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RESUMO

O acumulo de biofilme na regido subgengival produz um processo inflamatério
que pode conduzir a reabsorcéo 6ssea e perda de insercao, devido mediadores
inflamatoérios que induzem a producdo e ativacdo de enzimas e degradacao
dos tecidos periodontais. Lipossomas de fosfatidilserina mimetizam o efeito de
células apoptéticas podendo modular a resposta inflamatoria do hospedeiro.
Este estudo avaliou o efeito do tratamento com lipossomas de fosfatidilserina
sobre a reposta inflamatéria e perda 6ssea alveolar induzida por ligadura em
ratos. Utilizamos uma preparacao de solucéo de lipossomas de fosfatidilserina
avaliando a citotoxicidade em uma linhagem de células osteoblasticas.
Avaliamos a acgédo anti-inflamatoria por meio dos métodos de edema de orelha
em camundongos (aplicacdo topica) e edema de pata em ratos (aplicacdo
sistémica). Em seguida, avaliamos a acéo de lipossomas de fosfatidilserinana
na resposta inflamatéria gengival e perda 6ssea alveolar induzida por ligadura
em ratos. Os resultados mostraram que as concentracfes de 50 e 250 uM dos
lipossomas de fosfatidilserina foram seguras, considerando a viabilidade e
proliferacéo celular. O gel lipossomal de fosfatidilserina (aplicacdo tépica) ndo
teve acdo anti-inflamatoria no modelo de edema de orelha em camundongo
nem na perda éssea induzida por ligadura em ratos. A solucdo de lipossomas
de fosfatidilserina (aplicacao sistémica) teve acao anti-inflamatoéria no modelo
de edema de pata em ratos. Porém, ndo observamos efeito na perda 6ssea
induzida por ligadura. Pode-se concluir que o gel e a solucéo de lipossomas de
fosfatidilserina sdo de facil preparo e de baixo custo. Lipossomas de
fosfatidilserina em solucao (aplicacao sistémica) possui efeito anti-inflamatorio
no modelo edema de pata em ratos. Por outro lado, ndo interferiu na perda
Ossea alveolar induzida por ligadura em ratos.

Palavras-chave: agente anti-inflamatério, lipossoma, fosfatidilserina,

inflamacéo, perda 6ssea alveolar



ABSTRACT

The biofilm accumulation in the subgingival region produces an inflammatory
process that can lead to alveolar bone resorption and periodontal attached loss
through due inflammatory mediators that induce the production and activation
of enzymes and periodontal degradation tissues. Phosphatidylserine liposomes
can mimic apoptotic cells effects and may modulate the host inflammatory
response. This present study evaluated the effect of phosphatidylserine
liposomes on the inflammatory response and alveolar bone loss ligature-
induced in rats. We used a phosphatidylserine liposome solution preparation in
order to evaluate the cytotoxicity in lineage osteoblastic cells. The anti-
inflammatory effect was evaluated by mouse ear edema (topical application)
and rat paw edema (systemic application) methods. Then, we evaluated the
phosphatidylserine liposome action on gingival inflammatory response and
alveolar bone loss ligature-induced in rats. The results showed
phosphatidylserine liposome 50 and 250 pM concentrations were safer
considering cell viability and proliferation. The phosphatidylserine liposome gel
(topical application) had no anti-inflammatory action on mouse ear edema
model and alveolar bone loss ligature-induced in rats. The phosphatidylserine
liposome solution (systemic application) has anti-inflammatory action on rat paw
edema. Although, we did not observe an effect on alveolar bone loss ligature-
induced. We conclude phosphatidylserine liposome gel and solution are easy to
prepare and they have low cost. Phosphatidylserine liposoma solution (systemic
application) have antiinflammatory effect on rat paw edema model. On the other
hand, it have no effect on alveolar bone loss ligature-induced in rat.

Key-words:  anti-Inflammatory  agent, liposome, phosphatidylserine,
Inflammation, alveolar bone loss
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1. INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatdria crénica de origem bacteriana e
relacionada principalmente a microrganismos anaerobicos gram-negativos que
colonizam a area subgengival (Cochran® 2008, Demmer e Papapanou? 2010, Zijnge
et al.> 2012). Esta doenca é caracterizada por uma resposta imune-inflamatéria, na
qual a producdo de mediadores, como citocinas e prostaglandinas induzem a
producdo e ativacdo de enzimas que destroem o tecido conjuntivo gengival e
estimulam a proliferacdo de osteoclastos, induzindo a reabsorcdo Ossea. O
osteoclasto € um macrofago tecido-especifico, e tem papel central na perda 6ssea
que ocorre durante o processo inflamatério na periodontite (Cochran® 2008, Milward
et al.* 2013, Redlich e Smolen® 2012, Dumitrescu et al.® 2004, Armitage’ 2010).

Como tentativa para reduzir o processo inflamatorio, ha moléculas como as
lipoxinas, as resolvinas e o receptor PPAR (inglés peroxisomeproliferator-activated
receptor), que atenuam a migracdo celular e promovem a apoptose e a depuragao
dos leucécitos a partir do foco inflamatério (Soehnlein e Lindbom® 2010, Taylor et al.’
2008, Krysko et al.'® 2008, Liu et al.** 2006, Ghobrial et al.*?> 2005, Henson et al.*®
2001). A fagocitose de células apoptéticas por células mononucleares promove a
liberagédo de mediadores anti-inflamatérios para o local (Liu et al.** 2006, Hoffmann
et al.’ 2005, Serhan e Savill®> 2005, Boabaid et al.’® 2001, Freire-de-Lima et al.'’
2000). O reconhecimento e a remocado de células apoptoticas por fagécitos séo
mediados por alteraces na membrana plasmatica dessas células apoptoéticas, onde
ocorre a externalizacdo da fosfatidilserina (PS), que é um lipideo normalmente
localizado na parte interna da membrana plasmatica e translocado para a parte
externa da membrana da célula, quando esta sofre apoptose (Soehnlein e Lindbom®
2010, Taylor et al.’ 2008, Henson et al.”® 2001, Serhan e Savill®® 2005). Esta
interacdo da fosfatidilserina com receptores nos fagocitos inicia um processo de
sinalizacdo capaz de promover ativamente a resolugéo da resposta inflamatoria.

Lipossomas contendo fosfatidilserina podem mimetizar o processo da
fagocitose das células apoptéticas (Shi et al.® 2007, Harel-Adar et al.® 2011, Ramos
et al.?® 2007, Mourdjeva et al.** 2005, Cocco e Ucker? 2001). Além disso, foi
demonstrado que a fagocitose destes lipossomas por osteoclastos estimula a

liberagdo de mediadores anti-inflamatorios, reduzindo a osteoclastogénese e,
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portanto, a reabsorcédo 6ssea (Ma et al.>* 2011, Wu et al.?* 2010).

Resumidamente tem sido demonstrado que o reconhecimento e captacao das
células apoptoticas por fagoécitos € iniciado pela exposicdo de fosfatidilserina na
membrana da célula em apoptose (Soehnlein e Lindbom?® 2010, Taylor et al.’ 2008,

.11 2006, Ravichandran e Lorenz?® 2007). A fosfatidilserina constitui cerca de

Liueta
2-10 % dos lipidios na membrana plasmatica na maioria das células eucarioticas.
Em condi¢cdes normais, praticamente toda fosfatidilserina de uma célula se encontra
na parte interna da membrana plasmatica (Hoffmann et al.** 2005, Shi et al.*® 2007,
Harel-Adar et al.’® 2011, Ma et al.*® 2011, Frasch et al.?® 2000, Huynh et al.?’ 2002).
Entretanto, durante a apoptose, ocorre um rearranjo da disposi¢cao dos lipidios de
membrana e a fosfatidilserina é exposta na parte externa da membrana. O
reconhecimento da fosfatidilserina por receptores especificos presentes na
superficie dos macréfagos (Fadok et al.?® 2000, Armstrong e Ravichandran®® 2011), é
um sinal crucial para a fagocitose das células apoptéticas e a consequente resposta
anti-inflamatéria que é desenvolvida por este processo (Taylor et al.® 2008, Krysko et
al.’® 2008, Henson et al.** 2001, Huynh et al.?’ 2002). Portanto, a fagocitose de uma
célula apoptética representa apenas o inicio de um processo ativo de resolucdo da
resposta inflamatéria (Liu et al.** 2006, Serhan e Savill*> 2005).

Desta forma, a aplicacdo tanto tdpica como sisttmica de lipossomas de
fosfatidilserina, pode ser uma nova alternativa para a modulacéo da resposta imune-
inflamatoria, contribuindo assim, para a reducdo da perda de insercdo, observada na

doenca periodontal.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. NECROSE E APOPTOSE

A morte celular € um processo integrado que ocorre através de dois
mecanismos principais, a necrose e a apoptose. A necrose € um processo
patolégico induzido por estimulos quimicos ou fisicos, agentes infecciosos e
imunitarios, sendo caracterizada por uma desintegracdo celular e liberacdo de
componentes toxicos (Krysko et al.'® 2008, Henson et al.*®* 2001, Serhan e Savill®
2005, Ravichandran e Lorenz?® 2007, Kaneki et al.>° 2006). As células necréticas sdo
incapazes de manter a integridade de sua membrana, ocorrendo o extravasamento
do seu conteudo e digestdo enzimatica, sdo mais propensas a iniciar a inflamacéao e
a ativacdo da resposta imune adaptativa. Este efeito pré-inflamatério parece ser
induzido por células que sofrem citélise (Taylor et al. 2008, Henson et al.*® 2001,
Fadok et al.?® 2000, Fadok et al.®! 1998).

Nas células apoptoticas a membrana permanece intacta, sendo que seus
fragmentos e a célula tornam-se alvos para fagécitos, ndo gerando assim uma
reacdo inflamatéria (Soehnlein e Lindbom® 2010, Henson et al.*®* 2001, Serhan e
Savill'®> 2005).

A apoptose ou morte celular programada € um processo crucial na
homeostase do tecido natural e resulta na remocéo imediata da célula morta, pelas
células vizinhas ou por fagécitos, tais como macrofagos e células dendriticas. As
células apoptéticas sofrem alteracbes na sua membrana de superficie que sao
reconhecidos por receptores presentes nos fagocitos. A apoptose pode ocorrer por
duas vias de sinalizacdo, a via extrinseca, que € desencadeada por ativacdo de
receptores de morte (TNF, TNFR1, TRAMP, TRAIL e de Fas) presentes na
membrana plasmatica, e a via intrinseca que ao ser estimulada, promove a liberagcéo
do citocromo ¢ da mitocondria e a ativacdo de processos citoplasmaticos que
resultam na morte celular (Ghobrial et al.*> 2005, Fadok et al.®! 1998, Urban et al.*?
2001).

Apoptose € um processo ativo, dependente de energia que causa alteracdes
morfolégicas tipicas, incluindo encolhimento celular, condensacdo nuclear,
fragmentacdo do DNA e alteracées da membrana (Taylor et al.® 2008). E iniciada

tanto por estimulos fisiologicos como patologicos. Quando induzida por alguns
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estimulos patolégicos as células podem progredir para necrose (Soehnlein e
Lindbom® 2010).

