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RESUMO




Souza JAC. Estudo da participagdo de inibidores negativos enddgenos da
atividade de STAT1 e STAT3 (SOCS1 e SOCS3) na doenga periodontal
experimental [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia

da UNESP; 2010.

RESUMO

A expressdo de citocinas inflamatorias ¢ um processo estritamente
regulado por mecanismos variados, incluindo o controle da sinalizagdo
intracelular e da atividade transcricional por inibidores endogenos, os quais sio
pouco estudados e compreendidos. Trés grupos de proteinas: SHP, PIAS e SOCS
inibem de maneira distinta e especifica a transducdo de sinais pela via
JAK/STAT, bem como a atividade dos fatores de transcricdo, eventos que
modulam a expressdo de diversas citocinas. As doengas periodontais estdo
associadas a inflamagdo persistente, com elevados niveis de citocinas
proinflamatodrias, no entanto praticamente ndo existem informacdes sobre a
participagdo destes mecanismos de regulacdo nas diferentes condig¢des clinicas
periodontais. Os objetivos deste projeto incluiram avaliar a cinética de expressao
das proteinas SOCS1 e SOCS3 e suas proteinas-alvo, STAT1 e STAT3,
respectivamente, durante a evolucdo da doenga periodontal. Foram utilizados 36
ratos Wistar divididos em 2 grupos: DP - doenca periodontal induzida por 2
métodos: ligaduras ao redor dos 1°° molares inferiores e injeg¢des de 60 ug de LPS
de E. coli no tecido gengival palatino dos molares superiores, 3x/semana; Grupo

controle negativo - recebeu apenas inje¢des de PBS (veiculo). Os ratos foram



sacrificados 7, 15 e 30 dias apds a indugdo da doenca periodontal para avaliacio
histoldgica e andlise macroscopica da perda Ossea alveolar. A expressdo de
SOCSI e SOCS3 e a ativacdo de STAT1 e STAT3 foram avaliadas nas bidpsias
gengivais por PCR em tempo real e Western blot. Ambos os modelos
apresentaram significante e progressiva perda ossea dos 7 aos 30 dias. A
inflamagdo foi evidente ja no periodo de 7 dias em ambos os modelos, porém
enquanto manteve-se similar nos demais periodos no modelo de indugéo por LPS,
apresentou uma diminui¢do na severidade da inflama¢@o no modelo de ligadura
aos 30 dias. Houve um significante (p<0.05) aumento na expressdo génica de
SOCS1 e SOCS3 no grupo DP comparado com o grupo controle aos 15 dias
(ambos os modelos) e aos 30 (modelo de inducdo por ligadura). A ativagdo de
STAT]I e -3 foram aumentadas nos periodos iniciais no modelo por ligadura e nos
periodos mais tardios no modelo de LPS. Estes resultados sugerem que SOCSI e -
3 participam na regulagdo do processo inflamatdrio responsavel pela destrui¢do

periodontal.

Palavras-chave: Transducdo de sinal; fatores de transcricdo STAT; janus
quinases; proteinas supressoras da sinalizagdo de citocina; doencas periodontais;

ratos



ABSTRACT




Souza JAC. Role of endogenous negative regulators of STAT1 and STAT3
(SOCS1 and SOCS3) during experimental periodontal disease [Dissertacdo de

Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

ABSTRACT

Inflammatory cytokine gene expression is a process strictly regulated
by various mechanisms, including the negative regulation of signaling of cytokine
receptors and of the activity of transcription factors such as STATs. These
mechanisms involve endogenous proteins and are largely unknown, especially in
periodontal diseases. Three groups of proteins, SHP, PIAS and SOCS modulate in
a fairly specific manner JAK/STAT signaling and/or STAT activity. Periodontal
diseases are infectious-inflammatory conditions of the supporting tissues of the
teeth associated with increased levels of proinflammatory cytokines, but there are
no information regarding the role of these endogenous mediators of JAK/STAT
during its course. The aims of this study included the evaluation of the expression
kinetics of inducible negative regulators and their target proteins during the course
of experimentally induced periodontal disease. 36 Wistar rats were divided into
two groups: PD - experimental periodontal disease induced by two methods:
ligature placement around the first mandibular molars and E. coli
lipopolysaccharide (LPS) injections into the palatal gingival tissues of the
maxillary molars, 3x/week, and Negative Control group. Rats were sacrificed 07,

15 and 30 days after disease induction for histological evaluation of periodontal



inflammation and macroscopic analysis of alveolar bone loss. SOCS expression
and the activation status of STATI1 and STAT3 were evaluated in gingival
biopsies by real time PCR and Western Blot. Both disease models presented
significant progressive bone loss from 7 to 30 days. Inflammation was evident and
similar for all the periods in LPS injected sites; however, a decrease on severity at
the end of the experimental period was observed in the ligature model. There was
a significant (p<0.05) increase on SOCS1 and SOCS3 gene expression in PD
compared to control group at 15 (both disease models) and 30 days (ligature-
induced model). The activation of STAT1 and STAT3 were increased in earlier
periods in the ligature model and in later periods in the LPS model. This study
suggests that SOCS 1 and 3 participate in the regulatory mechanism of the

inflammatory process responsible for the periodontal disease destruction.

Keywords: Signal transduction; STAT transcription factors; janus kinases;

suppressor of cytokine signaling proteins; periodontal disease; rats
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INTRODUCAO

A doenga periodontal caracteriza-se por processos que culminam na
degradacdo de tecido conjuntivo e Osseo, e €& resultado da reacdo
imune/inflamatéria em resposta a agressdo gerada pelos microrganismos do
biofilme dental'”. Sendo assim, a progressio da doenca ¢ decorrente de um
desequilibrio no processo dindmico saide-doenca entre a microbiota
periodontopatogénica e a resposta do hospedeiro frente & agressdo”. Esta resposta
pode ocorrer diretamente, por meio da liberacdo de toxinas e produtos do
metabolismo microbiano, ou de forma indireta por intermédio da indugdo de
resposta imune/inflamatoria no hospedeiro, com a produgdo e liberacdo de
diversos mediadores e subseqiiente dano tecidual**®* O balango entre os
mediadores proinflamatdrios e anti-inflamatdrios determina a severidade da
doenga periodontal. Esta afirmagdo ¢é suportada por diversos estudos que
demonstram que enquanto elevados niveis de citocinas proinflamatdrias como IL-
6, TNF-0, RANKL e citocinas do tipo Thl (como INF-y) estdo associados a
doenga periodontal severa, o efeito oposto acontece com citocinas do tipo Th2
(como IL-4 e IL-10)*".

A complexa rede de citocinas estabelecida com a reacdo inflamatéria
associada a doenga periodontal pode ativar uma série de vias de sinalizacio,
responsaveis pela transmissdo do sinal gerado pela ligacdo das citocinas a um
receptor especifico, e que por sua vez podem gerar resposta celular®’. Muitas das

citocinas relevantes na destruicdo periodontal como interleucinas e interferons
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sinalizam pela via JAK/STAT. Mecanismos intracelulares especificos asseguram
o controle negativo da sinalizagdo dessas citocinas por essa via. Um dos grupos de
proteinas capazes de controlar a sinalizac¢do pela via JAK/STAT sdo as proteinas
da familia SOCS>**.

Dados na literatura demonstram que SOCS interfere na sinalizacdo de
LPS (lipopolissacarideo), um dos responsdveis por iniciar a cascata inflamatdria
que culmina na doenga periodontal**'. Além disso, estas proteinas mediam a
inibicdo de diversas citocinas com atividade proinflamatodria e antiinflamatoria.
Estudos 77 vivo demonstram a presenga de SOCS, em especial SOCS1 e -3 em
sitios periodontais doentes, sugerindo sua participagcdo na progressdo e severidade
dessa doenca®'.

As doengas periodontais estdo associadas a inflamagdo persistente,
com elevados niveis de citocinas proinflamatdrias, no entanto praticamente nado
existem informagdes sobre a participacdo dos mecanismos de regulacdo nas
diferentes condi¢des periodontais. Estudos que avaliem os mecanismos
intracelulares de controle da sinaliza¢do de citocinas sdo importantes para o
melhor entendimento da doenga periodontal assim como de outras doencas

cronicas inflamatorias.
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REVISAO DE LITERATURA

Mecanismos endogenos de regulacdo da sinalizacdo de citocinas inflamatorias

Diversas condi¢cdes de natureza inflamatdria ou infecciosa estdo
associadas ao aumento da expressdo de citocinas e outros mediadores
proinflamatorios. A sintese e expressdo destes mediadores ocorrem de forma
transitoria e estritamente controlada visando a resolu¢do do problema e
restabelecimento da homeostase, sendo que a expressdo exagerada e/ou
descontrolada destas citocinas estd associada a patologias importantes, como o
cancer, doencas auto-imunes e cronicas (Johnston, O’SheaZ, 2003).

