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RESUMO

Periodontite € uma doenca cronica marcada pela liberacdo de mediadores
inflamatodrios que alteram o metabolismo e arquitetura 6ssea levando a
destruicao de estruturas de suporte periodontal. Diversas vias estao envolvidas
no processo de perda 6ssea inflamatéria, com destaque mais recentemente
para a via WNT canbnica, que, quando ativada, estimula diferenciacao de
osteoblastos. Em condi¢Bes inflamatorias, o aumento de Dickkopf 1 (DKK-1),
induz bloqueio do sitio de ligacdo de WNT, reduzindo a osteoblastogénese.
Reconhecendo a importancia da via WNT candnica no metabolismo ésseo
torna-se interessante avaliar o efeito de moduladores, tais como Cloreto de Litio
(LiCl) e a Monesina (Mon). O LiCl é indicado para o tratamento de transtornos
mentais e tem como mecanismo de acdo a inibicdo de glicogénio sintase
quinase 3B (GSK3Db), o que ativa a via WNT candnica. A Mon tem se destacado
como farmaco anti-cancer por inibir beta-catenina, causando, portanto, inibicdo
da via WNT. Sabendo da importancia da via WNT para o metabolismo 6sseo
nos parece razoavel investigar o efeito do LiCl e Mon na perda éssea
inflamatdria em ratos submetidos a periodontite experimental (PE). A PE foi
induzida em todos os animais (exceto no grupo Naive) através da inser¢cao do
fio de nylon 3.0 em torno do 2° molar superior esquerdo. Foram utilizados 90
ratos machos da linhagem Wistar, divididos em 5 grupos (n=6): Naive (N);
Periodontite Experimental (PE), recebendo 0,1ml/200g de oleo de milho
diariamente; Monensina (Mon) recebendo 10 mg/kg de Mon diariamente;
Cloreto de Litio (LICl) recebendo 150mg/kg de LIiCl em dias alternados;
Mon+LiCl, recebendo 10 mg/kg de Mon diariamente + 150mg/kg de LiCl em
dias alternados. Todos os agentes foram administrados por via oral. Foram
realizados trés sets de experimentos e as maxilas coletadas para analise
macroscopica, histologica e expressao génica de beta-catenina e marcadores
0sseos. Amostras sanguineas foram coletas para dosagem de DKK1 e C-
telopeptide of collagen (CTx). Estudos de docking molecular foram realizados
para avaliar a afinidade de ligacdo entre os agentes farmacoldgicos e os
componentes da via WNT. O modelo de PE causou perda 6ssea e inflamacao
importante no tecido periodontal. A Mon potencializou a perda 6ssea marcada
pelo aumento do numero e funcao de osteoclastos (p<0,05). O LiCl foi capaz
de amenizar os danos ao tecido 6sseo aumentando o niumero de osteoblastos
(p<0,05). Quando em associacdo, o LIiCl foi capaz de atenuar de forma
significante a ag&o reabsortiva da Mon. Analisando os efeitos desses agentes
na via WNT, podemos destacar que LiCl e a Mon apresentaram forte interacao
com GSK3b e beta-catenina, sendo esse um possivel mecanismo para explicar
o efeito protetor do LiCl sobre a Mon. Em suma, os resultados deste estudo
mostram que o LiCl previne a perda Ossea potencializada pela Mon,
possivelmente pelos efeitos direto e indireto em GSK3b.

Palavras-chave: Litio. Monensin. Proteinas WNT. Periodontite. Reabsorcdo
Ossea.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease marked by inflammatory
mediators release, that affect bone metabolism and architecture, leading to
destruction of periodontal supportive structures. Several pathways are involved
in the process of inflammatory bone loss, standing out WNT pathway, that when
ON induces osteoblast differentiation, but in inflammatory conditions, with
increase of Dickkopf 1 (DKK-1), there is a blockage of WNT binding site,
reducing osteoblastogenesis. Acknowledging the importance of WNT pathway
on bone metabolism, it becomes interesting to evaluate the effect of WNT
modulators, such as lithium chloride (LiCl) and Monensin (Mon). LiCl has been
indicated to treat mental disorders and has a mechanism of action based on
glicogen synthase kinase-3 beta (GSK3b) inhibition, which activates WNT
pathway. On the other hand, Mon has stood out as an anti-cancer drug, through
inhibition of beta-catenin, which causes WNT inhibition. Knowing that both
agents affect WNT pathway, and that this pahway it is important for bone
metabolism it seems reasonable to investigate the associated effect of LiCl and
Mon on inflammatory bone loss in rats submitted to experimental periodontitis
(EP). EP was induced in all animals (except in Naive group) through the
insertion of a nylon threat around the second upper left molar. It was used 90
male Wistar rats, divided into 5 groups (n=6/group): Naive (N); Experimental
Periodontitis (EP), receiving 0.1ml/200g of corn oil, daily; Monensin (Mon)
receiving 10 mg/kg of Mon daily; Lithium chloride (LiCl) receiving 150mg/kg of
LiCl every other day; Mon+LiCl, receiving 10 mg/kg of Mon daily + 150mg/kg of
LiCl every other day. Both agents were administered by oral gavage. It was
performed 3 sets of experiments, and the maxillae were collected for
macroscopic, histological analyses, as well as genic expression for beta-catenin
and bone markers. Blood samples were collected to DKK-1 and C-telopeptide
of collagen (CTx) dosage. Molecular docking assays were done to evaluate the
binding affinity between the LIiCl and Mon with WNT pathway components. It
was seen that EP caused bone loss and inflammation on periodontal tissue.
Mon potentiated bone loss marked by the increase on osteoclast number and
function (p<0.05). LiCl was able to protect bone tissue, increasing the number
of osteoblasts (p<0.05). In association, LiClI mitigated, significantly, Mon
resorptive action. Analyzing the effect of these two agents on WNT, we can
highlight that LICL and Mon showed strong interaction with GSK3b and beta-
catenin, being this a possible mechanism to explain the bone protective effect
of LiCl over Mon. In summary, the results of this study showed that LiCI mitigates
bone loss potentiated by Mon, possibly due to its direct and indirect effects in
GSKa3b.

Keywords: Lithium. Monensin. WNT proteins. Periodontitis. Bone Resorption.