As causas da apoptose resumem-se na eliminacao de células potencialmente
prejudiciais ou quando as células sao danificadas afetando o seu DNA ou as suas
proteinas (Krysko et al.'® 2008).

Ap6s os macrofagos entrarem em contato com células apoptoéticas eles
passam a liberar o fator de transformacao do crescimento- (TGF-B) e ocorre uma
modulacdo na producéo de TNF-a, IL-1, IL-8, IL-6, leucotrieno C4, tromboxano B2,
reduzindo-os, potencialmente sendo um fator anti-inflamatério (Huynh et al.?’ 2002,
Fadok et al.** 2001, Lawrence et al.** 2002).

2.2. APOPTOSE E INFLAMACAO

Adicionalmente as diferencas morfolégicas e bioquimicas, as mortes celulares
por apoptose ou nhecrose mostram significantes diferencas nos seus efeitos
imunolégicos (Liu et al.** 2006, Fadok et al.®* 1998). A fagocitose das células
apoptoéticas tem sido reconhecida como importante mecanismo para resolu¢cdo da
resposta inflamatéria (Huynh et al.?” 2002, Fadok et al.®* 1998). Em contraste, a
ingestdo de células necréticas geralmente inicia ou perpetua uma resposta pro-
inflamatéria (Lawrence et al.>* 2002).

O evento de reconhecimento/remocédo de células apoptéticas, se deve pela
exposicdo de fosfatidilserina (PS) em suas superficies. Os mecanismos bioquimicos
envolvidos na exposicao de PS durante a apoptose parece envolverem modificacdes
na atividade de duas enzimas: (1) a ativacdo da enzima fosfolipideos cramblase, que
aumenta o movimento bidirecional de lipideos através da dupla camada da
membrana, um movimento conhecido como “flip-flop” e (2) inativacdo da enzima
aminofosfolipideo translocase, que retornaria a PS para a camada interna da
membrana citoplasmatica. Estas alterac6es enzimaticas irreversiveis parecem estar
relacionadas com a atividade da enzima caspase-3 (Henson et al.** 2001).

O processo de fagocitose das células apoptoticas pode ser dividido nas
seguintes etapas: sensor de presenca de células em apoptose; o reconhecimento
das células apoptoticas pelos fagocitos; reorganizacdo do citoesqueleto e
internalizacdo do alvo; transformacdo e degradacdo da célula apoptoética ingerida, e

respostas pos-imerséo dos fagécitos (Ravichandran e Lorenz® 2007).
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A inflamacdo é um processo complexo que contribui para eliminar os
patbgenos presentes na lesdo bem como remover o tecido danificado, com o
objetivo de homeostase. A acdo conjunta de fagdécitos - neutréfilos, mondcitos e
macrofagos — € fundamental para a eliminacdo de patégenos e detritos celulares,
regulando a resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro (Soehnlein e Lindbom?®
2010). No processo inflamatério a fagocitose de neutréfilos apoptéticos promove
uma troca no fenoétipo dos macréfagos, de um estado ativado para um estado
reparador (Serhan e Savill'®> 2005).

Interacdes entre macréfagos e células apoptéticas resultam na secrecdo de
mediadores anti-inflamatérios, tais como TGF-, IL-10, assim como a inibicdo da
producéo de mediadores de pré-inflamatérios (Cocco e Ucker? 2001, Huynh et al.?’
2002, Fadok et al.®! 1998). As células apoptéticas inibem também a maturacdo de
células dendriticas e a apresentacéo de antigeno (Urban et al.** 2001, Stuart et al.*
2002).

No curso da resposta inflamatoria, citocinas como interleucinas, quimiocinas
sdo produzidas e sintetizadas, as quais afetam a diferenciacdo e funcdo dos
osteoclastos e osteoblastos (Figura 1). As citocinas proé-inflamatorias, tais como
TNF, IL-1, IL-6 e RANKL induzem proteases e mediadores inflamatérios, outras
células do processo inflamatério que podem degradar o tecido (Rowan et al.*® 2001,
Legendre et al.3’ 2005). A osteoclastogénese é potencializada na presenca dessas
citocinas pro-inflamatorias, através da hiperatividade de osteoclastos e da
hipoatividade de osteoblastos, levando a reducdo da massa Ossea (Redlich e
Smolen®2012).

Os fagocitos reconhecem a célula apoptotica através da interagcdo com a PS,
exposta na superficie da membrana plasmatica da célula apoptotica, com um
receptor proteico (PSR) nas membranas dos fagécitos (Figura 1). A ativacdo do PSR
por si promove a macropinocitose em macrofagos, o que explica a importancia desta
sinalizacdo para a fagocitose de células apoptéticas (Henson et al.*® 2001, Fadok et
al.>32001).
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Figura 1. Papel da fagocitose na inflamacgdo. A: O macrdfago reconhece a célula apoptoética pela
interacdo de receptores de superficie com a fosfatidilserina externalizada na membrana da célula
apoptoética. A fagocitose subsequente promove a liberagdo de mediadores anti-inflamatérios e a
supressdo da producdo de mediadores inflamatérios. B: Os detritos de células necréticas nao
apresentam fosfatidilserina na superficie e a fagocitose ocorre por mecanismos alternativos que
estimulam a resposta inflamatéria. Nota: Adaptado (Lawrence et al.® 2002).

Embora o estudo da resposta inflamatéria seja focado em mediadores pro-
inflamatorios, nas ultimas décadas varias moléculas tém sido descritas no contexto
da resolucéo da inflamacé&o, como as lipoxinas, as resolvinas e o receptor PPAR, um
membro da familia de receptores nucleares e fatores de transcri¢cao ligando-ativando
0 gene da expressao relacionada com diversos mediadores anti-inflamatorios
(Lawrence et al.?* 2002). Estes mediadores anti-inflamatérios atenuam a migracdo
celular e promovem a apoptose e a depuracdo dos leucdcitos a partir do foco
inflamatério (Figura 2). E a fagocitose de células apoptéticas por células
mononucleares também ir4 promover a liberacdo de mediadores anti-inflamatérios
para o local (Henson et al.** 2001).

Concentracfes de lipoxinas tém efeitos inibitérios no recrutamento de
neutréfilos e eosindfilos, estimulam a adesdo de mondcito ao endotélio vascular e a
quimiotaxia (Figura 2). Lipoxinas promovem também a remocé&o fagocitica de células
em apoptose por macrofagos, o que pode contribuir para a resolucéo de inflamacao.
Metabolitos espontaneos da prostaglandina (cyPGs) gerados por biossintese
intracelular, promovem a supressao da funcdo de macréfagos pro-inflamatérios
(Soehnlein e Lindbom®2010).

Apoptose e fagocitose de células apoptéticas sdo mecanismos importantes
para a resolucdo da inflamacdo. A apoptose de leucocitos coincide com a producgéo

e liberacdo de cyPGs e outros mediadores anti-inflamatorios, tais como fator de
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transformacdo do crescimento betal (TGF-B1), suprimindo a atividade pro-
inflamatéria de macréfagos (Lawrence et al.>* 2002).

A TGF-B1 causa a inibicdo do crescimento e diferenciacdo de muitos tipos de
células, a regulacdo da resposta imunitaria e inflamatéria, a modulacdo da
cicatrizacdo de feridas, a adesdo e migracdo celular. A maioria das células pode
expressar o TGF-B e seus receptores (Figura 2). O receptor de PS tem um
importante papel na producdo de TGF-B, que pode ser reproduzido por instalacao de
lipossomas contendo PS, assim como de células que expressam PS-apoptoticos
(Ravichandran e Lorenz® 2007).
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Figura 2. Interagfes de fagocitos na inflamacao. Fase |: Recrutamento de mondcitos e macrofagos.
Ativacéo do sistema imune. Fase II: Neutréfilos invadem o local e promovem a liberagao de granulos
resultando o extravasamento de mondécitos inflamatérios. Fase Ill: O tempo de vida de neutréfilos é
curto e esta sujeito a modificacdo por sinais pr6 ou anti-apoptoticos. Macréfagos e neutrdfilos
apoptoéticos evitam a infiltragdo de mais neutréfilos e promovem o influxo de monécitos. Fase IV: A
depuracdo da apoptose de neutréfilos promove um programa anti-inflamatério nos macréfagos,
levando a homeostase do tecido. Nota: Adaptado (Soehnlein e Lindbom® 2010).
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2.3. DOENCA PERIODONTAL

A periodontite € um processo inflamatério crénico complexo e multifatorial.
Clinicamente, se caracteriza por inflamacao dos tecidos de protecédo e suporte dos
dentes (Cochran® 2008, Demmer e Papapanou? 2010, Armitage’ 2010). A fase inicial
reflete alteragBes inflamatorias restritas ao periodonto de protecdo, caracterizadas
como vermelhiddo e inchaco da margem gengival, bem como aumento do fluxo do

fluido gengival (Redlich e Smolen® 2012, Kinane et al.*®

2011). Microscopicamente as
alteracdes teciduais observadas incluem proliferagdo da camada basal do epitélio
juncional, migracdo celular apical e lateral, vasculite dos vasos sanguineos
adjacentes ao epitélio juncional, destruicdo progressiva de fibras colagenas e
infiltrado inflamatério agudo (Milward et al.* 2013, Demmer et al.*® 2008, Kawai et
al.*> 2006). A persisténcia do estimulo torna a resposta cronica, com proliferacéo do
epitélio juncional abaixo da jungdo cemento-esmalte, formando uma bolsa
periodontal, além da continua degradacdo do colageno, ativacdo de fibroblasto e
fagdcitos, acumulo de células polimorfonucleares, intenso infiltrado mononuclear
predominantemente linfoplasmocitario e perda de suporte dentério caracterizado
pela reabsorcdo 6ssea alveolar (Cochran® 2008, Kawai et al.** 2006, Gaspersic et
al.*' 2003).

A periodontite crénica € uma doenca de alta prevaléncia, atingindo
aproximadamente 30% da populacdo adulta (40-50 anos). Ja a periodontite
agressiva pode apresentar uma prevaléncia de 1-15% (Demmer e Papapanou? 2010,
Armitage’ 2010). A periodontite tem como principal fator etiolégico local o biofime
dental, e caracterizado pela perda de insercdo dos tecidos de suporte dental
(Cochran' 2008, Zijnge et al.® 2012). A perda éssea local é mediada principalmente
por linfécitos T, que sdo ativados pelas bactérias locais e passam a produzir
mediadores (IL-1, IL-6, TNF-a e RANKL) que conduzem a um aumento na atividade
dos osteoclastos j4 existentes além de estimularem a diferenciacdo de novos
osteoclastos. Merece destague o RANKL, uma citocina central na diferenciacao de
osteoclastos (Redlich e Smolen® 2012). O RANKL é uma proteina ancorada na
membrana de osteoblastos, entretanto a perda o&ssea inflamatéria ocorre
principalmente através da producdo excessiva de uma forma soltvel de RANKL por
linfécitos (Nagasawa et al.*? 2007). Além dos efeitos sobre os osteoclastos, citocinas

como TNF-q, IL-1 e IL-6, inibem a diferenciacdo de osteoblastos, que atuam na
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deposicdo 6ssea (Kaneki et al.*® 2006, Gilbert et al.** 2005, Abbas et al.** 2003).
Mais ainda, estas mesmas citocinas podem reduzir a producao de osteoprotegerina
(OPG) por osteoblastos (Nakashima et al.** 2000). A OPG é uma proteina soltvel,
que se liga com alta afinidade ao RANKL, impedindo que este se ligue ao seu

receptor RANK na superficie dos osteoclastos (Boyle et al.*®

2003). Isto faz com que
a OPG iniba a ativacdo de osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea induzida por RANKL
(Nagasawa et al.*? 2007). Portanto a inflamac&o que ocorre durante a periodontite
conduz a um aumento da atividade de osteoclastos e reducdo da atividade dos
osteoblastos. Este desequilibrio gera perda 6ssea alveolar (Redlich e Smolen®
2012).