A doenca periodontal cronica ¢ uma destas patologias cronicas,
constituindo-se numa infeccdo mista em que a resposta do hospedeiro aos
microrganismos do biofilme dental esta associada a elevados niveis de citocinas
proinflamatorias, resultando em uma cascata de eventos que culmina na
degradagdo de tecido conjuntivo e Osseo (Cochran'?, 2008; Graves®™®, 2008).
Existem similaridades nas caracteristicas e patogénese da artrite reumatdide e da
doenca periodontal (Bartold et al.’, 2005) tornando a ultima um modelo
interessante para o estudo dos mecanismos de destrui¢do tecidual associados a
superexpressao de mediadores inflamatdrios.

A doenca periodontal se caracteriza pela presenca de complexa rede
de citocinas, as quais podem ter efeitos autdcrinos ou paracrinos, podendo

modular sua propria expressdo ou a expressio de outras citocinas. Esta modulagao
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e regulagdo da expressdo génica das citocinas e mediadores inflamatorios pode
ocorrer em multiplos niveis. Um mecanismo relativamente pouco conhecido, mas
relevante na expressao de citocinas inflamatdrias e, principalmente, no controle de
seus efeitos sobre a biologia celular ¢ o controle da sinalizagdo intracelular
iniciada pela ligacdo entre as citocinas inflamatdrias e seus receptores especificos
(Gibson, Genco?*, 2007; Kirkwood, Rossa™, 2009). Estes mecanismos de controle
da expressdo de citocinas e de seus efeitos biologicos tém gerado grande interesse
recentemente ndo apenas pela elucidacdo do mecanismo de regulacdo da
expressdo génica, mas também em virtude das possibilidades de utilizagdo das
proteinas envolvidas como potenciais alvos para a modulacdo terapéutica desta
expressio (Kirkwood et al.”, 2007).

As citocinas inflamatorias tém diversos, importantes e distintos efeitos
bioldgicos. A geragdo destes efeitos bioldgicos depende da interagdo da citocina
com um receptor de membrana especifico presente na célula-alvo. Apds esta
interagdo citocina-receptor, a por¢ao citoplasmatica do receptor sofre alteragdes e
inicia-se uma complexa cascata de eventos, usualmente mediados por reagdes
seqiienciais e reversiveis de fosforilacdo de enzimas (kinases) citoplasmaticas.
Esta seqiiéncia de eventos de fosforilagdo protéica é decorrente da transmissdo de
um sinal extracelular (a presenca da citocina) pelo citoplasma da célula que pode
culminar com a ativagdo de proteinas conhecidas como fatores de transcrigdo, as
quais t€m a capacidade de se ligar a seqiiéncias de nucleotideos especificos no

DNA gendmico, iniciando a transcri¢do génica e, assim, finalmente estabelecendo
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a resposta da célula a ligacdo entre a citocina presente no meio extracelular e seu
receptor de membrana especifico (Rakesh, Agrawal®*, 2005).

Classicamente, citocinas como as interleucinas e interferons ativam
enzimas denominadas Janus kinases (JAKs) associadas a por¢ao citoplasmatica de
receptores de membrana, levando a fosforilagdo de regides (dominios) especificos
destes receptores e também a ativagdo de seus substratos, em especial as proteinas
conhecidas como STATSs (signal transducers and activators of transcription),
consideradas uma familia de proteinas fundamental para a transdu¢do de sinais
gerados por citocinas (Starr, Hilton®, 1999). Estas proteinas sio também
fundamentais para outros eventos importantes na biologia celular, como
proliferagio celular e apoptose (Blank et al.’, 2009; Hirano et al.’’, 2000). Por
exemplo, a ligacdo de interferon gamma (IFN-y) com seu receptor especifico leva
a ativacdo de JAKI e JAK2, as quais induzem a fosforilagdo (ativagdo)
principalmente de STATI1, enquanto que a sinalizagdo iniciada por interleucina
(IL)-6 resulta na ativagdo preferencial de STAT3, via JAK (Briscoe et al.'’, 1996;
Howlett et al.*', 2009).

Pelo fato de citocinas serem proteinas secretadas e se ligarem a
receptores especificos que transduzem seu sinal e mediam suas fungdes,
mecanismos rigorosos sio necessarios para assegurar o controle negativo da
resposta celular iniciada pelas citocinas. Trés grupos de proteinas SHP (SH»-
containing phosphatases), PIAS (proteins inhibitors of activated STATs) e SOCS
(supressors of cytokine signaling) inibem de maneira distinta e especifica a

transdugdo do sinal (Wormald, Hilton®®, 2004).
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Supressoras da sinalizacdo de citocinas (SOCS)

A descoberta da familia de proteinas denominadas supressoras da
sinalizagdo de citocinas (SOCS) proporcionou uma possivel explicacdo para a
regulacdo negativa da via JAK/STAT, sendo considerada relacionada a
transitoriedade da expressdo génica e/ou funcdo biologica das citocinas
inflamatoérias (Alexander, Hilton?, 2004; Starr, Hilton®, 1999). E importante
ressaltar que estas proteinas SOCS, reguladoras negativas da sinalizagdo de
citocinas inflamatdrias sdo induzidas pelas prdprias citocinas inflamatodrias,
representando um mecanismo de regulacdo negativa por “feedback”. Existem oito
proteinas da familia SOCS, sendo as mais estudadas e melhor caracterizadas as
SOCS1, -2 e -3. Estruturalmente, SOCSI e -3 possuem uma regido N-terminal,
que contém uma regido inibidora de kinase (KIR - Kinase Inhibitory Region), um
dominio central SH2 (Src homology 2) e uma regido C-terminal altamente
conservada denominada (SOCS Box). Cada uma dessas estruturas bioquimicas
relaciona-se intimamente com os mecanismos de agdo inibitorios de SOCS (Boyle
et al.”, 2009). O dominio SH2 além de determinar a especificidade da ligago de
SOCS com sua proteina alvo liga-se aos residuos de tirosina fosforilados
(ativados) de receptores de citocinas, ou as proprias JAKs. Os mecanismos
responsaveis pela atenuacdo do sinal (inibicdo da atividade de kinase das JAKs
impedindo a ativagdo das STATSs) ainda permanecem incertos, embora tenha sido
proposto que esta inibi¢do seja mediada pela regido inibidora de kinases (Figura

1) (Kubo et al.*®  2003; Nicholson et al.*, 2000; Sasaki, Yasukawa®, 1999).
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Outras possiveis formas de regulacido sdo mediadas por SOCS Box e incluem a
interagdo direta com STATs e outras kinases intracelulares envolvidas na
transducdo de sinais, iniciando a ubiquitinizacdo e degradacdo destas proteinas
sinalizadoras/fatores de transcri¢o pelo proteassomo (Murray*®, 2006).

Individualmente, SOCS sdo capazes de inibir multiplas citocinas,
porém nio estd claro como essa inibi¢do ¢é regulada (Naka et al.47, 2005; Rakesh,
Agrawal’, 2005). SOCS1 pode ser induzido por inumeras citocinas que atuam
pela via JAK/STAT incluindo TNF-a, IL-6 e IFN-y e inibe a superexpressao
dessas citocinas (Alexander, Hilton?, 2004; Morita et al.*, 2000; Starr et al.**,
1997) SOCS3, induzido por IL-1, IL-6 e IFN-y, parece atenuar o sinal
inflamatério dessas citocinas (Alexander, Hiltonz, 2004; Bode et a1.7, 2001;
Rakesh, Agrawal™, 2005). A deficiéncia de SOCSI, por delecdo génica, resulta
em inflamagdo e destruicdo tecidual severa levando a uma sindrome inflamatoria
letal como conseqiiéncia da desenfreada sinaliza¢io de IFN-y (Alexander, Starr’,
1999; de Hooge et al.'®, 2004; Egan et al.'”, 2003). Ja a delecdo de SOCS3, em
camundongos, ¢ letal em estagio embrionario devido a defeitos placentérios
resultantes da desregulada sinalizacdo de LIF (Leukemia Inhibitory Factor)
(Roberts et al.>, 2001).

Além de seu papel como reguladores negativos de citocinas
inflamatorias, as quais estdo elevadas na doenga periodontal, considerando a
natureza infecciosa desta doenga, o envolvimento de SOCS1 e -3 na resposta
celular a padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS — patogen-

associated molecular patterns) é de especial interesse, pois sugere um papel
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relevante para estas proteinas na resposta imune inata. Este fato ¢ suportado por
estudos com modelos animais deficientes em SOCS1 que se mostram
hipersensiveis ao LPS microbiano, com choque séptico in vivo, enquanto in vitro
observou-se que macréfagos derivados de animais deficientes em SOCSI
estimulados por LPS apresentaram aumento significativo na expressdo de
mediadores inflamatorios, incluindo fator de necrose tumoral (TNF), IL-12 e
6xido nitrico (NO) (Kinjyo et al.**, 2002; Nakagawa el al.**, 2002). Estes dados
indicam que SOCSI1 tem efeito regulador negativo ndo apenas na via JAK/STAT
de sinalizagdo, mas também na via TLR-NF-«kB (receptor semelhante ao Toll-
fator nuclear kappa B).