Ctx
DKK
DP
DVL
(DLX)-5
FA
FzZD
GSK3b
LEF
LiCl
LRP5/6
MMPs
MON
OCN
OPG
PCP
PE
RANK
RANKL
RUNX2
SOST
TCF
TNFa
WNT

LISTA DE ABREVIACOES

Telopepitideo C terminal
Dickkopf 1

Doencga Periodontal
Dishevelled

Distal-Less Homeobox-5
Fosfatase Alcalina

Frizzled

Glicogénio sintase quinase 33
Fator intensificador linfoide-1
Cloreto de Litio

Proteina de baixa densidade 5/6
Metaloproteinases da matriz
Monensina

Osteoclacina
Osteoprotegerina

Planar cell polarity
Periodontite Experimental

Receptor ativador do fator de transcricdo nuclear-k B
Ligante do receptor ativador do fator de transcricdo nuclear-k B

Fator de transcricéo 2 relacionado a runt

Esclerostina

Fatores de transcricdo da familia fatores de célula T

Fator de necrose tumoral alfa

Wingless



SUMARIO

1 INTRODUGAQO GERAL......ovieitectiieee ettt en e 10
1.1 Doenca Periodontal..........ccccooeeiieiieiiiiiicie e 10
1.2 Via de Sinalizac8o WINT ......ccoiiiiiiiii e e e e 11
1.3 Doenca Periodontal € Via WNT .........uuuuiiiiiii et 12
1.4 Moduladores da Via WNT .......coooiiiiii et 14
2 PROPOSICOES.......ociceceee ettt ettt st etenaans 17
2.1 ODJEtIVO GEIal.....cccieiiiiii e e 17
2.2 Objetivos ESPECITICOS.......ccoiiiiieicit e 17
3 CAPITULO ..ottt 18
3.1 Capitulo L oo e ————————— 19
4 CONCLUSAO GERAL......ocoitiiitiitieiiieiet et 44
REFERENCIAS. ...ttt ettt 45

ANEXO A- Certificado de aprovacéo na Comissao de Etica no Uso de

ANIMais (CEUA) da UFC...... .o ae e 53



10
1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Doencga Periodontal

A Doenca Periodontal (DP) € uma doenca infectoinflamatoria cronica que
resulta em destruicdo progressiva das estruturas de suporte dentais.
Clinicamente, pode ser acompanhada de sangramento gengival, mobilidade
dentaria, e caso ndo seja tratada pode levar a perda dentaria (KAPELLAS et
al., 2018). Estudos epidemiologicos mostram que a DP é altamente prevalente,
estimando-se ocorrer em mais de 50% dos adultos no mundo (SUN et al.,
2018). No Brasil, de acordo com os ultimos dados, 82,2% dos adultos entre 35-
44 anos apresentam algum tipo de problema periodontal (BRASIL 2010).

A periodontite € em geral iniciada pela presenca de biofilme bacteriano,
gue gera uma resposta inflamatéria do hospedeiro a qual pode ser modificada
pela interacdo de fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como dieta, higiene
bucal, suscetibilidade genética e por isso sua etiologia é entendida como sendo
multifatorial (OFFENBACHER et al., 2016).

Dentre os fatores etiologicos citados previamente, a resposta do
hospedeiro ocupa um papel central no inicio e desenvolvimento da doenga
periodontal. A ativacao exacerbada da resposta imune do hospedeiro, estimula
a liberacdo de véarios mediadores inflamatérios, como por exemplo, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), prostaglandinas e metaloproteinases da matriz
(MMPs) (YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). Tais mediadores inflamatérios, no
tecido 6sseo, sdo capazes de provocar aumento do Ligante do Receptor
Ativador do Fator de Transcricdo Nuclear-k B (RANKL) em outras células como
linfécitos T e fibroblastos, induzindo uma maior interacdo com seu receptor
RANK, encontrado na membrana dos osteoclastos. A maior interacdo de
RANK-RANKL promove maior diferenciacdo de osteoclastos e
consequentemente maior reabsorcdo O0ssea. Concomitante ao aumento da
interacdo RANK-RANKL, ha uma inibicdo de Osteoprotegerina (OPG)

estimulando, assim, a perda 6ssea.
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1.2 Via de sinalizagcdo WNT

Além do eixo RANK-RANKL-OPG, outras vias de sinalizagdo tém sido
estudadas com relacdo ao metabolismo 6sseo, com destaque para a via WNT
(KOYABASHI et al., 2016).

A WNT é uma familia de proteinas codificadas por genes que resultam
em produtos de transducdo afetando a orientacdo e as caracteristicas das
células. Essas proteinas morfogénicas contém de 350-400 residuos de
aminoacidos encontradas em diferentes tipos de animais. Fisiologicamente,
esta via é responsavel pela regulacdo de muitas funcdes em vertebrados,
sendo importante na proliferacdo, migracédo, sobrevivéncia e diferenciagcao
celular, além do processo de desenvolvimento do organismo (KAHN, 2014).

Duas vias de sinalizacdo WNT tém sido descritas: a via ndo canbnica,
subdividida em Planar cell Polarity (PCP) e WNT/Ca?*; e a via candnica WNT/B-
catenina, sendo esta Ultima a mais bem estudada especialmente no tecido
o0sseo (NIEHRS, 2012). A via WNT/B-catenina se inicia quando as proteinas
WNT se ligam aos receptores de transmembrana Frizzled (FZD) e ao co-
receptor da proteina de baixa densidade 5/6 (LRP5/6). Esta ativacdo promove
o deslocamento e interacdo da proteina Dishevelled (DVL) com os receptores
de WNT, levando a inibicdo de glicogénio sintase quinase 3p (GSK3b)
(KUBOTA, MICHIGAMI, OZANO, 2009). Com isso a 3-catenina se torna estavel
no citoplasma celular e passivel de sofrer translocacdo nuclear
(CHAIROUNGDUA et al. 2010). No nucleo, a B-catenina interage com fatores
de transcricdo da familia fatores de célula T (TCF)/fator intensificador linfoide-
1 (LEF) (MAEDA, et al 2019), para iniciar a transcricdo de genes alvos como o
fator de transcricdo 2 relacionado a runt (RUNX-2), Distal-Less Homeobox
(DLX)-5, Fosfatase Alcalina (FA) e Osteocalcina (OCN) (LI et al., 2015),
promovendo assim maior diferenciacdo dos osteoblastos (BARON &
KNEISSEL, 2013). A regulacdo fisiolégica da via WNT é realizada
principalmente por meio da Esclerostina (SOST) e/ou Dickkopf (DKK) os quais
blogueiam o receptor da WNT, impedindo a entrada de beta-catenina no nicleo
celular (ROSSINE et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Via de sinalizagdo WNT. A ativacdo da Via WNT se da quando as
proteinas WNT se ligam aos seus receptores, recrutando a proteina
citoplasmatica DVL a qual é fosforilada e ativada inibindo o complexo de
destruigao, permitindo assim, o deslocamento da 3-catenina para o nucleo onde
ocorre a ligacdo com fatores de transcricdo TCF/LEF favorecendo a formacao
de genes que estimulam a diferenciacdo de osteoblastos com consequente
aumento de OPG (Fonte: Préprio autor).

1.3 Doencga periodontal e via WNT

No tecido o6sseo, a via WNT/B-catenina esta relacionada com a
regulacdo do processo de diferenciacdo e maturacdo dos osteoblastos
(NAPIMOGA et al., 2014). A desregulagéo dessa via aparece, portanto, como
fator chave de diversas doencas 0sseas como a periodontite (BAO et al., 2021;
LIM et al., 2014).

De fato, tem sido observado que inibidores da via WNT, tais como
esclerostina e DKK-1, estavam marcadamente aumentados em animais com
periodontite experimental (KIM et al., 2015; KIM et al., 2017; LIMA et al., 2017,
KIM et al.,, 2014; LIU et al., 2017). Estudos do nosso grupo mostram que
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animais submetidos a periodontite induzida por ligadura apresentaram aumento
significante de DKK-1 (LIMA et al., 2017), e que a dele¢do osteocitica de DKK-
1 foi importante para atenuar a perda O0ssea em animais submetidos a
periodontite (GOES et al., 2019).