Além dos fagdcitos especializados, o0s osteoclastos, células mieldides
multinucleadas especializadas em degradar a matriz 6ssea mineralizada, também
podem fagocitar células apoptéticas (Boabaid et al.'® 2001, Cerri et al.*’ 2003).
Recentemente foi demonstrado, em um sistema de cultura de medula 6ssea de rato,
gue precursores de osteoclastos, apds fagocitarem lipossomas de fosfatidilserina
secretam TGF-B1 que por sua vez inibem a osteoclastogenése (Wu et al.>* 2010).
Consistente com estas observacoes, lipossomas contendo fosfatidilserina reduziram
substancialmente a perda éssea inflamatéria trabecular em ratos artriticos (Ma et

al.?2011).

2.4. LIPOSSOMAS DE FOSFATIDILSERINA

Alguns estudos tém tentado transpor este conhecimento para a prética clinica.
A estratégia de usar células apoptéticas autologas para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca cronica foi testada clinicamente e mostrou resultados favoraveis (Torre-

Amione et al.*®

2008). Entretanto, este procedimento, além de oferecer o transtorno
de retirada de células do paciente, pode desencadear reagbes autoimunes,
principalmente em pacientes com predisposicédo (Sliwa e Ansari*® 2008).

Outros mostraram que lipossomas de fosfatidilserina podem mimetizar os
efeitos de células apoptoticas, sendo fagocitados por macréfagos, células da
microglia ou células dendriticas, induzindo desta forma a secre¢édo de mediadores
anti-inflamatérios como TGF-B1 (Shi et al.*® 2007, Zhang et al.>* 2006, Otsuka et al.>?
2004) e promovendo a resolugéo da inflamacdo (Ramos et al.?® 2007, Freeman et

al.>® 2010). Recentemente foi demonstrado que a modulacdo de macrofagos
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cardiacos por lipossomas de fosfatidilserina foi capaz de reduzir a lesédo e o
remodelamento ventricular apés o infarto (Harel-Adar et al.'® 2011). Portanto, a
utilizacdo controlada de lipossomas de fosfatidilserina elimina as preocupacdes
associadas com o tratamento de células, e parece preservar os efeitos benéficos
sobre o controle da resposta inflamatéria. Na tabela 1 sdo apresentados alguns
estudos que avaliaram o papel anti-inflamatorio de lipossomas de fosfatidilserina.
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Tabela 1. Estudos que avaliaram o papel anti-inflamatério de lipossomas de fosfatidilserina

Autor
(Huynh et al.*’ 2002)

Método
Papel da PS na resolugéo
da inflamacdo em animais
e cultura celular

Principal resultado
Efeitos da producdo de TGF-f em
resposta a apoptose sédo contribuintes na
resolucao da inflamacéo.

(Hoffmann et al.** 2005)

Interacdo do receptor de
PS na resposta imune em
cultura celular e animais

PS reduz a inflamacéo através da inducao
de secrecdo de TGF, evitando a ativagéo
de uma resposta imune.

(Ramos et al.”’ 2007)

Efeito anti-inflamatério do
lipossoma de PS no
modelo edema de pata por
carragenina em animais

Lipossomas de PS a 20-200 mg/kg (i.p.)
reduziu o edema de pata 8h apds a
aplicagdo de carragenina de um modo
dose-dependente.

(Wu et al.** 2010)

Papel de lipossomas de PS
em animais com modelo de
artrite e cultura celular

Lipossomas de PS inibem a
osteoclastogénese e a perda oOssea
trabecular

(Ma et al.**2011)

Papel de lipossomas de PS
em animais com modelo de
artrite e cultura celular

O tratamento sistémico com PS inibiu a
perda 0ssea induzida por artrite,
provocando a alteracdo em macrdfagos.

(Harel-Adar et al.”” 2011)

A modulacdo de
macréfagos cardiacos por
lipossomas de PS no
reparo do infarto in vivo e in
vitro.

O tratamento promoveu a angiogénese, a
preservacdo de pequenas cicatrizes, e
impediu a dilatacdo.PS representa uma
abordagem para o reparo do infarto do
miocérdio.

PS: Fosfatidilserina

Diante destas informacgdes surge a possibilidade de uma modulagéo da perda

Ossea inflamatéria de forma diferenciada. A mimetizagdo da fagocitose de células
apoptoéticas por lipossomas de fosfatidilserina pode representar uma opc¢ao
inovadora e economicamente viavel para o tratamento de condicdes como a
periodontite. Além disso, trata-se de uma alternativa segura, uma vez que
fosfolipideos ja sdo usados atualmente na preparacdo de lipossomas carreadores de
farmacos. A encapsulacdo lipossomal de anestésico local, por exemplo, tem sido
estudada para aplicac6es odontoldgicas. Os lipossomas aumentam a penetracdo do
farmaco e oferecem uma liberagdo prolongada propiciando um melhor plano
anestésico (Franz-Montan et al.*® 2007).

Portanto, o desenvolvimento de lipossomas de fosfatidilserina pode promover
a resolucdo da resposta inflamatoria. Assim, os lipossomas antes encarados apenas
de

farmacologicamente para o tratamento de algumas patologias, como a periodontite.

como um carreador indcuo farmacos, podem agora contribuir
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3. PROPOSICAO

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Diante das evidéncias mostrando que lipossomas de fosfatidilserina podem
mimetizar células apoptéticas, e quando fagocitadas, promover a resolucdo da
resposta inflamatoria. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
lipossoma de fosfatidilserina sobre a reposta inflamatoria e perda 6ssea induzida por

ligadura em ratos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver gel lipossomal de fosfatidilserina.

e Avaliar o efeito do lipossoma de fosfatidilserina sobre a viabilidade e proliferacéo
de osteoblastos.

e Caracterizar o efeito anti-inflamatoério das formulacdes de lipossomas em edema
de orelha e de pata.

e Avaliar o efeito do lipossoma sobre a inflamacéo e perda éssea induzida por
ligadura em ratos.

e Auvaliar o perfil lipidico dos animais tratados com lipossoma de fosfatidilserina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PREPARACAO DO GEL LIPOSSOMAL

Para aplicacdo local de lipossomas, realizou-se a formulagcdo de um gel
lipossomal a qual estd sumarizada na Tabela 2. De forma sintética, a fase oleosa foi
previamente preparada a partir da dissolucdo do fosfolipideo em palmitato de
isopropila, com a adi¢do do conservante acido sorbico. A fase aquosa foi elaborada
empregando 0 Poloxamer 407 [poli(oxietileno)-co-poli(oxipropileno)-co-
poli(oxietileno)], sorbato de potassio e agua purificada refrigerada, a 4-8°C. O gel
lipossomal foi obtido pelo método de extrusdo, que consiste nha mistura das fases por
alto cisalhamento, através da passagem por orificio reduzido, por meio da conexao

entre seringas, até a formacdo de uma mistura homogénea, para aplicacao local.

Tabela 2. Formulas do gel lipossomal

Composicéo
Fase oleosa Gel Veiculo Gel Fosfatidilserina (50 %)
Fosfatidilserina — 6,60 g
Palmitato de isopropila 7,75 mL 7,75 mL
Acido sérbico 0,129 0,12¢g
Fase aquosa
Poloxamer 407 9,35¢ 9,35¢
Sorbato de potassio 0,19 01g
Agua purificada g.s.p. 60 mL g.s.p. 60 mL

4.2 PREPARACAO DA SOLUCAO LIPOSSOMAL

Os lipossomas foram preparados a partir de uma mistura de fosfolipideos
enriquecida com fosfatidilserina (50%). Como descrito por (Huynh et al.?” 2002) os
fosfolipideos foram dissolvidos em cloroformio/metanol (9:1), em seguida o0s
solventes orgéanicos foram evaporados a vacuo. Apos, foram ressuspendidas em
solucdo salina na concentragdo de 6 mg/mL (concentracdo de lipideos totais por
mL). Colocou-se em ultrassom por 30 minutos para homegeneizacdo e obteve a

solucéo final de lipossomas com um aspecto leitoso.
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4.3. ENSAIOS IN VITRO

4.3.1. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Osteoblastos provenientes de Hamster da linhagem ROS mantidos em estufa
a 5% de CO; e a 37 °C, os quais foram desaderidos da garrafa por meio da adicao
de tripsina com EDTA a 0,05 %. Ap6s 5 min em estufa, foi adicionado o volume de 3
mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), e
em seguida centrifugado a 1.200 rpm por 10 min com 0 objetivo de precipitar as
células. Em seguida, realizou a contagem celular em uma camara hemocitométrica
tipo Neubauer (Boeco, Hamb’urg, Alemanha), onde, entéo, as células viaveis foram
contadas com a utilizacdo de um microscopio optico (Carl Zeiss, modelo Axiovert 40
CFL, Carl Zeiss do Brasil, Sdo Paulo, SP) com aumento de 25x. As células foram
plaqueadas na densidade de 7x10° céls/poco, ap6s 24 h do seu plaqueamento foi
realizado o tratamento com a solucdo de lipossoma de fosfatidilserina nas
concentracdes de 50, 100, 150, 250, 300, 400 e 500 uM, em meio a 1 % SFB.

A viabilidade celular foi analisada quantitativamente por meio da analise
colorimétrica MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, para medir a
atividade da redutase mitocondrial em células vivas. Nesta técnica, apds 24h do
tratamento, o MTT a 0,5 mg/mL é incorporado a cultura com o meio a 1 % de SFB
por 3 a 4 h. Baseando na clivagem do sal amarelo tetrazélio (membrana permeavel)
para cristais de formazan azuis/purpura por células metabolicamente ativas.

Em seguida, a solu¢do de MTT foi retirada e acrescentado alcool absoluto e
a andlise da atividade mitocondrial foi feita em espectrofotdmetro (Biotek EL 800,
Biotek, Winooski, VT, EUA) a 570 nm.