J& SOCS3 tem aclo inibitéria especifica sobre STAT3, sendo,
portanto um regulador negativo especifico para citocinas que sinalizam via
receptor de membrana gpl130, como IL-6, leukemia inhibitory factor (LIF) e
Oncostatin-M (OsM). De forma interessante, a producdo de SOCS3 por
macrofagos in vitro ¢ induzida tanto por IL-6 quanto por IL-10, no entanto
SOCS3 suprimiu seletivamente a sinalizagdo induzida por IL-6 via receptor
gp130, ndo afetando a sinalizag¢do da IL-10 via seu receptor especifico (Yasukawa
et al.”’, 2003) A relevancia de SOCS3 em situagdes patologicas mediadas por IL-6
ou citocinas que sinalizam pelo mesmo receptor (gpl30) e por STAT3 ¢
demonstrada por estudos in vivo em modelos animais de artrite reumatdide nos
quais a expressdo forcada de SOCS3 ou de formas mutadas dominantes negativas

de STAT3 preveniram o desenvolvimento da doenca (Shouda et al.®', 2001).
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Assim, SOCS3 pode ser considerado um regulador negativo de doengas
inflamatorias, especialmente nas patologias associadas a elevados niveis de IL-6.

Estudos preliminares em pacientes com gengivite e periodontite
cronica revelaram aumento na expressdo de SOCS1 e -3 quando comparados a
controles sem a doenca. Acredita-se que este aumento estd envolvido com a
regulacdo negativa da sinalizagdo de citocinas inflamatérias e, portanto, na
atenuacdo da reagdo inflamatdria e na severidade das doencgas periodontais (Garlet
etal*', 2006)

As fungdes de SOCSI e -3 podem, no entanto, ndo se restringirem a
inibi¢do da inflamagdo, mas se estendem a regulacdo do turnover do tecido 6sseo.
Evidéncias para este papel de SOCSI e -3 estdo relacionadas a demonstracdo que
RANKL (receptor-activator of nuclear factor kappa B ligand), -citocina
considerada essencial e necessaria a osteoclastogénese, estimula a producdo de
SOCS1 e -3 em células precursoras de osteoclastos. SOCS interferem com a
ativacdo de STATs e, assim, inibem a sinalizagdo de interferon (IFN), também
induzido por RANKL nestas células, o qual atua como inibidor da diferenciagdo
osteoclastica. Assim, as proteinas SOCS agem “retirando a atividade inibitdria”
dos IFNs sobre a osteoclastogénese induzida por RANKL em células precursoras
de osteoclastos (Hayashi et al.”, 2002). De fato, a supressido da expressio de
SOCS1 ou -3 inibe significativamente a osteoclastogénese induzida por LPS
microbiano e IL-6 (Ohishi et al.”®, 2005) sugerindo um papel complexo para as

proteinas SOCS na regulagdo da sinalizagdo de citocinas inflamatorias.



24

Evidéncias sugerem que, além de JAK/STAT, multiplas vias de
sinalizacdo estdo envolvidas na inducdo da expressdo de SOCS. Essas vias
participam da sinalizagdo intracelular iniciada por LPS (Bode et a.®, 1999; Crespo
et al."’, 2000; Niemand et al.”°, 2003; Stoiber et al.>, 1999), TNF-a (Bode et al.’,
2005), IL-1 (Ahmed, Ivashkiv', 2000), fatores de crescimento de fibroblastos
(Terstegen et al.*®, 2000) ¢ CPG-DNA bacteriano (Dalpke et al.'*, 2001). Nesse
contexto a expressdo de SOCS3 pode ser induzida por diferentes estimulos e vias
de sinalizacdo celular, particularmente por ERK (extracellular signal-regulated
kinase) e p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) como demonstrado
in vitro em diferentes linhagens de celulares (Caruso et al.'', 2009; Madonna et
al.*?, 2008).

p38, da familia das MAPKs, ¢ fortemente ativada por produtos
bacterianos como LPS e CpG e por citocinas proinflamatorias como TNF-o e IL1-
B e sua ativacdo € crucial para resposta celular e produgcdo de citocinas
inflamatérias (Roux, Blenis’’, 2004). Esta via de sinalizagdo tem papel na
regulagdo da expressdo génica de citocinas por mecanismos transcricionais e pds-
transcricionais, incluindo o controle da traducdo e estabilidade do RNAm. Em
contraste a ativacdo de mecanismos transcricionais por IL-6, TNF-a aumenta a
expressdo de SOCS3 pela estabilizagdo de seu RNAm. A ativagdo da via p38
MAPK ¢ necessaria para a estabilizagdo do RNAm de SOCS3 apo6s estimulo com
TNF-a e, conseqlientemente, aumento da expressdo protéica. Em fibroblastos e
macrdfagos deficientes de um dos substratos da p38 MAPK, a MK2 (MAPK-

activated protein kinase 2), a expressio basal de SOCS3 € reduzida, e a inducdo
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da estabilizagdo do RNAm de SOCS3 por TNF-a ¢ impedida, indicando o papel
da via p38 MAPK e de seu substrato MK2 na regula¢do da expressio SOCS3
(Ehlting et al."®, 2007).

Em resumo, a modulacio da atividade de STAT1 e STAT3 por
mecanismos regulatdrios endogenos representados pelas proteinas SOCS pode
afetar a expressdo de diversos genes com atividade proinflamatdria e, portanto,
associados a destruicdo tecidual observada em condi¢des inflamatorias como as
doengas periodontais.

Considerando a auséncia de informacdes relativas ao papel destes
mecanismos reguladores negativos da expressdo de citocinas inflamatorias nas
doengas periodontais e também que esta ¢ considerada modelo interessante para
outras condi¢des associadas a inflamagdo persistente, como a artrite reumatoide, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de SOCS1, SOCS3 na modulagéo
da sinalizagdo da via JAK/STAT em modelo de doenga periodontal induzido em
animais.

A partir do entendimento da cinética de expressdo e atuagdo de SOCS
durante a evolugdo da doenga periodontal inflamatdria, estudos futuros poderdo
ser direcionados ao entendimento de mecanismos envolvidos no controle da

expressdo génica de SOCS por antigenos bacterianos e citocinas inflamatdrias.
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JAK/STAT pathway

A B

FIGURA 1 - Sinalizagdo intracelular de citocinas e as proteinas SOCS. (A) Esquema ilustrativo
da via classica de transdugdo de sinais por citocinas inflamatdrias. Apds a ligagdo entre a citocina
no meio extracelular e seu receptor especifico, este dimeriza-se e ativa (por fosforilagdo, o “p” do
esquema) as Janus kinases (JAKS) associadas a por¢io citoplasmatica dos receptores. As JAKs
ativadas ativam por fosforilagdo outros sitios distais na porgdo citoplasmatica dos receptores, aos
quais se ligam as proteinas STATSs, que também dimerizam-se e apds translocagdo para o nucleo
celular atuam como fatores de transcri¢do iniciando a expressdo génica que vai culminar na
resposta bioldgica associada a citocina que iniciou o sinal. (B) Os possiveis mecanismos pelos
quais as proteinas SOCS modulam a sinalizacdo das citocinas inflamatérias. SOCS1 ¢ ilustrado
ligando-se a JAK ativada na porcdo citoplasmatica do receptor de citocina, inibindo a ativagdo de
sitios distais na por¢do citoplasmatica dos receptores e, conseqiientemente, o recrutamento e
ativacdo de STATs. SOCS3 ¢ mostrado ligando-se ao sitio de fosforilagdo na porgdo
citoplasmatica do receptor de citocina, impedindo a ativacdo da JAK. De forma interessante a

expressdo dos SOCS ¢ induzida transcricionalmente por citocinas inflamatérias.
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PROPOSICAO

Nossa principal hipdtese é de natureza descritiva, e tem o objetivo de
responder a seguinte questdo: Existem variacdes importantes na expressdo, e/ou
atividade dos reguladores negativos de sinalizacdo da via JAK/STAT durante a
evolucdo da doenca periodontal? Um melhor entendimento dos mecanismos
reguladores negativos da via JAK/STAT durante a resposta inflamatdria pode
fornecer informagdes uteis visando a modulacdo da expressdo de genes

proinflamatorios relevantes para o processo patogénico das doengas periodontais.

Objetivos Especificos:

1) Determinar o padrio temporal e os niveis de expressdo de SOCS1 e SOCS3,
tanto em nivel de RNAm quanto protéico durante a evolucdo da doenca
periodontal induzida em ratos;

2) Neste mesmo modelo avaliar, no nivel protéico, a ativagdo dos fatores de

transcri¢do STAT1 e STAT3.
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MATERIAL E METODO

Obtencdo e manutencdo de animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar (Norvegicus albinus) machos e
adultos pesando aproximadamente 250g. Os animais foram mantidos no biotério
da Faculdade de Farmécia de Araraquara - UNESP, de acordo com o Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e o Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP. Os animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno e receberam
alimentagdo granulada (Labina/Purina) e 4gua ad libitum, sendo pesados
semanalmente. O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) desta faculdade (Anexo 1).

Os 36 animais foram distribuidos em dois grupos experimentais:
* Grupo controle negativo (9 animais): receberam apenas inje¢ao de PBS.
* Grupo experimental (27 animais): submetidos a inducdo de doenga

periodontal.

