo na terapia endoddntica, demonstrou melhor performance
antimicrobiana comparada ao Ca(OH)2 e a clorexidina. A B-defensina humana 3
pode apresentar propriedades antibacterianas, antiendotoxinas e imunomodulatoria,
baseado em sua baixa citotoxicidade para células. As B-defensinastambém
demonstram potencial contra herpes virus simplex e carie (21).

Peptideos sintéticos podem superar as limitacdes de baixa estabilidade e
meia vida curta, presente nos naturais. Ainda com finalidade endodéntica, foram
testados 10 PDHs sintéticos contra Streptococcus milleri. Entre os peptideos
usados, os peptideos de neutréfilos humanos histatina 8, cecropina P1 e magainina,
nao inibiram nenhuma das cepas testadas. Por outro lado, outros peptideos inibiram
10% (histatina 5), 30% (cecropina B), 91% (indolicidina) e 95% (magainina amida)
do desenvolvimento de Streptococcus milleri (21). Além disso, alguns
microrganismos endoddnticos podem ser capazes de produzir peptideos, tais como
Pseudomonas spp., que podem produzir o peptideo PsVP-10. Esse peptideo pode
ser capaz de inibir o crescimento de muitas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, e ainda pode apresentar resisténcia ao calor, alterac6es de pH e enzimas
proteoliticas. Um dos estudos acerca desse peptideo, relatou que todas as cepas de
E. faecalis, a partir de isolados clinicos foram sensiveis a PsVP-10. Outro ponto
importante para infecgbes endododnticas pode ser a existéncia de um biofilme em
todo o sistema de canais radiculares. Ainda sobre esse tema, 0s estudos
demonstraram que os PDHs ribonuclease 7 e psoriasina, expressos por células
epiteliais gengivais, podem ser ativos contra biofilmes orais (21).

Muitos estudos também avaliaram a atividade de PDHs contra
microrganismos presentes em caries e doencas periodontais. A histatina, por
exemplo, demonstrou ser efetiva contra gengivite. As bactérias presentes na doenca
periodontal foram suscetiveis a atividade antimicrobiana da LL-37, enquanto
bactérias presentes em caries, a atividade antimicrobiana de B-defensina 2. Os
peptideos humanos adrenomedulina e p-defensinas apresentaram potencial
terapéutico na doenca periodontal. Além disso, 0 peptideo intestinal vasoativo do

microambiente linfoide foi associado com uma possivel diminuicdo da resposta
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inflamatdria e a inibicdo da reabsorcdo de osso alveolar em experimentos com
periodontite (21). Outros estudos demonstraram que a LL-37 pode exibir dupla
funcao, incluindo bactericida e neutralizando o LPS de bactérias Gram-negativas (5,
122). Este PDH pode ser parcialmente inibido pela saliva. Por outro lado a saliva
pode proteger a LL-37 da inativacdo proteolitica por proteases secretadas pelo
patdgeno periodontal P. gingivalis. Uma outra forma de acdo dos PDHs pode ser por
meio de aglutinacédo bacteriana ou adesao. Muitos PDHs podem agir dessa maneira,
como é o caso da fibronectina, que pode ser expressa em hepatécitos e células
epiteliais e estar presente na saliva. Dessa forma, a fibronectina pode desempenhar
um papel na reducdo da aderéncia de bactérias as superficies orais. Em adicéo, a
fibronectina também pode se ligar diretamente a fimbrilina de P. gingivalis e, assim,
pode inibir a expressdo induzida por fimbrilina de citocinas inflamatérias em
macrofagos. Os baixos niveis de fibronectina foram correlacionados com elevados
niveis de Streptococcus mutans em criancas e a periodontite aparentemente pode
estar associada com uma relativa falta de fibronectina em adultos (5).

Diante da analise desses trabalhos, além de diversos outros, incluindo
estudos prévios do nosso grupo, foram definidos os peptideos de defesa do
hospedeiro utilizados nesse estudo: a clavanina A, a clavanina MO e a LL-37. A
selecdo desses trés peptideos, foi motivada por se tratarem de possiveis
biomoléculas ativas contra infeccbes (7, 99). Estudos apontaram que os PDHs de
maneira geral, podem apresentar atividade de amplo espectro, podendo incluir
multiplos mecanismos de acdo, além de atividade antimicrobiana e
imunomodulatdria, em baixas concentracdes (85). Embora um trabalho anterior do
grupo, realizado com estes mesmos peptideos, ndo tenha encontrado boa atividade
antimicrobiana, os PDHs clavanina A, clavanina MO e LL-37 apresentaram boa
resposta antiinflamatoria, e sugerindo ainda indicios na reducdo da
osteoclastogénese (7). Desse modo, esses Ultimos resultados obtidos
estabeleceram-se como parametro para analise neste estudo.