4.3.2. ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

No ensaio de proliferacao celular, as células foram plaqueadas na densidade
de 1x10° céls/poco e as mesmas concentracdes de solucdo de lipossomas de PS
foram utilizadas, no entanto, foram preparadas em meio de cultura com 0,1 % e 30
% de SFB. No final do experimento a analise colorimétrica através do método de
MTT foi feito nos tempos de 24, 48, 72, 96 h, no espectrofotdmetro a 570nm. Para o
tempo de 72 e 96 h foi realizado a troca do tratamento no tempo de 48h apds o inicio

do tratamento (Figura 3).
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Figura 3. Layout de Placa — Ensaio de Proliferacédo celular.

4.4. ENSAIOS IN VIVO

Os animais utilizados neste estudo foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), e mantidos em ambiente com
temperatura (22 £ 2 °C) com ciclo de claro/escuro (12/12 h) controlado
automaticamente. Os animais tiveram livre acesso a alimentacdo e agua até o
momento do experimento. Os procedimentos foram aprovados pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais da UEPG (nimero do protocolo de aprovacéo 02590/2012)
e 0s animais foram manipulados conforme recomendac@es da Diretriz Brasileira para
o Cuidado e a Utilizacdo e Animais para fins Cientificos e Didatico (DBCA),
publicado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.4.1. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DO GEL LIPOSSOMAL
PELO MODELO EDEMA DE ORELHA

O edema de orelha foi expresso como o aumento da espessura da orelha dos
camundongos (um). A espessura da orelha foi medida proxima a extremidade medial
da mesma, com o auxilio de um micrémetro digital (GREAT MT — 045B), antes e
apos determinado tempo da inducdo do processo inflamatério (De Young et al.>*
1989).

O agente flogistico utilizado foi o TPA, éster de forbol presente no 6leo de
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croton (CrotontigliumL.) 2,5 ug/orelha dissolvidos em 20 pyL de acetona e aplicados
na orelha direita de camundongos. Para minimizar variacdes, as medi¢bes foram
conduzidas sempre por um unico experimentador previamente treinado e calibrado.

Em vinte camundongos machos, da linhagem Swiss (machos) pesando de
25-35¢g, foram divididos em cinco grupos: Naive (controle negativo, sem tratamento),
Gel veiculo, Gel Fosfatidilcolina, Gel Fosfatidilserina e controle Dexametasona®
(creme 10 g). O tratamento foi aplicado topicamente de um lado da orelha direita, em
seguida aplicado o TPA no outro lado da mesma orelha, e tratado novamente o lado
da orelha com tratamento.

A espessura da orelha foi avaliada 6 e 24 horas ap6s a aplicacdo do TPA e 0s
tratamentos aplicados ap6s nos tempos 0 e 6 h da aplicacdo do TPA. Amostras das
orelhas dos camundongos (circulos de 6 mm de tecido) foram coletadas 24 horas
apos a aplicagdo do TPA e submetidas a avaliagdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) (De Young et al.>*1989).

4.4.2 MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da enzima MPO, utilizada como indicativo da presenca de
leucécitos polimorfonucleares, € o principal constituinte dos granulos azurofilos dos
neutréfilos. As amostras (circulos de 6 mm do tecido das orelhas de
camundongos) foram adicionadas a 0,75 mL de tampao fosfato de sédio 80mM
(pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTBA) e homogeneizado por
cerca de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e adicionado a
0,75mL do tampdao anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada em
microtubo e centrifugada a 12.000 x g a 4°C por 15 minutos. Triplicatas de 30 uL
do sobrenadante foram colocadas em placas de 96 pocos, onde posteriormente foi
adicionado 200 pL de uma mistura contendo 100 uL de tampao fosfato de sddio 80
mM (pH 5,4), 85 uL de PBS 0,22M (pH 5,4) e 15 uL de perdxido de hidrogénio
0,017% em cada pogo. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 20 pL de
tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma solugdo aquosa de
dimetilformamida a 8 %. A placa foi posteriormente incubada a 37°C por 3 minutos
e a reacao interrompida pela adicdo de 30 pL de acetato de sddio 1,46 M (pH 3,0)
em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente usando
leitor de placas com comprimento de onda de 620 nm (Adaptado de Young et al.>*

1989, Bradley et al.>>1982).
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4.4.3. AVALIAC;AO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DA SOLU(;AO
LIPOSSOMAL PELO MODELO EDEMA DE PATA
Foram utilizados ratos Wistar (machos) de 2 a 3 meses de idade, (200-300 g),
separados em dois grupos de 6 animais. Um grupo (G1), recebeu uma Unica injecéo
intraperitoneal (i.p.) de salina estéril (3 mL). O outro grupo (G2) recebeu uma injecéo
da solucgéo lipossomal de fosfatidilserina (100 mg/kg, i.p.). Apés um periodo de 12
horas da aplicacdo da injecdo com veiculo ou lipossomas, 0s animais receberam
uma injecao intraplantar de carragenina (300 pg/pata) na pata posterior direita
(volume de 50 pL). A pata contralateral recebeu 50 pL do veiculo (50 pL de salina
estéril) e foi usada como controle. O edema de pata foi avaliado com auxilio de uma
cubeta (10 mL) colocada sobre uma balanca de precisdo como previamente descrito
(Foletto et al.*® 2013). Para tal medida, a pata do animal foi submergida dentro da
cubeta até altura da articulacdo tibiotarsica e a variacdo de volume da pata foi
calculada pelo aumento de peso da coluna liquida, considerando que 1 mL de agua
corresponde a 1 g (densidade da solucdo da cubeta). O edema foi avaliado nos
intervalos de tempo: 0 h — inicial (logo ap6s a aplicacdo das solucdes na pata do
rato), 1 h, 2 h, 3 h e 4 h. Os resultados foram obtidos através da diferenca entre o

peso da pata direita e 0 da pata esquerda.

Carragenina
300 pg / pata

Grupo 1: Veiculo
P e 4 ‘1; I I ]’

Grupo 2: Lipossoma deFS
n==6 0 60 120 180 240
Tempo (min)

Figura 4. Protocolo experimental — Avaliacdo do potencial anti-inflamatério do lipossomal de PS pelo
modelo edema de pata.

4.4.4. EFEITO DO LIPOSSOMA EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO
DE PERDA OSSEA ALVEOLAR EM RATOS

4.4.4.1.PERDA OSSEA INDUZIDA POR LIGADURA

Para o procedimento de colocacéo das ligaduras, os ratos foram anestesiados
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com uma combinagdo de quetamina e xilazina (75 e 15 mg/kg, I.p.,
respectivamente). Os animais foram posicionados em um aparato de Doku, a fim de
gue permanecessem com a boca aberta para a colocacdo das ligaduras (fio de
algodao, Tex 34 Glacé 50 — Lipasa — Brasil). Os dentes dos animais foram
levemente luxados com o auxilio de uma sonda exploradora, para criar um espago
para a colocacdo das ligaduras (Bentzen et al.”” 2005, Bjornsson et al.”® 2003). As
ligaduras foram colocadas, nos primeiros molares inferiores direito e esquerdo,
tomando cuidado para que o fio penetrasse no sulco gengival, portanto em intima
proximidade aos tecidos gengivais, ficando o né na regido mesial do molar (Figura
5). A inducdo da doenca periodontal (bilateral) se fez necesséaria para evitar
alteracbes no padrdo de mastigacdo do animal, que poderiam influenciar na
reabsorcdo (Dumitrescu et al.®° 2004). Os animais falso-operados foram submetidos
ao mesmo procedimento, entretanto ndo feita a fixacdo da ligadura. Os aspectos

éticos foram seguidos conforme ja previamente descrito.

Figura 5. Periodontite induzida por ligaduras. A: Na regido interproximal do primeiro com o segundo
molar, com a sonda exploradora o dente é luxado para a passagem do fio de algoddo. B: Dente com
a ligadura.

4.4.42. AVALIACAO DA APLICACAO DO GEL LIPOSSOMAL DE
FOSFATIDILSERINA
Trinta e dois animais foram separados em dois grupos de 16 animais. Um

grupo foi submetido ao procedimento de colocacdo da ligadura enquanto o outro
grupo foi submetido ao falso procedimento (Sham) conforme descrito. Vinte e quatro
horas apds o procedimento cada um destes grupos foi novamente dividido para
receber uma aplicacdo local diaria de gel lipossomal de PS ou veiculo por 14 dias,
ao redor das ligaduras, no volume de 100 ULI.

% Grupo falso-operado veiculo (Sham Veiculo) n = 8

% Grupo falso-operado lipossoma de fosfatidilserina (Sham Serina) n = 8
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(5,5 mg de PS/ligadura, total de 11 mg de PS/animal)

% Grupo periodontite veiculo (Ligadura Veiculo) n =8

% Grupo periodontite lipossoma de fosfatidilserina (Ligadura Serina) n = 8
(5,5 mg de PS/ligadura, total de 11 mg de PS/animal)

No décimo quarto dia ap0s o procedimento (dia 14) os animais foram
eutanasiados por sobredosagem anestésica. Em seguida retirou-se a mandibula e
amostras de tecido gengival para avaliacdo da perda d&ssea pela andlise

morfomeétrica e para analise da permeabilidade vascular.

Inducao da periodontite
por colocagéo da ligadura

ou falsa cirurgia

Tratamento topico (local) comgel lipossomal de
fosfatidilserina OU veiculo

SEEERNE
|

|
| [ 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

<

v

<—
<
o —T1—<€—

0

Dias

Analises:
- Perda 6ssea - Morfométrico

-Aumento de permeabilidade Vascular

Figura 6. Protocolo Experimental — Aplicagcéo local de gel lipossomal de PS.

4.4.43. AVALIACAO DA APLICACAO DA SOLUCAO DE LIPOSSOMAS DE
FOSFATIDILSERINA

Vinte e quatro animais machos de 200-300 g, de linhagem Wistar foram
separados em dois grupos de 12 animais. Um grupo foi submetido ao procedimento
de colocacdo da ligadura enquanto o outro grupo foi submetido ao falso
procedimento (Sham). Vinte e quatro horas apos o procedimento cada um destes
grupos foi novamente dividido para receber uma aplicacéo local diaria da solucéo de

lipossomas de PS ou veiculo - solugéo salina (i.p.), iniciando no terceiro dia apds o
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procedimento das ligaduras e aplicado até o décimo quarto dia, conforme indicado
abaixo:

%+ Grupo falso-operado veiculo (Sham Veiculo) n =5
% Grupo falso-operado lipossoma de fosfatidilserina (Sham Serina) n =5

100 mg de PS/Kg do animal, concentracao da solugéo de 6 mg/mL

%+ Grupo periodontite veiculo (Ligadura Veiculo) n =7

L)

¢ Grupo periodontite lipossoma de fosfatidilserina (Ligadura Serina) n =7

100 mg de PS/Kg do animal, concentracao da solucéo de 6 mg/mL

No décimo quarto dia apos o procedimento (dia 14) os animais foram
eutanasiados por sobredosagem anestésica. Em seguida retirou-se a mandibula e
amostras de tecido gengival para avaliacdo da perda d&ssea pela andlise
morfométrica e para analise da permeabilidade vascular (Figura 7).