Inducdo da doenca periodontal

Neste estudo, foram utilizados dois modelos de indugdo da doenga
periodontal: colocag@o de ligadura nos primeiros molares inferiores e injecdo de

LPS na regido palatina, entre os primeiros e segundos molares bilateralmente.
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Inicialmente os animais foram anestesiados por meio de administragao
de drogas por via intramuscular na pata posterior (0,08mL de ketamina e 0,04mL
de cloridrato de xilasina por 100g de peso corporal) e foram em seguida
posicionados em mesa operatoria. O modelo de ligadura foi obtido com a
colocagdo de um fio de algoddo nimero 40 ao redor dos primeiros molares
inferiores bilateralmente (Figura 2 e 3). Na regido palatina entre o 1° e 2° molar,
realizou-se com micro seringa HP Agilent Technologies (numero catdlogo -
51823499; volume 10uL; gauge 26; ponta niimero 2), a injecdo de 3ul de LPS
(20pg/uL diluido em PBS) de Eschericia coli 0127:B8 (numero de catdlogo -
L3129 - purified by phenol extraction - Sigma Chem Co) (Figura 4). As injecdes
de LPS foram repetidas 3 vezes por semana bilateralmente, durante as quatro
semanas de duragdo do experimento, sendo os animais anestesiados previamente a
realizacdo das injeg¢des. Os animais do grupo controle negativo ndo receberam
qualquer manipulacgdo, apenas recebendo inje¢do do veiculo (3uL de PBS, pH 7.4)

utilizado na dilui¢do do LPS microbiano.
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A B
A - Animal antes da colocagdo da ligadura
B - 1° molar sendo afastado
C D C - Colocagdo do fio de algoddo
D/E - Fio em posi¢do
F - Ligadura Finalizada
E F

FIGURA 2 - Seqiiéncia de colocagdo da ligadura no 1° molar inferior.

CONTROLE LIGADURA

FIGURA 3 - Ligadura em posi¢do ao redor do primeiro molar inferior apés 15 dias de indugio da
doenca evidenciando o acumulo de biofilme dental ao redor da ligadura bem como a inflamagao

gengival ao redor do primeiro molar.

INJECAO DE LPS

FIGURA 4 - Injecdo de LPS entre o 1° e 2° molares superiores.
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Sacrificio dos animais, obtencdo de amostras e delineamento experimental

Apods 7, 15 e 30 dias do inicio do experimento, 9 animais do grupo
experimental, bem como 3 animais do grupo controle negativo foram sacrificados.
A selecdo destes periodos considerou a representacdo do inicio da agressdo ou
periodos precoces do desenvolvimento da resposta imune-inflamatdria nos tecidos
periodontais (7 dias), uma vez que a ativagdo das vias de sinalizacdo e expressao
de citocinas ¢ usualmente bastante rapida e transitoria, com altera¢des no perfil de
citocinas expressas segundo a fase de desenvolvimento da resposta inflamatéria e
doenca periodontal. Os periodos de 15 e 30 dias seriam representativos da doenca
instalada em nivel moderado/avancado de severidade. A cronologia do

experimento esta representada na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Cronologia do Experimento

Tempo (dias) 0 7 15 30
Colocacio da ligadura +
Sacrificio et + +

+ Significa que o procedimento foi realizado no periodo indicado.

* Injecdes de LPS serdo realizadas 3 vezes/semana, durante as 4 semanas.

Imediatamente apds o sacrificio, a mandibula de cada animal foi
removida e separada em duas hemimandibulas, assim como os blocos envolvendo
1° e 2° molares superiores. Estas pegas provenientes da mandibula e da maxila

foram entdo reduzidas e destinadas a processamento histolégico ou a andlise
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macroscopica Ossea e extracdo de RNA total ou proteinas do tecido gengival,

conforme apresentado na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de hemimaxilas e hemimandibulas destinadas a cada experimento

Experimento Controle Grupos Experimentais
P (n por periodo) (n por periodo)

Anilise Histologica 2 4

Extraciao de RNA ) 6
(RealTime PCR)

Extracio de Proteinas 1 3

(Western Blot)
Analise Macroscopica da ) 5

Area de Reabsorcio Ossea

As pecas destinadas a andlise histoldgica foram fixadas por 48h em
formol tamponado 4%, descalcificadas em EDTA (0.5M, pH 8.0) durante 3 meses
(com troca de solugdo 3X por semana) e posteriormente incluidas em parafina.
Cortes seriados de 4um de espessura foram obtidos no plano frontal, montados em
laminas e corados com hematoxilina e eosina (H/E). Os cortes histolégicos foram
submetidos a analise quantitativa e qualitativa do processo inflamatorio.

As pecas destinadas a extragdo de RNA ou proteinas totais tiveram os
tecidos gengivais ao redor dos dentes envolvidos coletados e congelados em
nitrogénio liquido imediatamente apds o sacrificio e posteriormente transferidos
para freezer -80°C (Figura 5). Em seguida, as mesmas pe¢as foram utilizadas para

analise macroscopica da perda dssea alveolar.
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TECIDO INFEIROR

TECIDO SUPERIOR

FIGURA 5 - Tecidos coletados para extragdo de RNA total e proteinas pesando aproximadamente
4mg. Os tecidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer

-80°C.

Analise macroscopica da area de reabsorcio ossea

Com o objetivo de confirmar a destruicdo periodontal, induzida pela
doenca experimental, a 4drea de reabsor¢do dssea nas faces linguais/palatinas dos
molares envolvidos foram medidas macroscopicamente. Sete pecas de cada um
dos periodos experimentais (7, 15 e 30 dias) sendo 5 do grupo experimental e 2 do
grupo controle, cujos tecidos moles foram retirados para extragdo de
RNA/proteinas, foram imersas em perdxido de hidrogénio por 24 horas com o

objetivo de remover os tecidos moles remanescentes e posteriormente limpas com
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auxilio de uma sonda exploratdria e escovadas. Posteriormente as pecas foram
armazenadas em alcool 70% e coradas com azul de metileno (1,4g de azul de
metileno foram dissolvidos em 100ml de etanol 95%. 5ml dessa solug¢do foram
diluidos em 95ml de dgua): as pecas foram retiradas do alcool 70%, secas, imersas
por 5 minutos no corante previamente preparado e posteriormente lavadas
rapidamente com agua para retirar o excesso de corante.

A face lingual das pegas inferiores coradas foi fotografada em
microscopio (Leica MZ6 - magnificagdo de 20X) juntamente com papel
milimetrado (utilizado para calibrar o software de medicdo UTHSCSA ImageTool
3.0) e medidas por examinador cego para os grupos experimentais. A face lingual
foi escolhida pelo fato de que a face vestibular apresenta tdbua dssea que sobrepde
a crista Ossea alveolar, impedindo a medi¢do correta da reabsorc¢do alveolar. Foi
medida a 4rea compreendida pela perda dssea do 1° molar inferior (dente que
recebeu a ligadura) (Figura 6A).

Nas pecas superiores (indug¢do da doenga por LPS) foi medida a area
de perda dssea compreendida pela raiz distal do primeiro molar e pela raiz mesial
do segundo molar (Figura 6B). Esta area medida corresponde ao local de

aplicacdo do LPS.
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A - INFERIOR B - SUPERIOR

1° molar 1° molar
2° molar

FIGURA 6 - Desenho representativo. A area hachurada corresponde a area de perda 6ssea alveolar

calculada.

Estereometria

A andlise estereométrica foi realizada de forma similar a descrita
anteriormente por nosso grupo de pesquisa’ .

A andlise estereométrica do processo inflamatorio foi realizada com o
auxilio de um microscdpio de luz Leica DMLS (na magnificacdo de 200X). Um
total de 3 cortes foi avaliado por dente. Um intervalo 100um foi dado entre esses
cortes com o objetivo de se obter em 300pum de extensdo, areas representativas
das por¢des mesial, média e distal do dente. As areas de interesse dos cortes pré-
selecionados foram fotografadas com uma camera digital Leica DFC 300 FX e as
imagens capturadas foram arquivadas.

A técnica estereométrica de contagem de pontos foi empregada nos
cortes corados com H/E para avaliacdo da propor¢do de componentes teciduais
coincidentes com os pontos de interseccdo, em um plano bidimensional. Este

procedimento permite a avaliagdo quantitativa do quadro inflamatério nas

proximidades da agressao.
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Com esta finalidade, foi determinada a densidade volumétrica relativa
(ou propor¢do) dos seguintes componentes teciduais: fibras colagenas,
fibroblastos, células inflamatdrias e vasos sanguineos. Nos cortes inferiores, duas
diferentes localizacdes anatdmicas da porc¢do vestibular e lingual dos cortes foram
quantificadas: A- Submarginal - o tecido conjuntivo subjacente ao sulco gengival,
junto a base do epitélio juncional (EJ) — O limite coronal foi representado pela
borda apical do epitélio juncional e a estrutura dental correspondeu ao limite
medial (Figura 7A). B- Supracristal - o tecido conjuntivo proximo ao topo da
crista dssea (CO) — O limite apical foi delimitado adjacente a por¢do mais coronal

da crista dssea e a estrutura dental correspondeu ao limite medial (Figura 7B).