Além disso, por meio desse trabalho in vitro, foi possivel avaliar parametros
que se aproximam a realidade do organismo humano. Dessa maneira, foram
estritamente estabelecidos fatores importantes, como a concentracdo de COg,
umidade, temperatura, pH, entre outros. Para esse estudo, foi utilizada a linhagem
de células RAW 264.7, que sdo mondcito/macrofagos retirados de camundongo

BALB/c apés a inducéo de leucemia viral, que podem ser consideradas células preé-
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osteoclasticas (123). Os mondcitos / macrofagos podem se diferenciar em
osteoclastos multinucleados. Desse modo, existem dois tipos mais conhecidos de
células capazes de se diferenciar em osteoclastos, os mondcitos retirados da
medula 6ssea (10) e a linhagem de células pré-osteoclasticas RAW 264.7 (28). A
diferenciacdo pode ocorrer pela acdo do fator de estimulacdo de colbnias de
macréfagos (M-CSF) e pelo RANKL (10). RAW 264.7 pode ser capaz de produzir
seu proprio M-CSF (16). Por outro lado, os mondcitos da medula éssea, necessitam
deste estimulo de forma exdégena (10). Um outro estimulo que pode induzir o
processo de reabsorcdo Ossea consiste na vitamina D. Trabalhos apontam que a
vitamina D pode atuar na diferenciacdo de mondcitos oriundos da medula 6ssea, em
osteoclastos (124)

Como mencionado anteriormente, a escolha da linhagem celular RAW 264.7
para este trabalho, se deu por suas caracteristicas de capacidade de se diferenciar
em osteoclastos, além da otimizacao do trabalho, por ela ser capaz de produzir seu
préprio M-CSF. Em adicdo, o estimulo com recombinante (r) RANKL mimetiza
situacdes clinicas de maneira mais fiel. A atividade dos osteoclastos pode ser
iniciada pela estimulacdo do RANKL, que pode induzir a secrecao de protons e
enzimas liticas no vacuolo de reabsorcdo formado entre a superficie basal do
osteoclasto e a superficie 6ssea. A acidificacdo destes compartimentos pela
secrecdo dos protons pode levar a ativacdo das enzimas fosfatase acida tartarato
resistente (TRAP) e catepsina K (CATK), que tém sido descritas como as principais
enzimas responsaveis pela degradacédo do osso mineral e das matrizes de colageno,
levando a reabsorcao 6ssea (125).

Dessa forma, dentro do nosso estudo, as culturas celulares foram
caracterizadas em relacdo a viabilidade celular, a producdo de NO e ao numero de
osteoclastos diferenciados. Para as analises de viabilidade celular, o teste escolhido
foi o MTT. O ensaio colorimétrico de MTT permite avaliacdo da viabilidade celular
através da andlise da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial em reduzir o
sal brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio, no produto formazan
(115). O teste de MTT foi escolhido com a finalidade de avaliar a citotoxicidade dos
produtos testados. Para a avaliacdo da biocompatibilidade de um material, a
citotoxicidade pode ser um dos parametros. A biocompatibilidade de um material
pode ser refletida como o desempenho eficiente e ndo prejudicial ao hospedeiro,

podendo induzir uma resposta vantajosa e apropriada durante o seu uso clinico.
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Dessa maneira, a citotoxicidade pode ser definida como a capacidade de afetar a
viabilidade celular, determinada por inibicdo de seu crescimento ou lise celular, no
contexto da biocompatibilidade (126).