Um outro estudo, mostrou que a administragdo sistémica de anticorpo
anti-esclerostina foi capaz de reverter a perda 6ssea em ratas ovariectomizadas
(LIU et al., 2018) e que tal efeito foi potencializado apds a associacdo com
anticorpo anti-DKK-1. Por outro lado, o uso de WNT3A promoveu aceleracao
do reparo 6sseo (LIU et al., 2017). Juntos estes achados confirmam que a
ativacdo da via de sinalizagdo WNT contribui para o reparo da perda éssea
alveolar causada pela periodontite.

Sabe-se que 0 eixo RANK-RANKL-OPG € o ponto de intersecao entre a
osteoclastogénese e a osteogénese. Interessantemente, a ativacdo de
osteoclastos pode ser controlada pela via WNT, uma vez que esta atua sobre
0 eixo RANK-RANKL-OPG (BAO et al., 2021). Osteoprotegerina (OPG), uma
proteina que bloqueia a interacdo entre RANK-RANKL, se mostrou reduzida
guando apoés a utilizagdo de um siRNA para beta-catenina em fibroblastos
gengivais e do ligamento periodontal (SUDA et al.,, 2009). Em modelo de
periodontite usando animais knockout para DKK-1, houve aumento da
expressao génica de Runx2 e osteocalcina, associado a reducdo da expressao
génica de RANKL (GOES et al., 2019). Além disso, foi observado que o uso de
antagonistas da via WNT aumentaram a osteoclastogénese em cultura de
células RAW264.7, enquanto os agonistas de WNT atenuaram esse processo
(YANG et al., 2020). Desta forma, esses achados confirmam que a ativacéo da
via WNT promove osteogénese, uma vez que suprime a osteoclastogénese
atuando indiretamente sobre o eixo RANK-RANKL-OPG (BAO et al., 2021).
Portanto, reguladores da via WNT podem ter um importante papel terapéutico

no reparo do osso alveolar. (Figura 2).
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Figura 2: Via de sinalizagdo WNT e periodontite. Diante da DP a via de
sinalizacdo WNT é inibida pelo aumento de SOST e DKK, ocasionando a
diminuicdo de OPG e o0 aumento da ligacdo de RANK-RANKL culminando na
maior ativacdo osteoclastica e reabsorcdo O6ssea aumentada. A via de
sinalizacdo WNT pode aumentar a osteoblastogénese por favorecer a
diferenciacao e replicacéo de osteoblastos com consequente aumento de OPG,
reduzindo desta forma a osteoclastogénese. (Fonte: Proprio autor).

1.4 Moduladores da via WNT

Diversos estudos tém mostrado a importancia da via de sinalizacdo WNT
no desenvolvimento, formacao e reparo 6ésseo. Assim a modulacdo dessa via
ganha destague como uma alternativa terapéutica para distlrbios 6sseos de
forma geral (SCHUPBACH et al., 2020).

Sabendo que a via candnica da WNT é a mais estudada na homeostasia
e lesBes Osseas, os moduladores de WNT tem focado na via candnica e seu
papel na regeneracdo 6ssea. Sendo assim, atualmente, LRP5/6, beta-catenina
e especialmente a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3b), sdo os principais
alvos de modulacéo da via canbnica considerando as terapias regenerativas do
0sso (SCHUPBACH et al., 2020).

GSK-3b é uma proteina citoplasmatica ativa, constitutiva que atua como
regulador negativo da formacdo Ossea através da degradacdo de beta-
catenina. Almoshari et al. (2020) e Adamowicz et al. (2012), ap6s inducéo de
periodontite em ratos, o primeiro por ligadura e o segundo por infeccéo através
de Porphyromonas gingivalis, encontraram que o uso de inibidores de GSK3b
diminuiu a perda 6ssea alveolar.

Dentre os inibidores de GSK-3b, destaca-se o cloreto de litio (LiCl) o qual
ja se encontra em fase 2 de ensaios clinicos demostrando sucesso em modelos
pré-clinicos de fratura 6ssea (NAM et al., 2020). O LiCl promove a ativacao da

via WNT/B-catenina, pois permite o acumulo de B-catenina que € translocada
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para o nucleo e estimulara a transcricao de fatores osteogénicos como OCN,
FA e Runx2 (JIANG et al., 2020), resultando na diferenciagéo e proliferagéo dos
osteoblastos (LOPEZ-HERRADON et al., 2013) levando a formacdo Ossea
(ZHU et al., 2014).

No osso alveolar foi observado que o LiCl reduziu a perda 6ssea induzida
por ligadura em ratos deficientes em estrogénio, melhorando de forma geral a
area trabecular e a elevada expressdo de marcadores 6sseos (DE SOUZA
MALTA et al., 2020). LiCl também promoveu cicatrizacdo 6ssea em modelo de
periodontite apical estimulando a formacao dssea e repostas imunes (NARUSE
et al., 2021). Em estudos sobre movimentacdo dentéria ortodéntica, o uso de
litio reduziu a reabsorcao radicular através da supressao da morte de células
do ligamento periodontal, bem como hialinizac&o e formacao de odontoclastos
(UEDA-ICHINOSE et al., 2022). Além disso, LiCl aumentou a formagéo 0ssea,
vista através do aumento da densidade do osso trabecular, da quantidade de
osteoblastos e da expressdo de marcadores ostegénicos como Runx2, Osterix
(PAN et al., 2017). Portanto, a modulacédo da via WNT através do uso do LiCl
pode ser uma opcao terapéutica em potencial para a perda 0ssea.

Um outro modulador da via WNT/B-catenina, ainda pouco estudado, é a
Monensina, um antibiético ionéforo carboxilico poliéter de sédio e potassio
produzido pela fermentagdo da cepa Streptomyces cinnamonensis
(MOLLENHAUER, MORRE, ROWE, 1990). Monensina tem sido comumente
usada na pratica veterinaria para controle da coccidiose em aves (CHAPMAN
et al., 2010). No entanto, um estudo recente vem mostrando que este farmaco
também apresenta acao antineoplasica importante (URBANIAK et al., 2022),
em parte, devido a inibicdo da via de sinalizacdo WNT (TUMOVA et al., 2014).
Como mostrado por Tumova et al. (2014), a Monensina foi capaz de
antagonizar a via de sinalizagdo WNT em multiplos steps, envolvendo tanto o
receptor LRP6 quanto beta-catenina. Sendo assim, seu uso pode estar
associado na inibicdo da osteoblastogénese. De forma controversa, Cowen et
al. (1985) mostraram que a Monensina foi capaz inibir a producédo de
colagenase, bem como a osteoclastogénese induzida por horménio da
paratireoide (PTH). Neste contexto, o efeito da Monensina no tecido 0sseo

ainda permanece pouco conhecido.
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Desta forma, sabendo da importancia da via WNT no tecido 6sseo torna-
se interessante a observacao do efeito destes dois moduladores, isoladamente
ou em associacdo, diante da inducdo da perda 6ssea inflamatéria induzida

através do modelo de periodontite experimental em ratos.
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Figura 3: Moduladores da via candnica WNT/B-catenina. O LiCl atua inibindo
GSK3b o que permite a entrada de -catenina no nudcleo celular,
potencializando a ativacdo de WNT e favorecendo a diferenciacdo de
osteoblastos. A Monsensina pode atuar tanto bloqueando o receptor LRP6,
inibindo a transducdo do sinal de ativacdo, como também pode bloquear -
catenina citoplasmatica impedindo sua entrada no nucleo, podendo reduzir a
formacao de genes relacionados a osteoblastos. (Fonte: Préprio autor).
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2- PROPOSICOES

Este trabalho teve como obijetivos:

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito associado de LiCl e Mon na perda 6ssea inflamatdria em

ratos submetidos a periodontite experimental (PE).