AREA SUBMARGINAL AREA DE SUPRACRISTAL

A B

FIGURA 7 - Posicéo das grades sobrepostas as imagens.

Nos cortes que receberam a injecdo de LPS, foi realizada apenas a
analise da regido palatina.
Apds a captura de imagens, a quantificacdo foi feita com o auxilio de

grade confeccionada com 32400um® de 4rea. Esta grade foi posicionada
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(sobreposta) preenchendo as duas regides de interesse da imagem (EJ e CO)
utilizando o software Adobe Photoshop CS4. Para cada grade, foram contados 50
pontos coincidentes sobre as estruturas histologicas. Em seguida, foi feita uma
andlise percentual de cada componente tecidual em relagdo ao numero total de
pontos contados por periodo experimental baseado nos trabalhos de Liu et al.*’ ¢
de Odze et al.”” para a representacio grafica da estereometria. Todas as analises
foram realizadas trés vezes por um examinador cego para o0s grupos
experimentais.

Estes mesmos cortes foram submetidos a uma segunda forma de
analise estereométrica. O processo inflamatério foi determinado através de um
escore de células inflamatérias (PMN/mononucleares) de acordo com Liu et al. *:
0, auséncia de células inflamatdrias; 1, inflamacdo leve, com uma pequena
quantidade de células inflamatérias; 2, inflama¢do moderada (niimero
significativo de células inflamatdrias difusas pelo tecido conjuntivo acima da
crista 6ssea); 3, inflamagdo severa, com predominancia de células inflamatorias.
Para a aplicagdo deste sistema de escores, os cortes histologicos mandibulares
foram divididos em 3 éareas de forma ficticia, tendo como base o topo da crista
Ossea, em direcdo ao tecido conjuntivo gengival. As regides pré-determinadas e
avaliadas foram: A, préxima ao dente; B, o centro da crista 6ssea, C, lateralmente
a crista dssea (Figura 8). O modelo de ligadura foi avaliado para essas 3 regides
pelo lado vestibular e lingual. J4 os cortes maxilares, tratados com LPS, sofreram

andlise da por¢do palatina. O valor médio para cada animal foi determinado e
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usado para avaliar a extensdo do quadro inflamatério durante os diferentes

periodos experimentais dos modelos de ligadura e LPS.

FIGURA 8 - Divisdo do corte em 3 sec¢des: (A) proximo ao dente (B) centro da crista 6ssea (C)

lateralmente a crista dssea.

Extracdo de RNA total, transcricdo reversa e PCR em tempo real

O RNA total dos tecidos coletados foi extraido com o kit RNAqueous-
4PCR, segundo o protocolo do fabricante (Ambion, Inc).

O tecido coletado foi macerado em 100uL de tampao de lise em tubo
de 1,5mL com o auxilio de pildo plastico fornecido com o kit. O mesmo volume
(100uL) de etanol 64% foi adicionado ao tecido lisado e misturado
cuidadosamente. Essa mistura foi transferida para um filtro e centrifugada a
15000g por 1min. O filtrado foi descartado e o “cartucho” do filtro utilizado nos
passos seguintes. 700pL da solu¢do de lavagem numero 1 foram passados pelo

filtro, utilizando a centrifuga, como no passo anterior. Do mesmo modo, o filtrado
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foi descartado e o filtro preservado. O mesmo procedimento foi repetido por 2
vezes com 500uL de solugdo de lavagem ntimero 2/3.

O filtro foi transferido para um novo tubo coletor e a solugdo de
elui¢do (previamente aquecida a 70°C) pipetada no centro do filtro. Essa primeira
aliquota foi de 40pL. Em seguida, o filtro foi fechado. A solug¢do obtida foi
centrifugada por 30s, a 15000g, em temperatura ambiente. Uma segunda aliquota
de 10uL foi pipetada no centro do filtro e a solugcdo novamente centrifugada por
30s. (Essa segunda aliquota foi coletada no mesmo tubo da primeira.)

A solugdo obtida foi misturada cuidadosamente e tratada com Sul de
tampao de DNAse 1 (volume igual a 10% do volume total da solugdo) e 1uL de
DNAse, para cada amostra. Em seguida, incubada por 30 min a 37°C.

Os passos seguintes removeram a DNAse da preparacdo. Foram
adicionados 5,6pL do reagente de inativagdo da DNAse (quantidade igual a 10%
do volume total da solug@o). O tubo foi agitado com cuidado (para dispersar o
reagente) e incubado por 2min em temperatura ambiente, sendo que, durante esse
tempo, foi agitado mais uma vez. Cada amostra foi centrifugada a 10000g por
Imin para formar um pellet do reagente de inativacdo da DNAse.

A quantidade e pureza do RNA foram determinadas em
espectrofotometro de luz UV (Biomate 3 - Thermo Electron Corporation) por
meio da avaliagcdo das absorbancias a 260nm e da relagdo entre as absorbancias a
260/280nm, respectivamente. A integridade do RNA total foi avaliada por meio

de resolucdo de 0,5ug do RNA purificado em eletroforese em gel de agarose 1%.



42

A integridade foi determinada pela observacdo de bandas bem definidas

correspondentes aos fragmentos 18S e 28S do RNA ribossomico (Figura 9).

AMOSTRAS INFERIORES AMOSTRAS SUPERIORES

— 28 —
— 18§ -—

FIGURA 9 - Eletroforese em gel de agarose 1% para avaliar a integridade do RNA total extraido
pela observagdo de bandas bem definidas correspondentes aos fragmentos 18S e 28S do RNA

ribossomico de 6 das amostras extraidas por modelo de indugdo.

A sintese de cDNA foi realizada subseqiientemente em termociclador
(MyCycler - Bio-Rad), utilizando o kit TagMan Reverse Transcription Reagents.
Foram utilizados 400ng de RNA total por amostra na presen¢a de adgua livre de
nucleases, Oligo-dT, dNTPs, MgCl2, inibidor de RNAse e enzima de transcriptase
reversa, de acordo com o protocolo do fabricante (Applied Biosystems) nas
seguintes condi¢des de ciclagem: 25°C por 10 minutos, 48°C por 30 minutos e
95°C por 5 minuto.
1uL do produto da reagdo de trasncri¢do reversa foi utilizado num
volume total de reagdo de PCR de 20uL. Este volume incluiu, além do produto da
reacdo de RT, 8uL agua livre de nucleases, 10uL TagMan gene expression master
mix e 1uL TagMan gene expression assays (Applied Biosystems) para os genes

alvo de rato (Tabela 3).
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Tabela 3 - Informagdes sobre os conjuntos de primers e sondas TagMan pré-otimizados para PCR

em tempo Real (TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems)

Gene Alvo Assay ID Acession # Amplicon (bp)

GAPDH Rn99999916 sl NM _017008.3 87
SOCS1 Rn00595838 sl NM_ 145879.1 76
SOCS3 Rn00585674 sl NM_053565.1 73
RANKL Rn00589289 ml NM 057149.1 69
OPG Rn00563499 ml NM 012870.2 75
TNF-a Rn01525859 ¢l NM 012675.2 92
IL-6 Rn99999011 ml NM 012589.1 90
IL-10 Rn00563409 ml NM 012854.2 70

As condigdes pré-otimizadas de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2
minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. O PCR em tempo real foi realizado em um equipamento Step One Real
Time PCR System (Applied Biosystems). Os niveis relativos da expressido dos
genes foram calculados de acordo com as instrugdes da Applied Biosystems,
utilizando a GAPDH como gene normalizador.

Os dados foram expressos usando o método de Ciclo limite (Ct ou
Cycle treshold), ou seja, o nimero de ciclos no qual a curva logaritmica de PCR
cruza uma linha de corte arbitrariamente calculada. Os valores foram

normalizados subtraindo-se o Ct obtido da amplifica¢do especifica do gene alvo
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pelo Ct do gene normalizador (ACt). Devido a caracteristica logaritmica desse

g ~ A -AC ~
valor, houve a utilizagdo do pardmetro 2™°“', para a expressio dos dados.

Western blot

A ativagdo de STATI e STAT3 bem como a expressdo global de
SOCSI e SOCS3 foram avaliadas utilizando amostras de proteina total extraidas
dos tecidos gengivais coletados dos ratos representativas dos diferentes periodos
experimentais.

Para isto, foi preparado o tampao de extragdo contendo T-PER (Tissue
Protein Extraction Reagent - Pierce) e o coquetel inibidor de protease (Protein
Stabilizing Cocktail - Pierce). 30uL deste tampao foi adicionado a cada um dos
tecidos, os quais foram macerados, centrifugados por 5 minutos a 13.000 RPM a
4°C (Sorvall fresco), com posterior remoc¢do do sobrenadante. Os extratos de
proteina foram entdo quantificados pelo método de Bradford (Bio-Rad) a 595nm
em leitor de ELISA ELx 800 (Bio-Tek).