Um outro parametro avaliado foi a producéo celular de oxido nitrico, descrito
na literatura como um provavel regulador de diversas fun¢des no organismo, como a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e a osteoclastogénese. Nesse sentido,
baixas concentracdes de NO tém demonstrado potencializacdo na reabsorcdo 0ssea
induzida por IL-1, fato baseado nas observacbes de que inibidores de NOS
suprimiram a reabsorcédo 0ssea in vitro induzida por IL-1. A produc¢éo constitutiva de
NO intrinseco dos osteoclastos, tem sido sugerida como essencial na fungcao normal
deles. Sugerem ainda, que a via INOS tem um papel importante no curso da perda
O0ssea que pode ser induzida por citocinas e inflamacao (127). Assim, a literatura
pertinente relata que em baixas concentragbes, o NO aumenta a atividade dos
osteoclastos estimulando o processo de reabsorcdo Ossea (57), embora altas
concentracfes apresentem efeito inibitério na formacao e atividade dos osteoclastos,
podendo induzir a apoptose de pré-osteoclastos (127, 128). Além disso, o NO pode
regular a sintese de OPG e RANKL em células da medula 6ssea (129).

Por fim, foram contabilizados o nimero de osteoclastos diferenciados em
cultura apo6s estimulo com rRANKL, na presenca e na auséncia dos peptideos e
controles clinicos. A contagem do numero de osteoclastos foi realizada apés
coloracdo de TRAP. Foram considerados como osteoclastos as células TRAP
positivas com mais de trés nucleos em seu interior. Para esta analise foi utilizado um
marcador citoquimico para osteoclastos, a enzima TRAP. Essa enzima pode estar
envolvida na degradagdo Ossea e pode ser expressa em altos niveis nos
osteoclastos (130). A titulo de comparacdo, foram apresentados dois grupos
controles. O primeiro, foi constituido de células RAW 264.7 pre-osteoclasticas, ndo
estimuladas com rRANKL; enquanto o segundo grupo foi representado pela mesma
linhagem celular, estimulada com rRANKL. Nesses dois grandes grupos foram
analisados o papel dos peptideos e controles clinicos em diferentes concentragdes.
Em ambos os grupos controles, na auséncia e na presenca de rRANKL, observou-se
a manutencao da viabilidade celular.

A clavanina A ndo apresentou nenhum grau de citotoxicidade as células RAW
264.7, fato demonstrado por néo ter apresentado reducéo na viabilidade celular em

nenhuma das concentracfes testadas, com ou sem o estimulo de rRANKL. Este fato
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corrobora com um estudo anterior, onde a clavanina A ndo demonstrou atividade
citotoxica contra células de mamiferos até a concentracdo de 190 pM (105). Em
adicdo, foi sugerida uma possivel proliferacdo celular na maior parte das
concentracOes testadas. Além disso, apresentaram baixos niveis de NO, de maneira
semelhante ou inferior aos grupos controles, tanto na presenca, quanto na auséncia
de rRANK. Por fim, apresentaram uma satisfatoria reducdo na osteoclastogénese de
maneira dose dependente, demonstrando melhor eficacia na concentracdo de
128ug.mL1. Tais fatos entram em conformidade com outro estudo realizado
anteriormente, que sugeriu a eficAcia deste peptideo na reducdo da
osteoclastogénese em culturas de mondcitos/macrofagos (7).

De forma bastante semelhante, foram apresentados os resultados da
clavanina MO. Esse peptideo demonstrou caracteristicas de biocompatibilidade ao
ndo apresentar citotoxicidade a cultura de células e ainda, possivelmente
estimulando a proliferagdo celular em algumas concentracdes, nas culturas
estimuladas ou ndo com rRANKL. Em adicdo, a producdo de NO se apresentou em
baixos niveis sendo menores que 0S Seus respectivos grupos controles com ou sem
a adicdo de rRANKL, na maioria das concentracfes, em 72 h. Este fato estd em
acordo com sua reducdo no numero de osteoclastos diferenciados, que se
apresentou de maneira semelhante em todas as concentracdes testadas. Tais fatos
reafirmam seu potencial imunomodulador (105), além da capacidade sugerida por
um trabalho prévio de reducdo da osteoclastogénese in vitro na presenca de
clavanina MO (7).