Inducao da periodontite
por colocacao da ligadura
ou falsa cirurgia

Tratamento com solucao de lipossomas de
fosfatidilserina ou veiculo

Analises:
- Perda 6ssea — Morfométrico

-Aumento de permeabilidade Vascular
- Avaliacao do nivel de colesterol

Figura 7. Protocolo experimental — Aplicagdo da solucéo de lipossomas de PS.

4.4.4.4. AVALIACAO DA PERDA OSSEA: MORFOMETRICO

Analisou-se a perda Ossea alveolar induzida pela ligadura nas mandibulas,
sendo mensurada por analise morfométrica (Fernandes et al.>® 2007, Kuhr et al.®®
2004).

Apos a retirada do tecido gengival da regido da hemi-mandibula, a parte
O0ssea subjacente foi submetida ao procedimento de fervura em agua por 30
minutos, com posterior imersdo das amostras em peroxido de hidrogénio (H.0;) 10
volumes ou 3% por 12 horas. Depois das amostras estarem secas, estas foram

coradas por 1 minuto com azul de metileno (1 g/100 mL), para delinear a linha da



38

juncdo esmalte-cemento (Bentzen et al.”’ 2005, Bjornsson et al.”® 2003). As
amostras foram fotografadas com uma camera (Carl Zeiss, modelo Axiocam ERC
5s, Sensor CMOS 5.0 megapixles, Carl Zeiss do Brasil, Sdo Paulo, SP) acoplada a
um esteromicroscopio (Carl Zeiss, modelo Stemi 2000-C, Carl Zeiss do Brasil, Sdo
Paulo, SP) e salvas em um computador. As medidas, da regido lingual (mandibula)
da area localizada entre a juncdo esmalte-cemento e a borda da crista 6ssea
alveolar remanescente (Figura 8), foram analisadas pelo programa Image Pro Plus®
Version 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Figura 8. Mensuragdo da perda 4ssea alveolar (mm). Marcacgfes lineares em cinco pontos da regido
lingual do primeiro molar inferior a fim de se mensurar a perda 6ssea alveolar.

4.4.45. AVALIAC}AO DO AUMENTO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

Para avaliacdo da permeabilidade vascular foi utilizado o tecido gengival
retirado da mandibula dos animais utilizado na analise da perda éssea alveolar. A
permeabilidade foi analisada por meio do extravasamento do corante biol6gico azul
de Evans. Este corante se combina com a base de nitrogénio da albumina
plasmatica formando um complexo corante-albumina que extravasa através da
barreira endotelial, assim, com a formagcdo de uma reagao inflamatdria, com
aumento do exsudato plasmatico para o tecido lesado, naturalmente com
extravasamento de albumina e, portanto, com aumento ou elevacido das
concentracdes de azul de Evans nesse tecido(Pochapski et al.®* 2012, Sousa et al.®
2005, Gyorfi et al.?® 1994).

O azul de Evans (a 2% na propor¢ao de 20mg/Kg (0,1mL /100g de peso)) foi
aplicado na veia lateral da cauda. Apds duas horas da aplicacdo do azul de Evans,
foi realizada uma perfusdo com 60 mL de salina através do ventriculo esquerdo. Em
seguida, um fragmento do tecido gengival da regido proxima a ligadura foi retirado.
As pecas ficaram 48 horas em repouso em uma solucdo formamida/agua (1/1, v/v)
por 48 h, a 37 °C, para extracdo do corante, cuja concentracao foi determinada por

espectrofotometro (620 nm) apds a constru¢do de uma curva padréo. As leituras dos
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valores de absorbancia foram interpoladas por regressao linear em uma curva

padrao do corante. As concentragdes foram obtidas em pg/mL do tecido biopsiado.

4.4.4.6. AVALIACAO DO PERFIL LIPIDICO

Com o objetivo de avaliar alguma possivel alteracdo no perfil lipidicos dos
animais apos a administracdo da solucdo de lipossomas de PS, ao final do
experimento uma amostra de sangue foi coletada por puncdo cardiaca para
mensuracao dos niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-
LDL e triglicérides. O sangue foi centrifugado (1500 rpm por 10 minutos), o plasma
coletado e posteriormente e a analise do perfil lipidico foi determinadas pelo Selectra
Junior (Vital Scientific, Van Rensselaerweg, Holanda) no Laboratério Escola —
UEPG.

4.5. ANALISE DOS DADOS

Para andlise dos dados foram utilizados modelos paramétricos, considerando
as variaveis: viabilidade e proliferacdo celular, edema de orelha, mieloperoxidase na
orelha, edema de pata, perda Ossea alveolar, permeabilidade vascular e perfil
lipidico. Previamente a comparacédo dos dados a normalidade foi testada com o teste
de Kolmogorov-Smirnov. A equivaléncia das variancias foi avaliada com teste de
Bartlett. Em seguida foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de uma e duas
vias dependendo do numero de fatores fixos associados a varidvel. Nos casos em
que foram encontradas diferengas significativas, as comparacdes mdltiplas foram
realizadas com o pGs-teste de Tukey e Bonferroni. O nivel de significAncia adotado
foi de 5% (0=0,05). Todos os célculos foram realizados com programa de
computador (GraphPadPrismversion 5.00 for Windows, GraphPad Software, La
JollaCalifornia USA).



5. RESULTADOS
5.1. ENSAIOS IN VITRO

5.1.1. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR
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Figura 9. Média e erro padrdo dos valores de absorbancia obtidas com o teste MTT, representando a

viabilidade celular em diferentes concentracdes de fosfatidilserina. Grupo controle (C), células foram

mantidas com o meio e SFB a 1 %. Diferenca néo significativa (p=0,9569). ANOVA de uma via.
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5.1.2. ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR
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Figura 10. Média e erro padrdo dos valores de absorbancia obtidas com o teste MTT, representando
a proliferacdo celular (crescimento) em diferentes concentragbes de fosfatidilserina. Grupo controle
(C), células foram mantidas com o meio e SFB a 0,1 %. Nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h ndo houve
diferenca significativa na proliferacéo celular (p>0,05). No tempo de 96 horas, houve diferenca
significativa (*) p<0,05 com de fosfatidilserinaal50, 250, 300, 400 e 500 pM e (#)p<0,05 com
fosfatidilserina a 150, 250, 300, 400 e 500 uM.ANOVA de uma via com poés teste de Tukey.
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Figura 11. Média e erro padrdo dos valores de absorbancia obtidas com o teste MTT, representando
a proliferacdo celular (reducédo do crescimento) em diferentes concentracfes de fosfatidilserina.
Grupo controle (C) células foi mantidas com o meio e SFB a 30 %. No tempo de 24 h houve diferenca
significativa (*) p<0,05 com de fosfatidilserina & 50, 250, 100, 400 e 500 uM e (*)p<0,05 com
fosfatidilserina & 50, 100e 500 pM. Nos tempos de 48 h, 72 h e 96 h nédo houve diferenca significativa

na reducédo do crescimento celular (p>0,05). ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey.

5.2. ENSAIOS IN VIVO
5.2.1. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DO GEL LIPOSSOMAL
PELO MODELO EDEMA DE ORELHA

Grupos
24h 3 Naive
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23 Fosfatidilcolina
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Figura 12. Média e erro padréo dos valores da variagao (A) do edema de orelha com a aplicacdo do
gel lipossomal de fosfatidilserina apos de 6 h e 24 h do estimulo com TPA. Diferenga significativa (*)
p<0,05 com veiculo, fosfatidilcolina e fosfatidilserina nos tempos de 6 h e 24 h. ANOVA de uma via

com pés-teste de Tukey.
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Figura 13. Média e erro padrdo do peso da orelha (mg) com a aplicagcéo do gel lipossomal de
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fosfatidilserina apds 24 h do estimulo com TPA. N&o houve diferenca significativa (p=0,1096) entre os

grupos. ANOVA de uma via.
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Figura 14. Média e erro padrao dos valores de absorbancia obtidos com o teste da atividade

enzimatica mieloperoxidase no modelo de edema de orelha com a aplicagdo do gel lipossomal de

fosfatidilserina apés 24 h do estimulo com TPA. Diferenca significativa (*) p<0,05 com o veiculo e

fosfatidilserina. Diferenca significativa (*)p<0,05 com o veiculo. ANOVA de uma via com pés-teste de

Tukey.
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5.2.2. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DA SOLUCAO
LIPOSSOMAL PELO MODELO EDEMA DE PATA

Tratamento
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Figura 15. Média e erro padrao do volume (mL) no modelo de edema de pata causado por
carragenina ap0s a aplicacdo da solugdo lipossomal de fosfatidilserina. Diferenga estatistica
considerando o fator tratamento (p=0,0106), fator tempo (p=0,0001) e interacdo (p=0,0276). (*)
diferenca significativa entre os grupos de acordo com o tempo. ANOVA de duas vias com poés de

Bonferroni.

5.2.3. AVALIACAO DO EFEITO DE LIPOSSOMA DE FOSFATIDILSERINA EM UM
MODELO EXPERIMENTAL DE PERDA OSSEA INDUZIDA POR LIGADURA

5.2.3.1. ANALISE MORFOMETRICA DA PERDA OSSEA ALVEOLAR MEDIA APOS
A APLICACAO DE FOSFATIDILSERINA LOCAL (GEL) E SISTEMICO (SOLUCAO
I.P.)
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Figura 16. Média e erro padréo da perda 6ssea alveolar (mm) induzida por ligadura apés a aplicacdo
de fosfatidilserina local (gel) e sistémico (solucéo I.P.). Gel: diferen¢a néo significativa considerando o
fator tratamento (p=0,6283), procedimento (p=0,6254) e interacdo (p=0,0672). Solucdo: diferenca
significativa considerando o fator tratamento (p=0,0477), procedimento (p<0,0001) e interacéo
(p=0,0275). (*) diferenca significativa entre veiculo e fostafidilserina. (#p<0,05) diferenca significativa
comparando cada tratamento (Veiculo e Fosfatidilserina) de acordo com os procedimentos (Sham e

Ligadura). ANOVA de duas vias com pos de Bonferroni.
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5.2.4. AVALIACAO DO AUMENTO DE PERMEABILIDADE VASCULAR.
APLICACAO DE FOSFATIDILSERINA LOCAL (GEL) E SISTEMICO (SOLUCAO
I.P.)
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Figura 17. Média e erro padrdo dos valores de extravasamento do azul de Evans (ug/10mg) a
aplicacdo de fosfatidilserina local (gel) e sistémico (solugdo I.P.). Gel: diferenca significativa
considerando o fator tratamento (p=0,0041), procedimento (p=0,0116) e nao significativo para
interacdo (p=0,1456). (#)p<0,05 diferenca significativa comparando cada tratamento (Veiculo e
Fosfatidilserina) de acordo com os procedimentos (Sham e Ligadura) Solugéo: diferenca néo
significativa considerando o fator tratamento (p=0,2128), procedimento (p=0,4642) e interacdo

(p=0,3100). ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni.
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Figura 18. Média e erro padrdo dos parametros utilizados para determinar o perfil lipidico

considerando os niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL e triglicérides.