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a arquitetura 6ssea por meio de analises macroscopica;
Analisar as alteracdes histologicas e histomorfomeétricas no tecido de
suporte;

Avaliar a remodelacdo 6sseo através das dosagens séricas de DKK e
CTx;

Avaliar a expressao génica de marcadores do metabolismo ésseo (OPG,
RUNX2, B-catenina);

Avaliar através de docking molecular a afinidade de ligacdo entre os

farmacos e os componentes da via WNT.
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RESUMO

A periodontite € uma doenca crénica inflamatdria que afeta o metabolismo
0sseo e a via WNT estd envolvida nesse processo. Portanto, se torna
interessante avaliar o efeito de moduladores de WNT tais como o cloreto de
litio (LICl), um inibidor de glicogénio sintase quinase 3-beta (GSK3b), e da
Monensina, um inibidor de beta-catenina, na perda éssea inflamatéria de ratos
submetidos periodontite experimental (PE). PE foi induzida em todos os
animais (exceto os do grupo Naive) por ligadura ao redor do segundo molar
superior esquerdo. Foram utilizados 90 ratos Wistar machos, divididos em 5
grupos (n=6/grupo): Naive (N); PE, recebendo 0,1ml/200g 6leo de milho,
diariamente; Mon, recebendo 10 mg/kg de Mon diariamente; LiCl, recebendo
150mg/kg de LiCl em dias alternados; Mon+LiCl, recebendo 10 mg/kg de Mon
diariamente + 150mg/kg de LiCl em dias alternados. Ambos os agentes foram
administrados por gavagem. Por ocasido do sacrificio, as maxilas foram
coletadas para andlises macroscopica e histologica, bem como para anélise da
expressao génica para beta-catenina e marcadores 0sseos. Amostras de
sangue foram coletadas para dosagem sérica de Dickkopf-1 (DKK-1) e C-
telopeptideo de colageno (CTx). Ensaios de docking molecular foram realizados
para avaliar a afinidade de ligagao entre o LiCl e Mon com componentes da via
WNT. Foi visto que PE causou perda éssea e inflamacéao no tecido periodontal.
Mon potencializou a perda 6éssea marcada pelo aumento no niumero e fungao
de osteoclastos (p<0,05). O LiCl foi capaz de proteger o tecido 0sseo,
aumentando o numero de osteoblastos (p<0,05). Em associacdo, o LiCl
atenuou de forma significante a acao reabsortiva da Mon. Considerando 0s
componentes da via WNT, o LICL e a Mon mostraram forte interagdo com
GSK3b e beta-catenina, sendo este um possivel mecanismo para explicar o
efeito protetor do tecido 6sseo LiCl sobre a Mon. Em suma, os resultados deste
estudo mostraram que o LiCl atenuou a perda 6ssea potencializada pela Mon,

possivelmente devido seu efeito direto e indireto em GSK3b.

Keywords: Litio. Monensin. Proteinas WNT. Periodontite. Reabsor¢éo dssea.
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INTRODUGCAO

A periodontite é uma doenca inflamatéria crénica de alta prevaléncia.
Sua etiologia é multifatorial e complexa, onde bactérias periodontopatogénicas
estimulam inflamacao (Usui et al., 2021), levando a formag&o de um infiltrado
inflamatério de células T e B, macréfagos, neutréfilos e diversas citocinas
inflamatérias que aumentam a osteoclastogénese mediada por RANKL (Hienz
et al., 2015).

A via WNT/beta-catenina € uma outra via de sinalizacdo importante,
bastante conhecida por atuar na proliferacao celular e cancer, mas que também
tem se destacado como um regulador do metabolismo 6sseo, pois esta
envolvida com a diferenciacdo de osteoblastos (Napimoga et al.,, 2014). A
interacdo entre proteinas WNT e seus receptores FZD e LRP5/6, inibe a agéo
de GSK3b favorecendo o acumulo de 3-catenina no citoplasma que pode entdo
translocar para o nucleo, formando um complexo com TCF/LEF e estimulando
a expressao de genes relacionados osteoblastogénese (LIU et al., 2008).
Fisiologicamente esta via é regulada por Dickkopf-1 (DKK-1) e Esclerostina
(SOST), os quais blogueiam a interacdo de WNT com seus receptores o0 que
permitem formacdo de um complexo integrado por APC, axina e GSK3b que
por sua vez promovem a fosforilagdo e degradagao de (B-catenina (Baker et al.,
2008). O processo inflamatério aumenta a expressdo de DKK-1 reduzindo a
formacao de osso (Sousa et al., 2016; Lima et al., 2017; Goes et al., 2019)

Conhecendo, portanto, a importancia da via WNT para o metabolismo
0sseo torna-se interessante avaliar o efeito de farmacos moduladores dessa
via. Neste contexto, se destaca o cloreto de litio (LiCl), um farmaco utilizado
para prevenir alteracbes de humor e suicidio, sendo também usado como
adjunto no tratamento da depresséo (Felber et al., 2018), se mostrou associado
a formacéo de tecido 6sseo (Posch et al., 2020), exatamente por inibir a acao
de GSK3b favorecendo assim o acumulo de [-catenina no nucleo e
estimulando, por conseguinte, a osteoblastogénese (Leng et al., 2008).

A Monensina (Mon) € um composto natural isolado do Streptomyces
cinnamonensis e pertence ao grupo de antibiéticos ionéforos que se ligam a

céations como Na+, K+ e Li+. A Mon exibe um amplo espectro de atividades
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biol6gicas tais como antimicrobiana, antiprolferativa, antiparasitaria e anti-viral
(Urbaniak et al., 2022). No entanto, mais recentemente, a Monensina tem sido
estudada como farmaco com atividade anti-cancer (Urbaniak et al., 2022),
mostrando efeito positivo tanto in vitro quanto in vivo contra células de
melanoma (Xiu et al., 2019), leucemia mieldide aguda (Yusenko et al., 2020) e
cancer de prostata (Vanneste et al., 2019). Tal efeito se deve ao bloqueio da
fosforilizacdo de LRP6 induzindo sua degradacdo, e mais especialmente a
inibicdo da B-catenina, bloqueando desta forma a via WNT (Tumova et al.,
2014).

Sendo assim, sabendo que a via WNT tem participagdo direta no
metabolismo 6sseo e que pode ser modulada por farmacos tais como Cloreto
de litio e a Monensina, nos parece interessante avaliar o efeito desses agentes,
isoladamente e/ou em associacdo, na perda 6ssea inflamatéria induzida em

ratos por meio do modelo de periodontite induzida por ligadura.
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MATERIAS E METODOS

Desenho do estudo e aspectos éticos

Este € um estudo experimental utilizando modelos animais de ratos
submetidos a periodontite. Os experimentos tiveram 0s seus protocolos
realizados baseados nas recomendac¢des apresentadas no ARRIVE guidelines
(Animal Research: Reporting In Vivo Experiments guidelines) e se iniciaram
logo apds aprovacdo na Comisséo de Etica para o Uso de Animais da UFC
(CEUA n°7128020620) (ANEXO A), o qual é regido pela Declaracéo Universal
de Direitos Animais (UNESCO — 27 de Janeiro 1978) e pelos Guias Eticos
Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Conselho para

Organizac0@es Internacionais de Ciéncias Médicas — CIOMS).