A primeira mencéo a respeito da familia das clavaninas foi reportado no fim
da década de 90 (131), embora ainda possua poucos relatos na literatura a respeito
de suas propriedades. No entanto, foi relatada atividade da clavanina A contra os
microrganismos S.aureus, E. faecalis, E. faecium, L. monocytogenes, E. coli, S.
typhimurium, L. pneumoniae e P. aeruginosa (131). Outro estudo relatou atividade
das clavaninas A e MO contra S. aureus, E. coli e K. pneumoniae (105). Um estudo
mais recente demonstrou que houve uma inibicdo de microrganismos presentes em
infeccbes pulpares, com 19% e 27% do crescimento de C. albicans, a partir da
clavanina A e clavanina MO, respectivamente, a 128 ug.mL* (<48 uM). Além disso,
clavanina A foi capaz de inibir 61% do crescimento de E. faecalis, enquanto a
clavanina MO inibiu 21% a 1024 ug.mL-? (<385 uM) (7). Em concluséo, acredita-se

que o estimulo a producédo da citocina pro-inflamatéria TNF-a e ao mediador NO, a
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partir das clavaninas, pode favorecer a resposta antimicrobiana e,
consequentemente, ativar o processo de reabsor¢cdo Ossea (9). Estudo anterior
ressaltou que as clavaninas ndo estimularam outras citocinas proé-inflamatérias
avaliadas, que séo sugeridas no envolvimento do processo de reabsorcdo 0ssea, 0
relatado nesse estudo (7).

O peptideo de defesa do hospedeiro LL-37 também apresentou resultados
satisfatorios quanto a viabilidade celular. Dessa maneira, ndo demonstrou nenhum
grau de citotoxicidade in vitro na presenca ou na auséncia de rRANKL. Quanto a
producédo de NO, apresentou estabilidade na maioria das concentragdes testadas
em relacdo ao controle. No entanto, foi demonstrada uma reducao nos niveis de NO
nas culturas de células RAW 264.7 na auséncia do estimulo de rRANKL, apds 72 h.
De forma semelhante, a osteoclastogénese foi reduzida de maneira significativa, em
maior grau nas concentracdes de 8 e 128 pug.mL*?. Além de todos os parametros
favoraveis, a reducdo da osteoclastogénese nesse grupo, entra em acordo com as
evidéncias apresentadas em diversos trabalhos descritos na literatura (5, 7, 109).

Estudos revelaram que células da polpa dentaria humana e células do
ligamento periodontal podem dar suporte para diferenciacdo de osteoclastos por
mondcitos humanos. Os resultados sugerem que ambos os tipos celulares (da polpa
e do ligamento), contribuem para o aumento da osteoclastogénese, frequentemente
encontradas em lesdes endo-perio, causadas por infeccdo de microrganismos orais.
Foi observado que as catelicidinas suprimiram a osteoclastogénese induzida por
RANKL em culturas de células mononucleares periféricas do sangue humano. As
catelicidinas inibiram osteoclastogénese em co-culturas de osteoblastos de
camundongos e células de medula éssea tratados com LPS e flagelina. Estes
resultados sugerem que catelicidinas podem neutralizar acdes do LPS e da flagelina.
A LL-37 pode exibir atividade antimicrobiana contra A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis. Tais estudos sugerem que as catelicidinas podem atuar como peptideos
protetores contra a reabsor¢do éssea induzida por infec¢cdo bacteriana em doencas
periodontais. No entanto, ainda é necessario elucidar seus mecanismos de acao
para que seja possivel estabelecer novas estratégias de tratamento baseadas
nessas biomoléculas (83).

Outros estudos afirmam que a deficiéncia de LL-37 pode estar relacionada

com a periodontite agressiva. Dessa maneira, associa-se a hipétese de que a LL-37
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pode inibir a osteoclastogénese, devido a deficiéncia de LL-37 poder demonstrar
reabsorcdo Ossea severa, como observada na periodontite agressiva. Outros
trabalhos, ainda reafirmam que a LL-37 exerce um efeito inibidor sobre a
osteoclastogénese in vitro. No entanto, este efeito ainda n&o foi completamente
caracterizado, embora estudos venham sugerindo que as doses nao-téxicas de LL-
37 podem bloquear a fusdo celular de mondcitos. Além disso, estudos
demonstraram que a LL-37 diminuiu significativamente a atividade da calcineurina,
resultando no bloqueio da translocacdo nuclear (NFAT2) e a baixa-regulacdo da
expressdo de RNAm de varios genes. Dessa maneira, tem sido proposto que o eixo
de calcineurina / NFAT2 pode ser uma via de sinalizagdo critica para a inibicdo da
osteoclastogénese in vitro por LL-37 (109). Por outro lado, resultados in vitro devem
ser interpretados com cautela, uma vez que sdo necessarios outros estudos in vivo,
antes de extrapolar para o uso clinico dessa biomolécula.