Em seguida, as amostras de proteina foram homegeneizadas a um
tampdo de amostra contendo SDS 2% (3x SDS Sample Buffer Blue - Cell
Signaling) e 41.7mM de DTT (30x DTT - Cell Signaling). Esta homogenizacao
foi feita em gelo, seguida de fervura para desnaturagdo protéica a 97°C por 5
minutos, posterior centrifugacdo de 30 segundos a 13000 RPM (centrifuga 5415D
- Eppendorf) e manutencdo em gelo por 5 minutos, procedimentos também

realizados para o padrao de peso molecular biotinilado (Cell Signaling).
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Para o Western blot, 30 ug de cada uma das amostras foram
carregadas nos pocos de géis de poliacrilamida Tris-Cl a 10% (Mini-Protean 3 cell
- Bio-Rad) para resolug@o por eletroforese descontinua (SDS-PAGE), utilizando
voltagem constante de 100V por 90 minutos, seguidos de eletro-transferéncia
(Mini Trans-blot Electrophoretic Transfer Cell - Bio Rad) para membranas de
nitrocelulose com poros de 0,45uM (Bio-Rad) em tampdo contendo 20% de
metanol utilizando corrente constante de 300mA por 60 minutos. Apds o bloqueio
em tampao Tris-NaCl (TBS) contendo 5% de leite desnatado liofilizado (tampao
de bloqueio) por 1 hora sob agitacdo (TS-2000 VDRL shaker - Biomixer) a
temperatura ambiente, as membranas receberam 3 lavagens de 10 minutos com
tampao TBS-Tween (TBS-T) a 0,1% e foram incubadas sob agitacdo (Mini
Rocker MR-1 - Biosan) overnight a 4°C com os anticorpos primarios para as
proteinas de interesse: SOCSI, -3 (1:200 - Santa Cruz Biotechnology), phospo-
STATI, -3 (1:100 - Santa Cruz Biotechnology), STATI, -3 (1:200 - Santa Cruz
Biotechnology), além de GAPDH (1:500 - Santa Cruz Biotechnology) para
confirmar que quantidades iguais de proteinas totais foram utilizadas. Os
anticorpos secundarios utilizados (conjugados a horseradish peroxidase) foram
diluidos de acordo com as instrugdes do fabricante (Santa Cruz Biotechnology).
Para p-STATs, utilizou-se o anticorpo secundario anti-cabra (1:5000 - Santa Cruz
Biotecnology) diluido em blocking buffer e para as demais proteinas, um
anticorpo secundario anti-coelho (Santa Cruz Biotechnology) nas mesmas
condi¢des. Apos remogdo do anticorpo primdrio e 3 lavagens de 10 minutos com

TBS-T, a incubacdo com o secundario foi realizada por 1 hora a temperatura
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ambiente sob agitagdo (TS-2000 VDRL shaker - Biomixer). Em seguida, as
membranas foram novamente lavadas e a deteccdo da presenga das proteinas
realizada por um sistema de quimioluminescéncia (ELC, Pierce).

Imagens digitalizadas dos filmes radiograficos para Western blot

foram obtidas em um sistema de digital de fotodocumentacdo (ImageQuant 100 -

GE Healthcare).

Analise Estatistica

Os dados obtidos em nosso estudo foram divididos em 2 grupos de
acordo com os modelos experimentais de indugdo da doenca periodontal
utilizados sendo que a andlise estatistica foi realizada separadamente em cada um
destes modelos (ligadura e LPS) utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Para andlise da 4rea de
reabsor¢do Ossea, analise quantitativa dos componentes teciduais por
estereometria e PCR em tempo real a andlise estatistica foi feita através de andlise
de variancia one-way Anova seguido de comparag@o entre os grupos com o teste
de Tukey. Para andlise qualitativa (escores) do processo inflamatorio por
estereometria foi utilizado teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis complementado
pelo teste de comparagdo multipla de Dunn para avaliar a diferenga entre os
periodos de inducdo da doenca. Foi considerado nivel de 5% de significancia

como regra de decisdo por uma diferenca significativa.
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RESULTADO

Analise macroscopica da area de reabsorcio ossea

A area de perda Ossea dos animais experimentais e controles foi
medida macroscopicamente. Os valores obtidos da média de perda déssea dos
animais experimentais foram subtraidos das médias de perda dos grupos controle
divididos por periodo. Os resultados foram submetidos ao teste paramétrico One-
way ANOVA complementado pelo teste de Tukey para avaliar a diferenga entre os
periodos de inducdo da doenga e estdo apresentados nas figuras abaixo (Figuras

10e11).

FIGURA 10 - Média e desvio padrio da area da perda dssea (mm?), na face lingual dos molares
inferiores, de acordo com os periodos experimentais (7, 15 e 30 dias). (* p< 0,05 em relagdo aos

outros periodos).
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FIGURA 11 - Média e desvio padrdo da area da perda 6ssea (mm?), na face palatina dos molares
superiores, de acordo com os periodos experimentais (7, 15 ¢ 30 dias). (* p< 0,05 em relag@o aos

outros periodos).

Apesar dos modelos de inducdo de doenga periodontal tanto por

15, 28, 56
» 7 7T estes

ligadura quanto por LPS j& estarem estabelecidos na literatura
resultados comprovam que a inducdo da doenga periodontal experimental em
nosso estudo foi efetivamente realizada, por ambos os métodos. E interessante
notar que no método de ligadura a perda dssea ja € expressiva no periodo de 7
dias, sugerindo um processo agudo de perda tecidual que pode ter sido gerado
pelo trauma mecanico associado a colocagdo da ligadura, seguido de uma
progressdo significativa, porém mais lenta nos demais periodos, sugerindo um

processo cronico. J4 no método do LPS, a destruigdo inicia-se mais lentamente,

porém mantém um ritmo de perda Osseo acelerado mesmo nos periodos
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posteriores, provavelmente, como resposta as aplicacdes repetidas de LPS até o

final do experimento.

Estereometria

Com as amostras obtidos dos cortes histologicos (Figuras 12 e 13) de
6 animais por periodo (2 do grupo controle negativo e 4 do grupo experimental),

foram feitas as andlises estereométricas:

FIGURA 12 - Imagens obtidas (200X) dos cortes histoldgicos inferiores corados com H/E de

acordo com os periodos experimentais (7, 15 e 30 dias).
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FIGURA 13 - Imagens obtidas (200X) dos cortes histologicos superiores corados com H/E de

acordo com os periodos experimentais (7, 15 e 30 dias).

A - Contagem de Pontos - Anélise Quantitativa dos Componentes Teciduais

Os resultados foram submetidos ao teste paramétrico One-way
ANOVA complementado pelo teste de Tukey para avaliar a diferenca entre os

periodos de indu¢do da doenga e estdo apresentados nos graficos abaixo:
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INFERIOR - LIGADURA

FIGURA 14 - Resultados da analise estereométrica dos componentes teciduais dos cortes
histolégicos inferiores através da técnica de contagem de pontos. (* p< 0,05 em relagdo ao grupo

controle).
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SUPERIOR - LPS

FIGURA 15 - Resultados da analise estereométrica dos componentes teciduais dos cortes
histoldgicos superiores através da técnica de contagem de pontos. (* p< 0,05 em relagdo ao grupo

controle).
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A andlise estereométrica (Figuras 14 e 15) e as imagens ilustrativas
(Figuras 12 e 13) demonstram que em ambos os modelos de indu¢do de doenca
periodontal (ligadura e LPS) ocorreu evidente reacdo inflamatoria. Esta reagdo é
representada por um aumento significativo no niimero de células inflamatorias e
estruturas vasculares. A mudang¢a na composi¢do do tecido conjuntivo, incluindo
uma diminui¢do sobre o nimero de fibroblastos e na densidade de colageno é um
achado comum na doenga periodontal. As caracteristicas histologicas gerais
associadas aos modelos de LPS e ligadura sdo semelhantes; porém, a severidade
da inflamacdo ¢ reduzida progressivamente no modelo de inducdo por ligadura
quando comparados os 3 periodos experimentais, bem como hd uma tendéncia de
aumento no nimero de fibroblastos e colageno, nos periodos de 15 e 30 dias.

No modelo de doenga periodontal induzida por LPS a inflamagéo ¢
sustentada, tanto na drea submarginal como na area de crista dssea ao longo do
periodo experimental de 30 dias, o que ¢ coerente com o desafio do sistema imune
do hospedeiro ao estimulo agressivo persistente (LPS), ja que as inje¢des foram

realizadas 3 vezes por semana durante todo o periodo experimental.

B - Escores - Andlise Qualitativa do Processo Inflamatoério

Os resultados foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis complementado pelo teste de comparacdo multipla de Dunn para avaliar a

diferenga entre os periodos de indu¢do da doenga. Como ndo foram encontradas
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diferencas entre as densidades celulares nas 3 areas analisadas, os escores foram

combinados e os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras abaixo:

FIGURA 16 - Resultados da analise qualitativa do processo inflamatério. (* p< 0,05 em relagéo ao

grupo controle).