Animais
Neste estudo foram utilizados 90 ratos machos da linhagem Wistar

(Rattus novergicus), com massa corporea de aproximadamente 200 gramas na
122 semana de vida. Esses animais foram procedentes do Biotério Central do
Campus do Pici - UFC. Todos receberam racdo comercial balanceada e agua
ad libitum e permaneceram nas mesmas condicdes ambientais de ciclos
claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente de 22°C durante todo o

experimento.

Modelo de Periodontite Experimental

A periodontite foi induzida por meio da insercao de um fio de sutura de
néilon 3.0, em torno do 2° molar superior esquerdo (De lima et al., 2000) em
um rato anestesiado com Ketamina e Xilazina (75 mg/kg de Ketamina + 8 mg/kg
de Xilazina, IP). ApGs a passagem do fio, foi dado um no cirdrgico voltado para
a face vestibular da cavidade oral do animal. Ao final do experimento os animais
foram eutanasiados por meio de overdose de Ketamina (225 mg/kg) e Xilazina
(24 mg/kg) administrada por via IP no 11° dia, dia de pico das lesdes dsseas
(De lima et al., 2000).
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Protocolo Experimental

Os animais foram inicialmente divididos em 5 grupos (n=6 por grupo):

e Grupo Naive (N), onde os animais ndo foram submetidos a nenhum
tratamento nem procedimento

e Grupo periodontite experimental (PE), onde os animais receberam 6leo
de milho, por gavagem, 30 min antes da realizacdo da inducdo da
periodontite, e diariamente por 11 dias consecutivos, até a eutanasia;

e Grupo Monensina (Mon), onde os animais receberam 10mg/kg de
Monensina (Sigma-Aldrich-San Luis, Missouri, EUA- No. M5273), por
gavagem, 30 min antes da inducdo da realizacdo da periodontite, e
diariamente por 11 dias consecutivos, até a eutanasia (Tumova et al.,
2014);

e Grupo Cloreto de Litio (LiCl) (Cequimica-Fortaleza, Ceara, Brasil-
Cloreto de litio anidro 98% PA), onde os animais receberam 150mg/kg
de LiCl em dias alternados por gavagem durante 11 dias até a eutanasia)
(De Souza Malta et al., 2020);

e Grupo Monensina+Cloreto de Litio (Mon+LiCl), recebeu diariamente
10mg/kg de Mon e 150 mg/kg de LiCl em dias alternados por gavagem

durante 11 dias até a eutanasia.

Para este estudo 3 sets de experimentos (n=30 animais/set) foram
realizados para: 1) andlise macroscépica; 2) estudo histopatolégico, e
histomorfométrico; 3) avaliacdo da expressdo génica de marcadores do

metabolismo 6sseo por PCR e dosagens séricas de DKK1 e CTx.

Andélise macroscoOpica do osso alveolar

Apés a eutanasia, as maxilas foram removidas e fixadas em formol
tamponado 10% por 48 horas. Em seguida foram dissecadas e separadas em
hemiarcadas, clarificadas em hipoclorito de sédio a 2,5% por 1 minuto e,
coradas em azul de metileno a 1% por 10 segundos, a fim de diferenciar o
tecido 6sseo dos dentes (Adaptado de Goes et al., 2010).

Posteriormente, as hemimaxilas foram fixadas em massa de modelar e

fotografadas. A reabsorcdo Ossea foi medida considerando a area entre a
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juncdo cemento-esmalte e crista 6ssea na regido entre a mesial do primeiro
molar e a distal do terceiro molar, comparando-se 0s grupos através do
software Image J® (NIH, Bethesda, Maryland, EUA) (Adaptado Goes et al.,
2010).

Andlise histopatoldgica do periodonto

Para esta andlise, um novo set de experimentos foi realizado. Apds a
eutanasia dos animais, as maxilas foram removidas e fixadas em formol neutro
a 10% por 24 horas. Em seguida, foram descalcificadas em EDTA a 10%, pH
neutro (Keklikoglu, 2004), por quatro semanas. Posteriormente, o material foi
incluido em parafina e sec¢cdes de 4 um de espessura, foram coletadas,
coradas por Hematoxilina-Eosina (HE).

Para a andlise microscépica, foi considerada a regido entre os 1° e 2°
molares, atribuindo-se escores que variaram de 0-3, de acordo com a
intensidade dos achados considerando 0s seguintes aspectos:
presencal/intensidade de infiltrado celular e estado de preservacao do processo
alveolar e cemento (Leitdo et al., 2005). De forma que O foi classificado como

ausente e 3 com elevada intensidade de alteragéo.

Anélise histométrica do osso alveolar

As mesmas laminas utilizadas para analise histoldgica foram usadas
para a analise histométrica. Foram selecionadas as laminas que
apresentassem, na mesma secc¢dao histolégica, raiz dental, papila interdentéria
e 0sso interproximal. Imagens foram obtidas dessa regido em magnificacéo de
40x. As primeiras e ultimas secc¢des foram excluidas e 4 regides igualmente
distantes de cada dente foram selecionadas para avaliacao histométrica (Goes
et al., 2014). As imagens foram lancadas no software Image J® software (NIH,
Bethesda, MD, EUA) e um observador cego para 0s grupos realizou a
contagem de osteoblastos e osteoclastos por perimetro 6sseo (N.Ob/B.Pm e

N.Oc/B.Pm respectivamente) (Goes et al., 2019).
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Coleta de sangue e analise bioquimica

Por ocasido da eutanasia, no dia 11° do experimento, ap0s anestesia
com xilazina (10mg/kg) e ketamina (80mg/kg) coletou-se 2ml de sangue de
cada animal por puncdo da aorta abdominal para analise bioquimica de
Dickkopf protein 1 (DKK1) e C-telopeptide of collagen (CTx por meio de ELISA

de acordo com as orientacdes do fabricante Abebio® (Wuhan, China).

Isolamento de mRNA e PCR quantitativo

No terceiro set dos experimentos, ap0s eutanasia, as maxilas foram
coletadas, o tecido gengival removido, e o tecido ésseo foi macerado em
nitrogénio liquido através do uso de Trizol (Thermo Fischer- Waltham,
Massachusetts, EUA). O mRNA extraido foi quantificado através de Nanodrop
(Thermo Fischer- Waltham, Massachusetts, EUA) e em seguida transcrito,
utilizando Superscript Il (Invitrogen). Posteriormente foi realizado o ensaio de
RT-PCR tendo como referencial SYBR _green (ABI 7500 Fast; Applied
Biosystems). A condicdo para o PCR foi de 50°C por 2 minutos e 90°C por 10
minutos, posteriormente 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto,
onde foi utilizado o sistema RT-PCR a 7900HT da Applied Biosystems. Para
célculo dos resultados obtidos foi usado o método de ciclo de threshold (Livak
& Schmittgen, 2001), onde foram apresentados como aumento Xx-fold

relacionado a beta-actina. As sequéncias de primers foram:

Gene Sequéncia

3TGAGCTGACCAGTTCCCTCT®’
5AAGCTCGCTCCTGTGAGTTCSZ
3TGAGCTGACCAGTTCCCTCTYS’
5AAGCTCGCTCCTGTGAGTTCY
3'CCTTCCCTCCGAGACCCTAAS’
5ATGGCTGCTCCCTTCTGAACYZ
3'CAAAGGCAGGGCATACTTCCTY
5CCAGTGCTAGGTGCTTCTCTG?