O controle clinico Ca(OH)2, sugeriu uma possivel proliferacdo celular na maior
parte das concentracfes e tempos experimentais, em culturas estimuladas ou nao
com rRANKL. Em adicdo, apresentou resultados semelhantes a LL-37 no que diz
respeito a producdo de O6xido nitrico. Com relacdo a osteoclastogénese, este
controle clinico apresentou reducdo no numero de osteoclastos na presenca de
todas as concentracdes testadas. No entanto, tal reducdo foi demonstrada com
maior evidéncia na presenca de 8 ug.mL* dessa medicagdo. Tais fatos entram em
acordo com resultados prévios que sugeriram a inibicdo da osteoclastogénese na
presenca dessa medicacdo intracanal (7). Outros estudos sugerem que o pH
alcalino pode neutralizar o acido latico secretado por osteoclastos e pode ajudar a
prevenir a destruicdo de tecido mineralizado (132). Lima (7) ressaltou que seus
estudos ndo analisaram o processo de osteoclastogénese em sua complexidade,
dessa maneira, devido a ndo haver o envolvimento de outras células produtoras de
outros mediadores inflamatérios que podem atuar em diferentes fases deste
processo, culminando na inibicdo e/ou redu¢ao do mesmo (7). De forma semelhante,
nossos estudos basearam-se apenas em culturas in vitro, portanto, a hipétese da
performance de reducdo na osteoclastogénese pelo Ca(OH)2, necessita de
confirmacéo por meio de estudos in vivo.

Por fim, na medicacdo doxiciclina foi observada a toxicidade desse produto
em contato com a cultura celular na concentracéo de 128 pug.mL, evidenciada em

72 h de cultura, na presenca e na auséncia de rRANKL. No entanto, menores
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concentracdes (2 e 8 pg.mL?t) sugeriram uma possivel proliferacdo celular,
especialmente na presenca de rRANKL, apés 7 d de cultura. Esse fato estd em
acordo com propostas de uso de doses subantimicrobianas de doxiciclina, que
podem favorecer o reparo tecidual agindo nas MMPs (2). Em adi¢c&o, notou-se uma
elevacdo nos niveis de NO, especialmente na concentracéo de 2 pg.mL™. Por fim, a
diferenciagdo de osteoclastos foi reduzida de maneira dose dependente,
apresentando a menor reducéo na concentracdo de 128 pug.mL. Tais fatos sugerem
gue embora o NO esteja fortemente associado a diferenciacdo de osteoclastos, este
ndo seja o Unico fator envolvido na osteoclastogénese e provavelmente a via de
diminuicdo da osteoclastogénese pela doxiciclina (133), se deve por outras
explicacées. Essa informagdo se evidencia na concentracdo de 2 pg.mL?, que
apesar de demonstrar maiores niveis de NO, apresentou reducdo menos expressiva
na osteoclastogénese em comparacao com as outras concentracdes testadas dessa
medicacao.

Alguns autores apontam que as tetraciclinas, incluindo a doxiciclina, tém sido
utilizadas para tratar doencas que envolvem a reabsorcdo Ossea, por poderem
apresentar atividades capazes de suprimir a osteoclastogénese induzida por
RANKL. Dessa forma, tais autores apontam que 0 mecanismo subjacente ao efeito
inibitério sobre a osteoclastogénese mediada por doxiciclina, pode depender da
inibicdo da atividade da enzima MMP-9, independente da cascata de sinalizacao de
MAPK-NFATc1(134). Por outro lado, outros resultados sugerem que a sinalizacéo
de MAPK pode estar envolvida na diferenciacdo de osteoclastos. A sinalizacdo de
MAPK e c-Fos pode exercer um papel essencial na diferenciacdo de osteoclastos.
Diante disso, acredita-se que a doxiciclina pode inibir a osteoclastogénese mediada
por RANKL pela supressdao de MAPKSs e c-Fos em células da medula 6ssea (135).