Diferenca néo significativa (p>0,05). ANOVA de duas vias.
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6. DISCUSSAO

Como uma nova forma de intervencdo farmacoldgica para o tratamento da
perda éssea alveolar observada na periodontite, este trabalho avaliou o efeito de
lipossomas de fosfatidilserina na inflamacéo e perda 6ssea induzida por ligadura em
molares de ratos como um possivel mimetizador de células apoptéticas, tendo um
papel na sinalizacdo de citocinas anti-inflamatorias. A obtencdo do gel e solucéo
lipossomal de fostatidilserina (PS) foi simples, apresentando baixo custo.

No presente estudo foi analisado a citotoxicidade da solucdo de lipossomas
de PS na linhagem celular de osteoblasto, o qual foi segura nas concentracdes entre
50 uM e 250 uM. A concentracdo de 50 uM de PS pode mostrar a inibicdo da
diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, no entanto, com um aumento da
concentracéo para 100 uM, pode ser observado um aumento da proliferagéo celular
(Wu et al.?** 2010). Estes dados foram semelhantes aos nossos achados, em que nas
concentracbes entre 100 uM e 250 puM houve maior aumento da proliferacdo e
viabilidade celular. Outros estudos, com diferentes linhagens celulares também
mostraram que lipossomas de PS s&o eficazes nas concentragdes de 100 pM, com
um minimo efeito sobre células dendriticas, podendo estimular a fagocitose
(Hoffmann et al.'* 2005, Shi et al.*® 2007). Uma possivel explicacdo para este efeito
dos lipossomas de PS é sua capacidade de inibir a ativacdo da p38MAPK
(proteinaquinase) que esta envolvida na diferenciacéo celular e apoptose (Otsuka et
al.>?2 004)

Portanto, lipossomas de PS em concentragbes variando entre 100 uM e 250
UM poderiam ser utilizados como um agente na terapia moduladora da resposta
inflamatoria. Tendo como principal mecanismo a semelhanca estrutural a célula
apoptoética, onde ha interacdo de PS com macréfagos gerando a fagocitose. Um
importante evento anti-inflamatério dos lipossomas de PS é a capacidade de reduzir
a producdo de IL-1b e TNF-a (pré-inflamatério) e expressdo TGF-B1 (anti-
inflamatério (Huynh et al.?” 2002, Fadok et al.>* 1998).

Em animais o gel lipossomal de PS, na forma topica, ndo teve acdo anti-
inflamatoria no modelo de edema de orelha nem no modelo de perda 6ssea induzida
por ligadura. Por outro lado, a aplicacdo sistémica da solugéo de lipossomas de PS
teve acdo anti-inflamatéria no modelo de edema de pata, mas ndo no modelo de

perda 0ssea induzida por ligadura. Isso demonstra que a forma de aplicacdo é um
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fator importante dentro da terapia. Porém, ndo é possivel concluir que uma forma é
melhor que outra, visto que, isto depende da caracteristica do processo inflamatoério
envolvido (edema de orelha induzido por TPA, edema de pata induzido por
carragenina e perda 6ssea induzida por ligadura).

A partir do modelo de edema de orelha induzido pela a aplicacdo do TPA, o
gel lipossomal de PS ndo teve efeito anti-inflamatério. O TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato) induz uma inflamacdo cutdnea e respostas
hiperproliferativas, levando a um aumento da espessura da orelha, devido ao
infliltrado inflamatorio. O pico maximo do processo se da na sexta hora e em seguida
tende a diminuir, atingindo os valores basais apds 24 horas (De Young et al.>* 1989,
Niu et al.®* 2012, Huang et al.®® 2010). Esses aspectos foram observados em nosso
estudo. O TPA estimula a liberacdo de fosfolipase A2, induzindo a expressao da
COX-2, resultando na liberacdo de acido araquidénico e producdo de
prostaglandinas e leucotrienos. Portanto, o modelo de edema de orelha € um
método valido para andlise do potencial anti-inflamatério de agentes por via topica
(De Young et al.>* 1989, Niu et al.** 2012). A auséncia de um efeito anti-inflamatério
do gel lipossomal de PS pode estar relacionado a uma baixa absorcao cutanea néo
atingindo concentracdes adequadas na pele para exercer um efeito farmacolégico.

Para complementar os resultados da andlise de espessura da orelha,
avaliamos a migracdo celular no processo inflamatério, por meio da atividade da
enzima MPO. Sendo esta, um bom marcador enzimatico da infiltracdo de neutréfilos
no tecido inflamado (Bradley et al.>® 1982). Assim, como o resultado anterior,
aplicacdo do gel lipossomal PS n&o inibiu o acimulo de neutréfilos induzido pelo
TPA.

O modelo de edema de pata foi utilizado para andlise do efeito da aplicacao
sistémica (i.p.) da solucdo lipossomal de PS. Ja& com este modelo foi possivel
observar efeito anti-inflamatorio, caracterizado pela reducéo do edema a partir de 2
horas apos a aplicagdo da carragenina. Resultados semelhantes foram encontrados
na literatura mostrando o efeito anti-inflamatério da solucdo lipossomal de PS no
modelo de edema de pata (Ramos et al.?*® 2007). O modelo de edema de pata,
modelo, que é amplamente utilizado para andlise de efeitos de drogas anti-
inflamatérias (Foletto et al.>® 2013, Li et al.®® 2011). A resposta inflamatéria aguda
induzida pela injecdo de carragenina envolve duas fases: a fase precoce ocorre

durante a primeira hora de exposicdo e esta associada com a liberacdo de
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histamina, serotonina, bradicinina e, em menor grau, as prostaglandinas (PGs). A
fase tardia ap6s uma hora é atribuida a infiltracdo de leucdcitos e a continuacdo da
geracdo de PG. A solucdo de lipossomas de PS em nosso estudo, teve acao anti-
inflamatoria diminuindo edema na fase tardia. O tratamento com lipossomas de PS
no modelo edema de pata, ndo apresentou nenhum efeito sobre o perfil de migracao
de neutrdfilos, reforgando o papel da fosfatidilserina na resolugéo da inflamacéo pela
interacao fagécito e células apoptética (Ramos et al.>° 2007, Lawrence et al.>* 2002).
Isso também é mostrado em estudo no modelo de artite em ratos, em que 0s
lipossomas de PS em solucéo, inibiram a osteoclastogénese e perda de massa
Ossea. Este efeito foi atribuido a secrecdo de prostaglandina E2 e TGF-B1. Os
macrofagos apés fagocitarem lipossomas de PS secretam mediadores anti-
inflamatorios, diminuindo a producéo de IL-1b, e aumentando a producédo de IL-10
(Ma et al.?*2011, Wu et al.** 2010).

No modelo de perda 6ssea induzida por ligadura em ratos, a aplicacao local e
sistémico de lipossomas de PS néo preveniu a perda éssea alveolar. Apos inducéo
da perda 6ssea por ligadura, quase que imediatamente ocorre perda Ossea
(Gaspersic et al.** 2003). Os molares inclinam-se distalmente, assim como 0 0sso
interproximal é estreitado, resultando em uma constante remodelacdo do 0sso
alveolar (Kuhr et al.?® 2004).

A periodontite € um processo inflamatorio cronico e infeccioso, onde a perda
O0ssea local é mediada principalmente por linfocitos T, que sdo ativados pelas
bactérias locais e passam a produzir mediadores (IL-1, IL-6, TNF-a e RANKL) que
conduzem a um aumento na atividade dos osteoclastos ja existentes além de
estimularem a diferenciacdo de novos osteoclastos (Milward et al.* 2013, Kinane et
al.*® 2011, Demmer et al.* 2008, Kawai et al.*’ 2006, Nagasawa et al.** 2007,
Kebschull e Papapanou®’ 2011). A presenca de microrganismos patégenos leva a
uma resposta inflamatéria acentuada (Zijnge et al.> 2012), onde lipossomas de PS
nao promoveram a resolucdo da inflamacao conforme o observado em modelos de

inflamacdo como de artrites(Ma et al.?

2011). O objetivo do tratamento para doenca
periodontal € o controle da inflamacédo e a eliminacdo dos agentes etioldgicos
(microrganismos) presentes na periodontite. Nos processos inflamatérios
periodontais, ha grande influxo de polimorfonucleares, esse aspecto € visto somente
na cavidade bucal, com a presenca do dente e tecidos periodontais, onde o desafio

bacteriano é constante (Cochran® 2008, Zijnge et al.® 2012, Kebschull e Papapanou®’
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2011). Considerando que lipossomas de PS mimetizam o efeito das células
apoptoticas, isso poderia contribuir para uma modulacdo da resposta inflamatoria,
contribuindo para a prevencao da perda 6ssea alveolar, observada na periodontite
(Redlich e Smolen® 2012, Ma et al.?® 2011, Wu et al.** 2010). Portanto, uma das
possiveis razdes para que nao fosse observado efeito de lipossomas de PS (local e
sistémico) pode ter sido devido a presenca constante de bactérias na regido dento-
gengival. Lipossomas nao apresentam efeito antimicrobiano, sendo assim, a sua
acao anti-inflamatoria, pode ter contribuido para uma maior acdo das bactérias e
seus componentes, aumentando a perda déssea alveolar (Lawrence et al.** 2002,
Zhang et al.>* 2006, Di Turi et al.®® 2012, Petelin et al.®® 2000).

Em nosso estudo, o grupo com tratamento de gel lipossomal de PS reduziu a
permeabilidade vascular ao comparar com o veiculo, demonstrando um menor
exsudato inflamatério no tecido gengival, reforcando o potencial anti-inflamatério do
lipossama de PS. A permeabilidade vascular sofre alterac6es quando héa inflamacéo,
0 exsudato contém mais proteinas plasmaticas. Para andlise da permeabilidade
vascular, utilizamos o corante azul de Evans, que se combina a albumina plasmética
extravasando a barreira endotelial lesada. O exsudato plasmatico em um tecido
lesado eleva as taxas de azul de Evans neste tecido, resultado da reacao
inflamatéria (Pochapski et al.®* 2012, Sousa et al.®> 2005, Gyorfi et al.?® 1994).

A aplicacao sistémica da solucéo lipossomal de PS nao alterou o perfil lipidico
dos animais. Esta analise foi importante, considerando a composicdo de
fosfolipideos utilizada.