R-actina

Beta-catenina

Runx2

OPG
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Docking molecular com componentes da via WNT

A estrutura da Monensina (CssHe2011) e do cristal de Cloreto de Litio
(LiCl) foram modeladas tridimensionalmente no software Avogadro 1.1.2
(Hanwell et al., 2012) e optimizadas geometricamente utilizando o método
Teoria Funcional da Densidade (DFT) com funcional de correlacdo B3LYP e
base 6-31G(d) presentes no software GAMESS (Barca et al., 2020). As
estruturas proteicas (alvos) de Beta-catenina (PDB: 30UX), GSK3b (PDB: 1109)
e o0 complexo LRP5/6 (PDB: 3S2K) de organismo homo sapiens foram obtidas
no Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), todas as estruturas foram
definidas pela técnica de difracao de raios-X e com resolucao entre 1.20-2.10
A. As posicdes dos encaixes do acoplamento foram baseadas no ligante nativo
das macromoléculas disponiveis no PDB e com o uso do Web Server
Computed Atlas of Surface Topography of proteins - CASTp
(http://sts.bioe.uic.edu/castp/calculation.html). Para simulagcdes de docking
molecular foram utilizados o AutoDock tools (ADT) para preparagdo dos
ligantes e alvos (Morris et al., 2009) e AutoDock Vina 1.1.2 para execugao dos
célculos (Trott; Olson, 2010). A afinidade de ligacdo e as interacfbes entre
residuos foi usada para determinar melhores interagbes moleculares. Os
resultados foram visualizados usando ADT, Discovery Studio v4.5 (Biovia,
2020) e UCSF Chimera X (Pettersen et al., 2021).

Anélise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram submetidos ao teste ANOVA,
seguido de Tukey e expressos em forma de MédiatEPM. Os dados néo-
parameétricos foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis seguido de Dunn e
expressos em forma de mediana (minima-maxima). Todas as analises foram
realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism 6.0®, considerando

um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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RESULTADOS
Cloreto de litio reduz a perda 6ssea potencializada pela Monensina

O modelo de periodontite experimental induzido por ligadura foi marcado
por perda Ossea, exposicdo radicular e lesdo de furca (Figura 1A e B),
associado a um importante infiltrado inflamatério, quando comparado ao grupo
N (Figura 1B e Tabela 1). A Monensina potencializou a perda 6ssea em 28%
comparado ao grupo PE (Figura 1A). Macroscoépica e histologicamente foi
possivel observar maior reabsorcao 6ssea e intensa destruicdo da arquitetura
periodontal (Figura 1B e Tabela 1). O LICl, por sua vez atenuou perda éssea
em 28% comparado ao grupo PE (Figura 1A), preservando o 0sso alveolar e
reduzindo a inflamacédo (Figura 1B; Tabela 1). A associagédo de Mon+LiCl foi
capaz de prevenir a perda 6ssea em 29% (p<0,05) e melhorar os aspectos
histologicos do tecido (Figura 1B; Tabela 1), quando comparado a Monensina

isoladamente.



Tabela 1: Analise histopatologica do periodonto.
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i Grupos experimentais (n=6/grupo)
Escore (0-3) N PE Mon LiCl Mon+LiCl
(0) Auséncia 0 0 0 0
(1) Discreta 0 0 0 4 1
(2) Moderada 0 5 1 2 4
(3) Intensa 0 4 5 0 1
Mediana (valores 0 (0-0) 3(2-3)* 3(2-3)* 1(1-2)*# 2(1-3)*
extremos

Valores apresentados numero absoluto de animais/escore e em mediana (valores extremos).
N = Naive; PE = periodontite experimental; LiCl = Cloreto de litio; Mon = Monensina

(o) indica a diferenca estatistica comparado ao grupo Naive (N);

(*) indica a diferenca estatistica comparado ao grupo periodontite experimental (PE);

(#) indica diferenca estatistica comparado a Monensina (Mon).

Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn (p<0,05).
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Figura 1. Efeito da associacdo de Monensina e Cloreto de Litio na perda 0ssea alveolar. A) Perda 0ssea alveolar. B) Aspecto
macroscopico e histolégico do tecido periodontal. Barras representam a médiatEPM de 6 animais por grupo. («) indica a diferenca
estatistica comparado ao grupo Naive (N); (*) indica a diferenca estatistica comparado ao grupo periodontite experimental (PE); (#)
indica diferenca estatistica comparado a Monensina (Mon). Testes ANOVA e Tukey (p<0,05). OA=0sso alveolar; G=gengiva;

D=dentina; LP=ligamento periodontal; C=cemento; *=infiltrado inflamatério. Magnificacado de 40X, coloracédo HE.
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Cloreto de litio reduz a osteoclastogénese causada pela Monensina

O modelo de periodontite aumentou o0 nimero de osteoclastos e a
dosagem de CTx de forma significante quando comparado ao grupo N. A
Monensina potencializou o aumentou em 58% do nimero de osteoclastos no
tecido periodontal (Figura 2A e C). Tal efeito foi corroborado pelo aumento
significativo de CTx (61%) quando comparado ao grupo PE (Figura 2B). O
cloreto de litio, por sua vez reduziu a contagem de osteoclastos em 39% bem
como 0s niveis séricos de CTx (45%) quando comparado ao grupo PE. A
associagdo de Mon+LiCl mostrou reducéo da quantidade de osteoclastos em
38% e dos niveis séricos de CTx em 27% quando comparado a Monensina
isoladamente.

39% B -45%
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+
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B3
+
2
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N.Oc/B.Pm (#mm)
H*

N PE Mon Lict MonsLiCl " N PE Mon LiCl  MonsLicl

Figura 2: Efeito da associagcdo de Monensina e Cloreto de Litio sobre os
osteoclastos. A) Contagem de osteoclastos/perimetro 6sseo (N.Oc./B.Pm). B)
Niveis séricos de CTx; C) Aspecto histolégico do osso alveolar. Barras
representam a meédiatEPM de 6 animais por grupo. (a) indica a diferenca
estatistica comparado ao grupo Naive (N); (*) indica a diferenca estatistica
comparado ao grupo periodontite experimental (PE); (#) indica diferenca
estatistica comparado a Monensina (Mon); (&) indica a diferenca estatistica
comparado ao Cloreto de Litio (LICI). Teste ANOVA e Tukey (p<0,05). Setas

indicam osteoclastos. Magnificacdo de 400X, coloracéo HE.
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Cloreto de litio atenua efeito deletério da Monensina em osteoblastos