Em suma, os resultados sugerem que os PDHs testados neste estudo, além
dos controles clinicos foram capazes de reduzir a osteoclastogénese em maior ou
menor grau. No entanto, destacam-se 0s resultados observados no peptideo LL-37 e
no controle clinico Ca(OH)2. Estes resultados foram melhores observados na
concentracdo de 8 pg.mL1. Desta maneira, pode-se levar em consideracdo a ideia
de um possivel produto com aplicacdes endodonticas e periodontais, no intuito de
reduzir os processos de osteoclastogénese, embora maiores elucidacdes a respeito
de seus mecanismos ainda se fazem necessarios. Por outro lado, o Ca(OH)2

apresenta um baixo custo de producdo quando comparado a LL-37. Isso ocorre
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devido a LL-37 apresentar uma sequéncia relativamente longa de aminoacidos, fato
que pode elevar os custos da sua sintese. No entanto, diante dos provaveis
beneficios imunomodulatérios e sua biocompatibilidade por ser um peptideo
presente na cavidade bucal, a LL-37 representa uma boa aplicabilidade na
odontologia. Devido ao seu alto custo de sintese, provavelmente esse PDH teria
indicacdo para casos restritos, apresentando-se como uma alternativa de
tratamento. Ja em comparacdo com a doxiciclina, a LL-37 apresentou maiores
beneficios na reducdo da osteoclastogénese em baixas concentracoes,
representando um potencial ainda maior no contexto da perda 6ssea, comparada a
essa medicacgdo utilizada clinicamente.

Apesar dos beneficios evidenciados neste trabalho, outros parametros devem
ser avaliados com a finalidade de desvendar os mecanismos inerentes a estes
potenciais produtos com indicagdo em processos de reabsorcdo 6ssea, como 0S
presentes em lesdes perirradiculares e na periodontite. Outros pontos importantes
para futuros trabalhos, estariam voltados para expressdo em larga escala deste
peptideo (baixando seu custo) e andlise de sua integridade mediante as diversas

condicdes orais, como alteracdes de temperatura, pH e presenca de enzimas liticas.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos por meio das analises dos peptideos de defesa
do hospedeiro clavanina A, clavanina MO e LL-37, e dos controles clinicos Ca(OH)2
e doxiciclina in vitro foi possivel concluir que:

o As células RAW 264.7 foram capazes de se diferenciar em
osteoclastos multinucleados na presenca de 100 ng.mL* de rRANKL;

o Os PDHs clavanina A, clavanina MO e LL-37 e os controles clinicos
Ca(OH)2 e doxiciclina, ndo apresentaram citotoxicidade as células RAW 264.7 na
presenca ou auséncia de rRANKL;

. O rRANKL pode induzir o aumento dos niveis de NO nas células RAW
264.7;

o Os PDHs e os controles clinicos foram capazes de suprimir o processo
de osteoclastogénese in vitro;

. O peptideo LL-37 e a medicagdo Ca(OH)2 apresentaram os melhores
resultados na reducdo da osteoclastogénese na concentragdo 8 pg.mL%;

. As clavaninas A e MO e a doxiciclina apresentaram reducao
semelhante na osteoclastogénese in vitro, na concentracédo 8 pug.mL*?;

. A doxiciclina demonstrou citotoxicidade na concentracdo 128 pg.mL,
apos 72 h de cultivo celular na presenca e na auséncia de rRANKL,;

o A doxiciclina sugeriu grande proliferacdo celular na concentracao de 2
ug.mL1, principalmente na auséncia de rRANKL.

Devido aos PDHs apresentarem-se como potenciais supressores da
osteoclastogénese in vitro, podem representar promissores no desenvolvimento de
farmacos para o tratamento de patologias que envolvem reabsorcdo o6ssea
perirradicular e periodontal. No entanto, a partir do comportamento dos PDHs e
controles clinicos apresentados nesse trabalho in vitro, faz-se necessario o
entendimento em niveis moleculares, dos mecanismos de inibicdo envolvidos na
osteoclastogénese mediada por rRANKL, na presenca dessas moléculas. Dessa
forma, deve-se interpretar com cautela tais resultados, e novas pesquisas acerca

desse tema devem ser realizadas, fato que sera tematica de estudos futuros do

grupo.
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ANEXOS

Anexo 1: Espectros obtidos por MALDI-TOF, dos peptideos de defesa do hospedeiro Clavanina A, Clananina MO e LL-37.
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