Varios parametros fisico-quimicos influenciam a absorcgéo e a eliminacdo dos
lipossomas da circulagcdo sanguinea, dentre eles o tamanho das vesiculas, a
natureza dos componentes lipidicos, a carga elétrica da superficie, o
reconhecimento pelo sistema complemento, reconhecimento pelos macrofagos e a
via de administracéo (Shi et al.*® 2007, Huynh et al.?’ 2002, Vonarbourg et al.”
2006). Trabalhos de desenvolvimento de novas formulagbes com objetivo
terapéutico para véarias doengas relatam a eficacia e a seguranca dos tratamentos
realizados com formulagdes lipossdmicas, constatando uma grande vantagem em
relacdo aos tratamentos convencionais (Harel-Adar et al.*® 2011, Franz-Montan et
al.** 2007, Franz-Montan et al.”* 2012). J& sdo comercializadas formulacées
contendo lipossomas para o tratamento do cancer e infec¢des sistémicas por fungos
(Ghobrial et al.> 2005, Di Turi et al.®® 2012, Petelin et al.®® 2000).
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A fosfatidilserina utilizada em nosso estudo € um fosfolipideo presente no
folheto interno da membrana celular (Hoffmann et al.** 2005, Shi et al.® 2007, Ma et
al.?® 2011, Wu et al.** 2010, Frasch et al.?*® 2000, Huynh et al.?’ 2002). Quando a
célula sofre apoptose ocorre um rearranjo da disposicao dos lipidios da membrana e
a ha exposicdo da fosfatidilserina que sera reconhecida e captada por fagdécitos
(Ravichandran e Lorenz® 2007, Fadok et al.”® 2000, Armstrong e Ravichandran®®
2011), e consequente resposta anti-inflamatéria que € desenvolvida por este
processo (Huynh et al.?’ 2002). Portanto a fagocitose de uma célula apoptética
representa apenas o inicio de um processo ativo de resolugdo da resposta
inflamatéria (Liu et al.'* 2006).

A modulacdo da resposta inflamatéria na doenca periodontal vem sendo
estudo utilizando diferentes agentes como antimicrobianos em dose subclinica
compostos naturais, estatinas, agentes anti-inflamatorios e acido lipéico(Milward et
al.* 2013, Di Turi et al.?®® 2012, Petelin et al.®® 2000, Caton e Ryan’? 2011, Grover et
al.”® 2013, Guimaraes et al.”* 2012). Este é o primeiro estudo que faz uso de
lipossomas de PS com o objetivo de modular a resposta inflamatoria na perda 6ssea
induzida por ligadura em ratos. Uma vez que a destruicdo de tecidos mediada pelo
hospedeiro, deve ser controlada, os lipossomas PS mimetizariam o efeito das
células apoptéticas e desencadeariam a diminuicdo da resposta inflamacéo por meio
da liberacdo de citocinas anti-inflamatérios. Em nossso estudo os lipossomas de PS
nao reduziram a inflamacéo e a perda éssea alveolar induzida por ligadura em ratos.
A presenca constante das bactérias bucais pode ter sido um fator determinante no
resultado encontrado. Portanto, diferentes formulacdes, vias de aplicacdo e o
desafio microbiano devem ser considerados nos estudos de modulacao da resposta

inflamatoria na doenca periodontal.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo foi possivel concluir
que:

1. A obtencao do gel e solucao lipossomal de fostatidilserina € simples e baixo
custo.

2. A formulacdo de lipossomas de fosfatidilserina nédo foi citotdxica,
apresentando-se biocompativel.

3. A formulacdo de lipossomas de fosfatidilserina apresentou efeito anti-
inflamatério no modelo de edema de pata (aplicacao sistémica).

5. A formulacdo de lipossomas de fosfatidilserina ndo apresentou efeito na
prevencado da perda éssea induzida por ligadura em ratos com os dois métodos de
aplicacao (local e sistémico).

6. A formulacdo de lipossomas de fosfatidilserina ndo alterou o perfil lipidico

dos animais tratados.



53

8. REFERENCIAS

1. Cochran DL. Inflammation and bone loss in periodontal disease. J Periodontol.
2008; Aug;79(8 Suppl):1569-76.

2. Demmer RT, Papapanou PN. Epidemiologic patterns of chronic and
aggressive periodontitis. Periodontol 2000. 2010; Jun;53:28-44.

3. Zijnge V, Ammann T, Thurnheer T, Gmur R. Subgingival biofilm structure.
Front Oral Biol. 2012;15:1-16.

4. Milward MR, Chapple IL, Carter K, Matthews JB, Cooper PR. Micronutrient
modulation of NF-kappaB in oral keratinocytes exposed to periodontal bacteria.
Innate Immun. 2013;19(2):140-51.

5. Redlich K, Smolen JS. Inflammatory bone loss: pathogenesis and therapeutic
intervention. Nat Rev Drug Discov. 2012; Mar;11(3):234-50.

6. Dumitrescu AL, Abd-El-Aleem S, Morales-Aza B, Donaldson LF. A model of
periodontitis in the rat: effect of lipopolysaccharide on bone resorption, osteoclast
activity, and local peptidergic innervation. J Clin Periodontol. 2004; Aug;31(8):596-
603.

7. Armitage GC. Comparison of the microbiological features of chronic and
aggressive periodontitis. Periodontol 2000. 2010; Jun;53:70-88.

8. Soehnlein O, Lindbom L. Phagocyte partnership during the onset and
resolution of inflammation. Nat Rev Immunol. 2010; Jun;10(6):427-39.

9. Taylor RC, Cullen SP, Martin SJ. Apoptosis: controlled demolition at the
cellular level. Nat Rev Mol Cell Biol. 2008; Mar;9(3):231-41.

10. Krysko DV, Vanden Berghe T, D'Herde K, Vandenabeele P. Apoptosis and
necrosis: detection, discrimination and phagocytosis. Methods. 2008; Mar;44(3):205-
21.

11. Liu G, Wu C, Wu Y, Zhao Y. Phagocytosis of apoptotic cells and immune
regulation. Scand J Immunol. 2006; Jul;64(1):1-9.

12. Ghobrial IM, Witzig TE, Adjei AA. Targeting apoptosis pathways in cancer
therapy. CA Cancer J Clin. 2005; May-Jun;55(3):178-94.

13. Henson PM, Bratton DL, Fadok VA. Apoptotic cell removal. Curr Biol. 2001,
Oct 2;11(19):R795-805.

14. Hoffmann PR, Kench JA, Vondracek A, Kruk E, Daleke DL, Jordan M, et al.
Interaction between phosphatidylserine and the phosphatidylserine receptor inhibits



54

immune responses in vivo. J Immunol. 2005; Feb 1;174(3):1393-404.

15. Serhan CN, Savill J. Resolution of inflammation: the beginning programs the
end. Nat Immunol. 2005; Dec;6(12):1191-7.

16. Boabaid F, Cerri PS, Katchburian E. Apoptotic bone cells may be engulfed by
osteoclasts during alveolar bone resorption in young rats. Tissue Cell. 2001;
Aug;33(4):318-25.

17.  Freire-de-Lima CG, Nascimento DO, Soares MB, Bozza PT, Castro-Faria-
Neto HC, de Mello FG, et al. Uptake of apoptotic cells drives the growth of a
pathogenic trypanosome in macrophages. Nature. 2000; Jan 13;403(6766):199-203.

18. Shi D, Fu M, Fan P, Li W, Chen X, Li C, et al. Artificial phosphatidylserine
liposome mimics apoptotic cells in inhibiting maturation and immunostimulatory
function of murine myeloid dendritic cells in response to 1-chloro-2,4-dinitrobenze in
vitro. Arch Dermatol Res. 2007; Sep;299(7):327-36.

19. Harel-Adar T, Ben Mordechai T, Amsalem Y, Feinberg MS, Leor J, Cohen S.
Modulation of cardiac macrophages by phosphatidylserine-presenting liposomes
improves infarct repair. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011; Feb 1;108(5):1827-32.

20. Ramos GC, Fernandes D, Charao CT, Souza DG, Teixeira MM, Assreuy J.
Apoptotic mimicry: phosphatidylserine liposomes reduce inflammation through
activation of peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS) in vivo. Br J
Pharmacol. 2007; Jul;151(6):844-50.

21. Mourdjeva M, Kyurkchiev D, Mandinova A, Altankova |, Kehayov |, Kyurkchiev
S. Dynamics of membrane translocation of phosphatidylserine during apoptosis
detected by a monoclonal antibody. Apoptosis. 2005; Jan;10(1):209-17.

22. Cocco RE, Ucker DS. Distinct modes of macrophage recognition for apoptotic
and necrotic cells are not specified exclusively by phosphatidylserine exposure. Mol
Biol Cell. 2001; Apr;12(4):919-30.

23. Ma HM, Wu Z, Nakanishi H. Phosphatidylserine-containing liposomes
suppress inflammatory bone loss by ameliorating the cytokine imbalance provoked
by infiltrated macrophages. Lab Invest. 2011; Jun;91(6):921-31.

24. Wu Z, Ma HM, Kukita T, Nakanishi Y, Nakanishi H. Phosphatidylserine-
containing liposomes inhibit the differentiation of osteoclasts and trabecular bone
loss. J Immunol. 2010; Mar 15;184(6):3191-201.

25. Ravichandran KS, Lorenz U. Engulfment of apoptotic cells: signals for a good
meal. Nat Rev Immunol. 2007; Dec;7(12):964-74.

26. Frasch SC, Henson PM, Kailey JM, Richter DA, Janes MS, Fadok VA, et al.



55

Regulation of phospholipid scramblase activity during apoptosis and cell activation by
protein kinase Cdelta. J Biol Chem. 2000; Jul 28;275(30):23065-73.

27. Huynh ML, Fadok VA, Henson PM. Phosphatidylserine-dependent ingestion of
apoptotic cells promotes TGF-betal secretion and the resolution of inflammation. J
Clin Invest. 2002; Jan;109(1):41-50.

28. Fadok VA, Bratton DL, Rose DM, Pearson A, Ezekewitz RA, Henson PM. A
receptor for phosphatidylserine-specific clearance of apoptotic cells. Nature. 2000;
May 4;405(6782):85-90.

29. Armstrong A, Ravichandran KS. Phosphatidylserine receptors: what is the new
RAGE? EMBO Rep. 2011; Apr;12(4):287-8.

30. Kaneki H, Guo R, Chen D, Yao Z, Schwarz EM, Zhang YE, et al. Tumor
necrosis factor promotes Runx2 degradation through up-regulation of Smurfl and
Smurf2 in osteoblasts. J Biol Chem. 2006; Feb 17;281(7):4326-33.

31. Fadok VA, Bratton DL, Konowal A, Freed PW, Westcott JY, Henson PM.
Macrophages that have ingested apoptotic cells in vitro inhibit proinflammatory
cytokine production through autocrine/paracrine mechanisms involving TGF-beta,
PGEZ2, and PAF. J Clin Invest. 1998; Feb 15;101(4):890-8.

32. Urban BC, Willcox N, Roberts DJ. A role for CD36 in the regulation of dendritic
cell function. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001; Jul 17;98(15):8750-5.

33. Fadok VA, Bratton DL, Guthrie L, Henson PM. Differential effects of apoptotic
versus lysed cells on macrophage production of cytokines: role of proteases. J
Immunol. 2001; Jun 1;166(11):6847-54.

34. Lawrence T, Willoughby DA, Gilroy DW. Anti-inflammatory lipid mediators and
insights into the resolution of inflammation. Nat Rev Immunol. 2002; Oct;2(10):787-
95.

35. Stuart LM, Lucas M, Simpson C, Lamb J, Savill J, Lacy-Hulbert A. Inhibitory
effects of apoptotic cell ingestion upon endotoxin-driven myeloid dendritic cell
maturation. J Immunol. 2002; Feb 15;168(4):1627-35.