O modelo de periodontite causou uma reducao significante na contagem
de osteoblastos quando comparado ao grupo N (p<0,05). A Monensina reduz
de forma significante (57%) o numero de osteoblastos no tecido Gsseo
periodontal comparado ao grupo PE (Figura 3A e 3B) A reducdo na expressao
génica de marcadores de osteoblastos, Runx2 (Figura 3C) e OPG (Figura 3D),
corrobora os achados histomorfométricos observados no grupo Monensina. O
tratamento com Cloreto de Litio, causou aumento da contagem de osteoblastos
bem como da expressao génica de RUNx2 e OPG. Os animais que receberam
a associacao de Mon+LiCl mostraram aumento significativo do nimero de
osteoblastos (+103%) e da expressdo de Runx2 (+288%) e OPG (+233%),
guando comparado a Monensina isolada.
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Figura 3: Efeito da associacdo de Monensina e Cloreto de Litio sobre os
osteoblastos. A) Contagem de osteoblastos/perimetro 6sseo (N.Ob./B.Pm). B)
Aspecto histoldgico do osso alveolar. C) Expressao génica de Runx2 e D) OPG.
Barras representam a médiatEPM de 6 animais por grupo. Testes ANOVA e
Tukey. (p<0,05). (a) indica a diferenca estatistica comparado ao grupo Naive
(N); (* indica a diferenca estatistica comparado ao grupo periodontite
experimental (PE); (#) indica diferenca estatistica comparado a Monensina
(Mon); (&) indica a diferenca estatistica comparado ao Cloreto de Litio (LiCl).
Setas indicam osteoblastos. Magnificacdo de 400X, coloracao HE.
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Cloreto de litio reduz o efeito da Monensina e ativa a via WNT

O efeito da associacdo da Monensina e Cloreto de Litio sobre via WNT
foi analisado em diferentes niveis a fim de explicar a acdo destes moduladores
no tecido 6sseo. O DKK-1 é um dos principais antagonistas da WNT, mas
parece nao estar associado ao efeito osteoprotetor da associacdo Mon+LiCl,
pois, nem a Monensina e/ou Cloreto de Litio, foram capazes de alterar os niveis
séricos de DKK (Figura 4A). LRP5/6 é o receptor para WNT, responsavel por
ativar esta via de sinalizagédo. Estudos de docking molecular mostraram que a
Monensina interage fortemente LRP5/6, com valor de afinidade de -9,41
kcal/molt. Nao houve interagdo entre o Cloreto de Litio e LRP5/6.

GSK3b € uma molecular chave da via WNT candnica, pois regula a
guantidade de beta-catenina disponivel no citoplasma. O Cloreto de Litio, um
inibidor de GSK3b, demonstrou forte afinidade (-6,03 kcal/moll) com essa
molécula e enquanto a Monensina também apresentou duas ligacdes de
hidrogénio nos residuos TRP88 e GLY112 de GSK3b, com afinidade de
interacéo (-7,56 kcal/mol?) (Figura 4C).

A beta-catenina € a molécula efetora da via de sinalizacdo WNT que
sofre translocacdo para 0 nudcleo estimulando a expressdo genes
osteoblastogénicos no 0sso, corroborando nossos achados. Foi observado que
a Monensina, um inibidor de beta-catenina, causou redugéo significante (-68%)
da expressao génica desta molécula, comparado ao grupo PE (Figura 4B). O
Cloreto de litio por sua vez, aumentou em 63% a expressao de beta-catenina.
Interessantemente a associacédo de Mon+LiCl aumentou em 218% a expressao
de beta-catenina comparado a Monensina isoladamente (p<0,05) (Figura 4B).
As analises de docking molecular mostraram uma forte afinidade de Monensina
e beta-catenina (-8,72 kcal/molt) com ligacdes de hidrogénio com o aminoacido
SER119 e diversas outras ligacfes hidrofébicas. Adicionalmente, pela primeira
vez foi observado uma interacdo entre Cloreto de Litio e beta-catenina (-8,95

kcal/molt) com diversas ligacdes idnicas e de hidrogénio (Figura 4C).
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Figura 4: Efeito da associacdo de Monensina e Cloreto de Litio em
diferentes niveis da via WNT. A) Dosagem sérica de DKK-1; B) Expressao
génica de Beta-catenina; C) Afinidade de interacdo com LRP5/6, GSK3b e beta-
catenina. Barras representam a médiatEPM de 6 animais por grupo. Testes
ANOVA e Tukey. (p<0,05) (a) indica a diferenca estatistica comparado ao grupo
Naive (N); (*) indica a diferenca estatistica comparado ao grupo periodontite
experimental (PE); (#) indica diferenca estatistica comparado a Monensina

(Mon); (&) indica a diferenca estatistica comparado ao Cloreto de Litio (LiCl).
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DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrado que a periodontite causou intensa
reabsorcao o0ssea, confirmando os achados prévios do nosso grupo sobre a
efetividade do modelo de ligadura (Goes et al., 2014, 2016; Sousa et al., 2016,
2017; Alexandre et al., 2018; Goes et al., 2019; Francga et al., 2022). A Mon, um
antagonista da via WNT, potencializou a perda 0ssea e a inflamagéo, aumentou
0 numero de osteoclastos, enquanto causou reducdo na contagem de
osteoblastos afetando também sua fungdo. A Mon mostrou interacdo com
diversos componentes da via WNT, e causou reducéo da expressao génica de
beta-catenina. Por outro lado, o LiCl, agonista da via, protegeu o tecido 6sseo,
reduziu a contagem de osteoclastos e aumentou o numero de osteoblastos. Na
via WNT canonica, LICL mostrou interagdo com GSK3b e beta-catenina, e
causou aumento da expressdo génica deste Ultimo. Quando LiCl foi
administrado em associagdao com a Mon todos os efeitos reabsortivos causados
pela Mon foram revertidos.

Os resultados deste estudo mostraram que a Mon apresentou efeito
deletério no tecido 6sseo, marcado pelo aumento de osteoclastos e reducéo de
osteoblastos. A Mon & um antibiético ionoforo que, apesar de ser utilizado ha
bastante tempo na medicina veterinaria, recentemente tem sido indicada como
farmaco com acao anti-cancer (Urbaniak et al., 2022), exatamente por inibir a
via WNT canénica, através do bloqueio do receptor LRP5/6 e de beta-catenina
(Tumova et al., 2014), o que foi confirmado pela forte afinidade nas analises de
docking molecular. No tecido 6sseo 0 blogueio de WNT esta relacionado ao
aumento de osteoclastos (Goes et al., 2019).

O LiCl protegeu o tecido 6sseo com reducdo de CTx, um marcador de
osteoclastos, e aumento de Runx2 e OPG. Este agente tem sido usado para
tratamento de transtornos mentais, mas que por atuar inibindo GSK3b (Wong
et al., 2020; Naruse et al., 2021; Snitow et al., 2021), induz uma forte ativacao
da via WNT resultando em ativacéo de osteoblasto. No tecido 0sseo, quando
as proteinas WNT se ligam nos seus receptores LRP5/6 e Frizzled, uma
cascata de sinalizagao se inicia culminando no bloqueio da agdo do GSK3b,
permitindo o acumulo de beta-catenina no citoplasma, que entdo acessa o

ndcleo e estimula a expressdo de genes como o0 Runx2, o principal fator de
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transcricdo de osteoblastos e OPG (Maeda et al.,, 2019). O aumento da
expressao de OPG evita a interacdo entre RANK-RANKL, reduzindo, portanto,
a osteoclastogénese.