E interessante notar que no modelo de indugdo de doenga periodontal
por ligadura (Figura 16), atingiu-se o escore maximo ja no periodo de 7 dias de
inducdo da doenca. A severidade da inflamag¢do foi reduzida progressivamente
quando comparados os 3 periodos experimentais, sendo que no periodo de 30 dias
ocorreu uma significante diminuicao do infiltrado celular.

J&4 no modelo de inducdo por LPS (Figura 16), ¢ interessante observar
a significante manuten¢do do infiltrado celular em todos os periodos
experimentais. Este fato se deve ao estimulo agressivo persistente, representado

pelas injecdes de LPS 3 vezes por semana, durante todo periodo experimental.
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PCR em tempo real

Com amostras obtidas de 8 animais por periodo (2 do grupo controle
negativo e 6 do grupo experimental), foi feita a quantificacdo da expressdo de
RNAm de SOCS1 e SOCS3, dos mediadores envolvidos na osteoclastogénese
RANKL e OPG, das citocinas inflamatorias TNF-o e IL-6 e da citocina anti-
inflamatoria IL-10 durante a evolucdo da doenca periodontal induzida
experimentalmente por ligadura e LPS utilizando PCR em tempo real. Os dados
obtidos das médias das duplicatas de cada amostra foram normalizados para
niveis de expressdo de GAPDH e expressos como ‘‘fold-change” em relacdo aos
niveis nos animais sem inducdo de doenga. Os resultados foram submetidos ao
teste paramétrico One-way ANOVA complementado pelo teste de Tukey e estdo

apresentados na figura abaixo (Figuras 17 e 18).
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Expresséo de IL-10

Penodos (dias)

Fold-change
.

-

FIGURA 17 - As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrao de

6 amostras inferiores (ligadura) por periodo de acordo com os periodos experimentais (7, 15 e 30
!
dias). (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; ~ p< 0,05 em relagdo aos grupos dos outros

periodos).
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FIGURA 18 - As barras nos graficos indicam as médias e as linhas verticais os desvios-padrao de

6 amostras superiores (LPS) por periodo de acordo com os periodos experimentais (7, 15 e 30
|
dias). (* p< 0,05 em relagdo ao grupo controle; =~ p< 0,05 em relagdo aos grupos dos outros

periodos).
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Os resultados apresentados demonstram que houve regulacio evidente
da expressdo de SOCS1 e SOCS3, que apresentaram os niveis aumentados ja a
partir dos 7 dias em relagdo aos animais do grupo controle, com pico de expressao
aos 15 dias por ambos os modelos (ligadura e LPS).

A expressio de RNAm de mediadores proinflamatorios e anti-
inflamatorias também foram avaliadas com o objetivo de caracterizar o perfil
inflamatério nos diferentes periodos e modelos de indugdo. E interessante
observar que tanto os mediadores ligados a osteoclastogénese quanto os
mediadores proinflamatorios obedecem a mesma cinética de expressdo. No
modelo de ligadura, apresentam pico de expressdo aos 7 dias, sendo que nos
periodos seguintes a expressdo diminui significantemente de forma progressiva. Ja
no modelo de LPS, o pico de expressdo destes mediadores ocorre aos 15 dias,
sendo que aos 30 a expressdo ¢ diminuida, porém ainda ¢ maior que no grupo
controle e 7 dias. Em relagdo a citocina antiinflamatoria IL-10, observamos nos 2
modelos uma tendéncia a aumento ao longo dos 30 dias, sendo que esta tendéncia

foi atenuada no modelo de LPS.

Western blot

Com amostras obtidas de 12 animais por moldelo (3 do grupo controle
negativo ¢ 9 do grupo experimental sendo 3 amostras por periodo), foram feitos
trés experimentos independentes para avaliar a presenca e o padrdo temporal dos

niveis de expressdo protéica de SOCS1 e -3. A ativacdo dos fatores de transcricdo
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STATI e -3 também foi avaliada por meio de suas formas totais e fosforiladas.
Para demonstrar que a mesma quantidade de proteinas foi carregada em cada
amostra a expressdo do gene constitutivo GAPDH também foi avaliada.

Os resultados dos trés experimentos foram semelhantes e estdo

representados nas figuras abaixo (Figuras 19 e 20):

FIGURA 19 - Imagens representativas de 1 dos 3 experimento independentes realizados. As

colunas indicam os diferentes periodos avaliados.

Os resultados apresentados na figura acima demonstram que no
modelo de indugdo por ligadura a expressdo protéica de SOCS1 e SOCS3, esta
aumentada ja a partir dos 7 dias de indu¢@o, sendo que nos periodos seguintes a

expressdo diminui, porém se mantém maior em relacdo a expressio no grupo
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controle. E interessante notar que os niveis de expressdo de STAT1 e STAT3 em
sua forma total e fosforilada (p-STAT3) acompanham os niveis de expressdo de
SOCS1 e -3 respectivamente. A ativagdo de p-STATI1 ndo foi detectada em

nenhum dos experimentos realizados.

FIGURA 20 - Imagens representativas de 1 dos 3 experimento independentes realizados. As

colunas indicam os diferentes periodos avaliados.

Os resultados apresentados na figura acima demonstram que no
modelo de indugdo por LPS a expressdo protéica de SOCS1 e SOCS3, esta
aumentada a partir dos 15 dias, sendo que no periodo seguinte a expressdo se
mantém elevada, em relacdo aos animais do grupo controle e do grupo de 7 dias.

E interessante notar que os niveis de expressio de STAT1 e STAT3 em sua forma
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total e fosforilada (p-STAT3) acompanham os niveis de expressdo de SOCSI1 e -3
respectivamente. A ativagdo de p-STATI1 ndo foi detectada em nenhum dos

experimentos realizados.
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DISCUSSAO

Os modelos animais de indu¢@o de periodontite j& estdo estabelecidos
na literatura e ajudam no entendimento da patogénese da doenga periodontal®~°,
sendo que as informagdes derivadas destes estudos podem ser Tuteis no
entendimento de diversas condi¢des inflamatorias de carater cronico. Dois dos
modelos mais utilizados sdo: colocagdo de ligadura nos primeiros molares e
injegdo de LPS diretamente na gengiva'”. A utilizagdo do LPS para indugdo de
reabsorcdo Ossea periodontal ¢ um método bastante utilizado na literatura e visa
possibilitar a avaliacdo da expressdo dos genes de interesse apds estimulo inicial
limitado ao foll-like receptor. Optamos por utilizar LPS de Eschericia coli,
agonista de TLR-4, ja que diversos estudos demonstram que SOCS1 ¢ regulador
negativo de TLR-4""**, Embora o modelo de indugéo por LPS tenha demonstrado
eficacia, in vivo e in vitro, na indugdo da expressdo de mediadores inflamatorios
que induzem a inflamag¢@o cronica resultando em destrui¢do 6ssea, o modelo de
inducdo por ligadura € considerado por muitos autores, como mais representativo
da periodontite em humanos. Na doenca periodontal induzida por ligadura, além
da possibilidade de participagdo de um estimulo mecanico na inducdo da resposta
inflamatoria, o acimulo de microrganismos vidveis e naturalmente presentes na
espécie animal (em contraste a modelos de monoinfec¢do utilizando
microrganismos presentes em humanos, mas ndo em roedores), implica na

participagdo de diferentes antigenos ou padrdes moleculares associados a

patégenos (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), como toxinas e
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produtos do metabolismo microbiano, CpG DNA, flagelos e peptideoglicanos.
Embora a inducéo por ligadura possa representar mais apropriadamente a situacio
clinica da doenga periodontal no humano, a complexidade dos antigenos
envolvidos interagindo com diferentes receptores e levando a ativag@o de diversas
vias de sinaliza¢do intracelular dificulta a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no processo de destrui¢do do tecido conjuntivo e 0sseo.
Assim, para efeito comparativo, optamos por utilizar estas 2 metodologias de
indugdo.