36. Rowan AD, Koshy PJ, Shingleton WD, Degnan BA, Heath JK, Vernallis AB, et
al. Synergistic effects of glycoprotein 130 binding cytokines in combination with
interleukin-1 on cartilage collagen breakdown. Arthritis Rheum. 2001; Jul;44(7):1620-
32.

37. Legendre F, Bogdanowicz P, Boumediene K, Pujol JP. Role of interleukin 6
(IL-6)/IL-6R-induced signal tranducers and activators of transcription and mitogen-
activated protein kinase/extracellular. J Rheumatol. 2005; Jul;32(7):1307-16.



56

38. Kinane DF, Preshaw PM, Loos BG. Host-response: understanding the cellular
and molecular mechanisms of host-microbial interactions--consensus of the Seventh
European Workshop on Periodontology. J Clin Periodontol. 2011; Mar;38 Suppl
11:44-8.

39. Demmer RT, Behle JH, Wolf DL, Handfield M, Kebschull M, Celenti R, et al.
Transcriptomes in healthy and diseased gingival tissues. J Periodontol. 2008;
Nov;79(11):2112-24.

40. Kawai T, Matsuyama T, Hosokawa Y, Makihira S, Seki M, Karimbux NY, et al.
B and T lymphocytes are the primary sources of RANKL in the bone resorptive lesion
of periodontal disease. Am J Pathol. 2006; Sep;169(3):987-98.

41. Gaspersic R, Stiblar-Martincic D, Osredkar J, Skaleric U. Influence of
subcutaneous administration of recombinant TNF-alpha on ligature-induced
periodontitis in rats. J Periodontal Res. 2003; Apr;38(2):198-203.

42. Nagasawa T, Kiji M, Yashiro R, Hormdee D, Lu H, Kunze M, et al. Roles of
receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand (RANKL) and osteoprotegerin in
periodontal health and disease. Periodontol 2000. 2007;43:65-84.

43. Gilbert LC, Rubin J, Nanes MS. The p55 TNF receptor mediates TNF
inhibition of osteoblast differentiation independently of apoptosis. Am J Physiol
Endocrinol Metab. 2005; May;288(5):E1011-8.

44. Abbas S, Zhang YH, Clohisy JC, Abu-Amer Y. Tumor necrosis factor-alpha
inhibits pre-osteoblast differentiation through its type-1 receptor. Cytokine. 2003;
Apr;22(1-2):33-41.

45. Nakashima T, Kobayashi Y, Yamasaki S, Kawakami A, Eguchi K, Sasaki H, et
al. Protein expression and functional difference of membrane-bound and soluble
receptor activator of NF-kappaB ligand: modulation of the expression by osteotropic
factors and cytokines. Biochem Biophys Res Commun. 2000; Sep 7;275(3):768-75.

46. Boyle WJ, Simonet WS, Lacey DL. Osteoclast differentiation and activation.
Nature. 2003; May 15;423(6937):337-42.

47. Cerri PS, Boabaid F, Katchburian E. Combined TUNEL and TRAP methods
suggest that apoptotic bone cells are inside vacuoles of alveolar bone osteoclasts in
young rats. J Periodontal Res. 2003; Apr;38(2):223-6.

48. Franz-Montan M, Silva AL, Cogo K, Bergamaschi Cde C, Volpato MC, Ranali
J, et al. Liposome-encapsulated ropivacaine for topical anesthesia of human oral
mucosa. Anesth Analg. 2007; Jun;104(6):1528-31.

49. Torre-Amione G, Anker SD, Bourge RC, Colucci WS, Greenberg BH,
Hildebrandt P, et al. Results of a non-specific immunomodulation therapy in chronic



57

heart failure (ACCLAIM trial): a placebo-controlled randomised trial. Lancet. 2008;
Jan 19;371(9608):228-36.

50. Sliwa K, Ansari AA. Immunosuppression as therapy for congestive heart
failure. Lancet. 2008; Jan 19;371(9608):184-6.

51. Zhang J, Fujii S, Wu Z, Hashioka S, Tanaka Y, Shiratsuchi A, et al.
Involvement of COX-1 and up-regulated prostaglandin E synthases in
phosphatidylserine liposome-induced prostaglandin E2 production by microglia. J
Neuroimmunol. 2006; Mar;172(1-2):112-20.

52. Otsuka M, Tsuchiya S, Aramaki Y. Involvement of ERK, a MAP kinase, in the
production of TGF-beta by macrophages treated with liposomes composed of
phosphatidylserine. Biochem Biophys Res Commun. 2004; Nov 26;324(4):1400-5.

53. Freeman GJ, Casasnovas JM, Umetsu DT, DeKruyff RH. TIM genes: a family
of cell surface phosphatidylserine receptors that regulate innate and adaptive
immunity. Immunol Rev. 2010; May;235(1):172-89.

54. De Young LM, Kheifets JB, Ballaron SJ, Young JM. Edema and cell infiltration
in the phorbol ester-treated mouse ear are temporally separate and can be
differentially modulated by pharmacologic agents. Agents Actions. 1989; Mar;26(3-
4):335-41.

55. Bradley PP, Priebat DA, Christensen RD, Rothstein G. Measurement of
cutaneous inflammation: estimation of neutrophil content with an enzyme marker. J
Invest Dermatol. 1982; Mar;78(3):206-9.

56. Foletto VR, Martins MA, Tonussi CR. The involvement of potassium channels
in the peripheral antiedematogenic effect of intrathecally injected morphine in rats.
Anesth Analg. 2013; Jan;116(1):232-8.

57. Bentzen BH, Grauballe MCB, Bjornsson MJ, Stoltze K, Hjgrting-Hansen E,
Holmstrup P. A comparison of two models of experimental periodontitis in rats. Scand
J Lab Anim Sci. 2005;32(2):73-80.

58. Bjornsson MJ, Velschow S, Stoltze K, Havemose-Poulsen A, Schou S,
Holmstrup P. The influence of diet consistence, drinking water and bedding on
periodontal disease in Sprague-Dawley rats. J Periodontal Res. 2003;
Dec;38(6):543-50.

59. Fernandes MI, Gaio EJ, Oppermann RV, Rados PV, Rosing CK. Comparison
of histometric and morphometric analyses of bone height in ligature-induced
periodontitis in rats. Braz Oral Res. 2007; Jul-Sep;21(3):216-21.

60. Kuhr A, Popa-Wagner A, Schmoll H, Schwahn C, Kocher T. Observations on
experimental marginal periodontitis in rats. J Periodontal Res. 2004; Apr;39(2):101-6.



58

61. Pochapski MT, Neto JL, Jassen JL, Farago PV, Santos FA. Effect of lidocaine-
and prilocaine-based topical anesthetics on the inflammatory exudates in
subcutaneous tissue of rats. Anesth Prog. 2012; Summer;59(2):57-61.

62. Sousa SM, Bramante CM, Taga EM. Biocompatibility of EDTA, EGTA and
citric acid. Braz Dent J. 2005;16(1):3-8.

63. Gyorfi A, Fazekas A, Suba Z, Ender F, Rosivall L. Neurogenic component in
ligature-induced periodontitis in the rat. J Clin Periodontol. 1994; Oct;21(9):601-5.

64. Niu X, Xing W, Li W, Fan T, Hu H, Li Y. Isofraxidin exhibited anti-inflammatory
effects in vivo and inhibited TNF-alpha production in LPS-induced mouse peritoneal
macrophages in vitro via the MAPK pathway. Int Immunopharmacol. 2012;
Oct;14(2):164-71.

65. Huang Q, Yu H, Ru Q. Bioavailability and delivery of nutraceuticals using
nanotechnology. J Food Sci. 2010; Jan-Feb;75(1):R50-7.

66. LiYC, Xian YF, Ip SP, Su ZR, Su JY, He JJ, et al. Anti-inflammatory activity of
patchouli alcohol isolated from Pogostemonis Herba in animal models. Fitoterapia.
2011; Dec;82(8):1295-301.

67. Kebschull M, Papapanou PN. Periodontal microbial complexes associated
with specific cell and tissue responses. J Clin Periodontol. 2011; Mar;38 Suppl 11:17-
27.

68. Di Turi G, Riggio C, Vittorio O, Marconcini S, Briguglio F, Funel N, et al. Sub-
micrometric liposomes as drug delivery systems in the treatment of periodontitis. Int J
Immunopathol Pharmacol. 2012; Jul-Sep;25(3):657-70.

69. Petelin M, Pavlica Z, Ivanusa T, Sentjurc M, Skaleric U. Local delivery of
liposome-encapsulated superoxide dismutase and catalase suppress periodontal
inflammation in beagles. J Clin Periodontol. 2000; Dec;27(12):918-25.

70.  Vonarbourg A, Passirani C, Saulnier P, Benoit JP. Parameters influencing the
stealthiness of colloidal drug delivery systems. Biomaterials. 2006; Aug;27(24):4356-
73.

71. Franz-Montan M, de Paula E, Groppo FC, Silva AL, Ranali J, Volpato MC.
Liposomal delivery system for topical anaesthesia of the palatal mucosa. Br J Oral
Maxillofac Surg. 2012; Jan;50(1):60-4.

72. Caton J, Ryan ME. Clinical studies on the management of periodontal
diseases utilizing subantimicrobial dose doxycycline (SDD). Pharmacol Res. 2011;
Feb;63(2):114-20.

73. Grover HS, Luthra S, Maroo S, Maroo N. The pleotropic role of statins: Could



59

it be the imminent host modulation agent in periodontics? Dent Res J (Isfahan).
2013; Mar;10(2):143-8.

74. Guimaraes MR, de Aquino SG, Coimbra LS, Spolidorio LC, Kirkwood KL,
Rossa C, Jr. Curcumin modulates the immune response associated with LPS-
induced periodontal disease in rats. Innate Immun. 2012; Feb;18(1):155-63.



ll!

i,
UE

UNVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSS4  PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
S COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA — 31/2012

Protocolo UEPG — 18584/2012

Titulo — “Projeto de pesquisa intitulado “Lipossomas de fosfatidilserina: potencial
intervengdo farmacoldgica na inflamagao e perda éssea alveolar induzida pela

periodontite”.

Interessado — Leticia Antonelo Campos

Data de Entrada — 2/10/2012
Resultado: Aprovado

Data/Prazo - Validade de dois anos para projetos de pesquisa.
1/10/2014

Consideragoes
Prezado Professor,

Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o
seguinte:

- APROVADO, por dois anos, para a utilizagdo de 42 animais (em 7 grupos).
Atenciosamente,

Relatdrio Final previsto para 90 dias ap6s término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentagdo de um novo protocolo.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos- -Graduagao
ivisdo de Pesquisa

FASKIAIRY svero

Lo C

_Profegsok Or.\Giovani Marind Favero "
Coordenador Comissdo de Etica np Uso| dé Animais CEUA-UEPG

Av. Gen, Carlos Cavalcanti, n° 4748, CEP 84. 030—900 Campus Universitario em Uvargnas
Ponta Grossa — Parana
Bloco da Reitoria - anexc a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264



	capa - imprimir
	DISSERTAÇÃO INTRODUÇÃO