Especificamente no periodonto estudos prévios confirmam nossos
achados quanto ao efeito osteoprotetor do LiCL. Tem sido descrito que o LiCL
reduz a perda Ossea induzida por ligadura em ratas com deficiéncia de
estrogénio, melhorando a area trabecular a elevada expressao de marcadores
0sseos (De souza malta et al., 2020). Em modelo de movimentacao ortoddntica,
o LiCl reduziu a reabsorcdo radicular e minimiza a morte de células do
ligamento periodontal (Ueda-ichinose et al., 2022). O litio acelerou a
cicatrizacao da periodontite apical em modelo animal (Naruse et al., 2021). Pan
et al (2017) mostrou que o LiCl causou aumento de marcadores ostegénicos,
Runx2 e Osterix. Em relacdo a Mon, a luz dos nossos conhecimentos, este é o
primeiro estudo que mostra o efeito deste agente no tecido 6sseo e periodontal.

Interessantemente, em associacéao, o LiCl foi capaz de atenuar o efeito
reabsortivo da Mon em todos os parametros avaliados. Uma analise de docking
molecular foi realizada para entender a agdo desses agentes nos diversos
niveis da via WNT. Dentre os achados podemos destacar que a Mon e o LiCl
apresentaram forte associacdo com GSK3b e beta-catenina. Ainda sé&o
escassos estudos sobre o efeito direto destes agentes na beta-catenina.
Apenas Isani et al. (2019) relataram que a Mon inibe beta-catenina. Quanto ao
LiCl, ndo ha qualquer relato na literatura sobre esta interacdo. Em relacédo ao
GSK3, recentemente, foi mostrado que a Mon é capaz de reduzir a expressao
de p-GSK3b (Ser9), ativando essa proteina e promovendo destruicdo de beta-
catenina (Urbaniak et al., 2022). O LIiCl, por sua vez, é um potente inibidor de
GSK3b, que age tanto por competicdo direta com os ions magnésio pelo sitio
de ligacdo desta proteina (Jopp, 2006), como indiretamente, através da
fosforilagdo no aminoacido Ser9 atuando como um pseudosubstrato, inativando
GSK3b e causando acumulo de beta-catenina (Beurel et al., 2014). Portanto,
os efeitos inibidores direto e indireto do cloreto de litio em GSK3b podem ter
contribuido de sobremaneira para reverter a acao inibitoria da Mon na via WNT,
protegendo, consequentemente, o tecido 0sseo.

Vale salientar que este efeito protetor inibitério da monensina foi

relacionado ao Cloreto de Litio, uma vez que outros tipos de inibidores de



38

GSK3b, tais como BIO e CHIR99021, ndo conseguiram reverter a inibicdo da
sinalizacdo de WNT causada pela Mon (Tumova et al., 2014). A monensina &
um iondforo que se liga a Na+, K+ e Li+, facilitando sua entrada no interior da
célula. Sabe-se que dentre estes ions, a Monensina tem uma forte ligagdo com
Na+ (Prabhananda et al., 1998), porém, nds sugerimos que a grande oferta de
Litio, devido administracdo de LiCl, facilita sua ligacdo com a Mon, favorecendo
a entrada desta molécula na célula e inibindo GSK3b de forma eficiente.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar esta hipétese.

CONCLUSAO

Em suma, os resultados deste estudo mostraram que a periodontite
induz alteracdo do metabolismo 6sseo a favor da osteoclastogénese. A Mon
potencializa esta perda 6ssea enquanto o LiCl protege o tecido 6sseo. Em
associacdo foi observado que o LiCl foi capaz de atenuar os efeitos

reabsortivos da Mon, mediado principalmente pela forte inibicdo em GSK3b.
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4 CONCLUSAO GERAL

Com base nos achados deste estudo, podemos concluir que a
periodontite estimula a osteoclastogénese causando um desequilibrio no
metabolismo ésseo. Isoladamente a Monensina potencializa a perda 6ssea
enquanto o LiCl protege o tecido 6sseo. Em associacdo, o Cloreto de Litio
atenua a perda 6ssea periodontal potencializada pela Monensina, devido a
maior ativacdo da via WNT canonica, mediada pela forte inibicdo de GSK3Db,
levando ao consequente aumento do estimulo da agédo dos osteoblastos em

relacdo aos osteoclastos.
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ANEXO A

Certificado de aprovacéo na Comiss&o de Etica no uso de animais (CEUA) DA

Universidade Federal do Ceara (UFC)

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamas que 3 proposta inbtulaca "Avaliacds da participacio da via e sirallzagdo WNT no efeko anbirmeabsortve dos sals de
Ikio o modelo de poriodontiie cxperimental em mins ", profocolads sob o CEUA n? T1Z8000620 jb sz, S0b 3 responsabildade
de Pauls Go Pinheiro Dutra ¢ equipe; Anderson Chagas Coelhoy Déega Thiews Dilweira Camaeing, Birbars Gmssy Duare Souza
Carmeira: Gloaie Barmedo Angedting; Defane Viana Gandim - gue envolee 3 produgde, manotencdo efou utliizaco de animais
paertencentes ao filo Onordata, subfio Verebrata (eecefo o homem), pare Ans o pesquisa centifica o ensing - esk de acondo oom
o5 precedtos da Lel 11.75%4 de B e oubabeo e 2008, com o Decrebs &.899 de 15 de julho de 2009, bon COM0 OO &5 RoMas
editadas pelo Corsping Naciomnal de Controle da Expermaentacds Aniemal (DORCER], & ol aprovada pela Comissdo de Bica no Uso
diz Animais da Universidade Federl do Ceard { OPUA-UFRC) na reunido die 16/06200.

We certify that the proposal "Evaluation of the participation of the WNT signaling patteay In te IRhium saits antimeabsortive
effect in the moded of expermental perodontitis In rats*, utilizing 90 Heterogenics rats (90 males), protocol number CELS
7128020620 oamsdz, under b responsibiity of Paula Goes Pinheiro Dutra and team; Asdevson Chagas Conlfa; Diega Thiers
Offvedra Camedr; Bdrhara Gressy Duarte Souza Cameino; Gisele Bameto Angeiing: Dedane Viana Gondim - which irvohves the
production, malntenance andjor use of animals belonging to the: phylum Chordata, subphylum Verbebrata (except human Esings],
for schentific research purposes or teaching - s in accondance with Law 11.794 of Octoter B, 2008, Decree 6259 of July 15, 2009, xs
wetll 25 with the nules ssued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (CORCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the: Fedeml University of Ceard (CEUA-UFC) In the meeting of 051672020,

Fnalkdade da Progosta: Pesouisa (Acadiémical
Vigéncia da Proposta: de 062020 a 0F/F022 Arpa: Departamento de Fatologla E Medicina Legal

Drigem:  Biobério Central da UFC
Espécie:  Ratos hetersgénicos sewn: Machos idade: 4 a & semanas (T
Unhagem: ‘Wistar Poso:  130a 200 g

Local do experimenbo: Sala de exporimeniacho oo biohEno.

Fortalera, 03 de selembne de 2020

#rof. Dr. Alexandre Havi Binda Prota, Dvai. Camilia Fesmelra Roecair
Coorcenador da Comissdo de EHca no Uso de Arimals Wice-Coorderadora da Comissao de Etca no Uso de Anlrals
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