Para caracterizacdo do perfil inflamatdrio nos diferentes modelos de
inducdo bem como nos diferentes periodos avaliados, em nosso estudo, foi feita
avaliacdio de RNAm de diferentes mediadores com atividade proinflamatoria e
antiinflamatéria. O perfil de expressdo destes mediadores acompanhou a
intensidade do processo inflamatdrio verificado pela estereometria e a perda dssea
durante a progressdo da doenca periodontal experimental nos dois modelos
analisados. Observamos que no modelo de ligadura a express@o dos mediadores
RANKL, IL-6 e TNF-a foi mais intensa aos 7 dias de indu¢do, sugerindo uma
maior intensidade inicial de agressdo (verificada pela estereometria e pela area de
reabsorcdo Ossea), com caracteristica de resposta mais aguda. Sendo que nos
periodos seguintes a inflamag¢@o diminuiu progressivamente e a perda dssea segue
uma progressdo significativa, porém mais lenta, acompanhando a diminui¢do na
expressdo de RNAm dos mediadores. J4 no modelo de LPS o pico de expressio
destes mediadores ocorreu aos 15 dias, acompanhado pelo pico de intensidade do

infiltrado inflamatdrio e de uma ““aceleracdo” na perda 6ssea, sendo que aos 30
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dias os niveis dos mediadores proinflamatorios TNF-a e IL-6, bem como a
intensidade da inflamagdo e a perda dssea se mantiveram elevadas em relacdo ao
grupo controle. Estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados na
literatura que demonstram o papel destes mediadores na indugdo de reagdo
inflamatéria e na reabsor¢do 6ssea alveolar na doenga periodontal®’>"*+*>%,

Em relagdo a citocina antiinflamatoria IL-10, houve uma tendéncia de
aumento ao longo dos 30 dias do periodo experimental em ambos os modelos
(LPS e ligadura), sendo esta tendéncia atenuada no modelo de LPS. IL-10 regula a
producdo e diferenciacdo de células B e seu aumento interfere na modulagio da
resposta imune®’. Sendo assim a doenga periodontal passa para um “carater” mais
cronico caracterizado pela redu¢do da intensidade da agressdo no modelo de
ligadura aos 30 dias, onde a expressdo de IL-10 atingiu o nivel mais elevado.
Além disso, IL-10, em células precursoras de osteoclastos, inibe a
osteoclastogénese induzida por RANKL*, e pode ser uma citocina importante na
recuperagdo da homeostase do processo de doenca periodontal associado ao
equilibrio microbiota/hospedeiro®. Os dados encontrados na literatura corroboram
os resultados encontrados em nosso trabalho quando observamos que, apesar das
diferengas anatomicas, a drea que recebeu inje¢des de LPS apresentou perda dssea
mais severa que a area que recebeu ligadura ao final do periodo experimental de
30 dias.

Ainda em relagdo a expressdo de RNA dos mediadores inflamatoérios,
¢ interessante observar que a intensidade da modulacdo de IL-6 e TNF-a

(representada pela magnitude do ‘fold-change” em relagdo aos respectivos
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controles sem doenga) foi notavelmente maior no modelo de LPS, suportando os
achados de maior severidade de inflamag¢do e de perda Ossea das andlises
histologicas e medidas de reabsor¢do dssea, enquanto a intensidade da regulagdo
de IL-10 foi superior no modelo de ligadura, suportando a observacdo que no
modelo de LPS a agressdo ao hospedeiro ¢ mais intensa e sustentada durante o
periodo experimental.

A presenca de intenso infiltrado inflamatorio e reabsor¢do Ossea
verificada aos 7 dias de inducdo por ligadura pode ser, ao menos parcialmente,
atribuido ao trauma mecanico gerado com a colocagdo da mesma. Ja a reducdo do
processo inflamatdrio e desaceleracio da reabsorc¢do dssea aos 30 dias, podem ser
devidas ao deslocamento do tecido gengival apicalmente, na tentativa de afastar-
se da agressdo e recuperar o espago bioldgico. Apds a colocacdo da ligadura, esta
ndo foi reposicionada apicalmente a medida que ocorria a migrag¢do apical da
margem gengival, havendo assim um maior distanciamento entre os tecidos
periodontais e o estimulo agressor, o que proporcionou a diminuicdo da
intensidade da agressdo. J4 no modelo de indu¢@o por LPS as repetidas injecdes,
realizadas 3x/semana, mantinham a intensidade da agressdo. Estas diferen¢as nos
quadros inflamatdrios, atribuidas as metodologias empregadas, influenciaram
diretamente nos resultados deste trabalho. Sendo assim, foi possivel observar
diferencas significativas na expressdo de SOCS1 e -3, nos diferentes modelos
avaliados.

Nos resultados obtidos em nosso estudo, ambos os modelos

experimentais de indu¢do de doenga periodontal utilizados demonstram aumento
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na expressdo de SOCSI1 e -3, tanto em nivel de RNAm quanto em nivel protéico,
em comparagdo aos niveis de expressdo observados nos animais do grupo
controle. As proteinas SOCS sdo reguladoras negativas da sinalizacdo
inflamatoria gerada por TLRs e citocinas proinflamatdrias e atenuam a transdugao
do sinal como parte de um ‘feedback” negativo que inibe a resposta ao estimulo
seguinte. Portanto, de acordo com nossos resultados, a expressio de SOCS
geralmente ¢ ausente ou minima em tecidos saudaveis, e sua expressao diferencial
em tecidos inflamados pode determinar o resultado da reacdo inflamatéria’.
Ambos SOCS1 e -3 sdo reguladores negativos de mecanismos imune inato e
adaptativo na artrite inflamatéria®, e sua deficiéncia resulta no aumento da

1117 O nivel aumentado de SOCS encontrado nos animais dos

destruicdo tecidua
grupos experimentais ¢ coerente com os dados da literatura que demonstram que a
expressdo de SOCS1 e -3 ¢ induzida frente a estimulos inflamatorios e a presenga
de citocinas com atividade inflamatdria presentes em sitios periodontais doentes
como ¢ o caso de IL-6, INF-y e TNF-0'****. Além disso, estudos realizados em
biopsias gengivais retiradas de pacientes com gengivite ou periodontite cronica
demonstraram aumento de expressdo de SOCSI1 e -3 quando comparados com
grupo controle sem a doenga®'. De fato, as mudangas quantitativas e qualitativas
no biofilme oral de condigdes saudaveis para condigdes doentes sdo bem
estabelecidas, e resultam em intenso desafio antigénico o que pode levar a uma
inducdo na expressdo de SOCS.

Uma vez que a expressdo de SOCS pode ser regulada por diversos

. . , 51 . . , .
mediadores inflamatorios’, a severidade do processo inflamatorio presente nos
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tecidos periodontais pode influenciar a produg¢do de SOCS por diferentes tipos
celulares. Este fato foi observado em nossos resultados, que demonstraram que o
perfil de expressdo de SOCS em nivel protéico acompanhou a severidade do
processo inflamatdrio e a perda 6ssea durante a progressdo da doenga periodontal.
Sendo assim, no modelo de ligadura, ja aos 7 dias acorreu pico de expressio
protéica de SOCS1 e -3, sendo que nos periodos seguintes esta expressdo foi
diminuida, mas manteve-se maior que a expressdo no grupo controle. J& no
modelo de indugdo por LPS, o pico ocorreu aos 15 dias e os niveis se mantiveram
altos no periodo de 30 dias. Desta forma foi possivel constatar uma importante
correlacdo entre a expressdo de SOCS, a intensidade do processo inflamatdrio e
densidade de células inflamatdrias, sugerindo a participagdo destas células na
cinética de expressdo de SOCS.

Diversos estudos demonstram que a fung¢do predominante de SOCS ¢
impedir que o sinal gerado pela ligagdo da citocina ao receptor ative STAT>".
Através de um mecanismo de regulagdo negativo, o aumento da atividade de
STAT, leva a um aumento da expressdo de SOCS na tentativa de diminuir a
ativacdo da via JAK/STAT e consequentemente a injuria excessiva nos tecidos do
hospedeiro™. De forma interessante e de acordo com a literatura em ambos os
modelos apresentados em nosso estudo, os niveis de expressdo protéica de SOCSI
e -3 acompanharam os niveis de expressdo protéica de STATI1 e -3 nas formas
total e fosforilada (apenas p-STAT3), respectivamente. De fato, o aumento na
producdo de mediadores inflamatdrios por células residentes e inflamatorias na

presenca de estimulo nocivo, no caso ligadura ou LPS, leva a um aumento na
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sinalizagdo intracelular e maior ativagdo de fatores de transcri¢io”. Estes dados
sugerem que o aumento da expressdo de SOCS1 e SOCS3 pode representar um
mecanismo de regula¢do negativa em resposta ao aumento, respectivamente, da
atividade de STAT1 e STAT3, e pode ser um mecanismo importante na regulagdo
da expressdo de genes relacionados a resposta imune/inflamatoria e a reabsorcao
Ossea durante a doenga periodontal.

Estudos in vivo demonstram a importancia de SOCS3 na modulagdo
negativa da via de sinalizacdo gpl30/STAT3 no processo de cicatrizacdo de
feridas. A auséncia de SOCS3 leva a um aumento na atividade de STAT3

. s 3972
causando retardo na cicatrizagdo”

. Em nosso estudo, verificamos que mesmo
apos 30 dias da colocacdo da ligadura, os niveis de RNAm e protéicos de SOCS3
se mantiveram elevados. De fato, a migracdo do epitélio e o afastamento do
estimulo agressor, levaram a diminui¢do do infiltrado inflamatério, acompanhada
de uma tentativa de reparagdo caracterizada pela tendéncia ao aumento de
fibroblastos e colageno verificado por estereometria. Estes resultados sugerem que
SOCS3 também pode participar na cicatrizagdo dos tecidos periodontais.

Os resultados encontrados neste estudo sugerem relacdo entre os
niveis de expressdo de SOCS e a progressdo e severidade da doenga periodontal
experimental em ratos. A compreensdo do papel de SOCS na regulagio negativa
da sinalizagdo celular da via JAK/STAT e no desenvolvimento das doengas

periodontais pode fornecer bases para futuras intervengdes terapéuticas buscando

a limitacdo do processo inflamatdrio.
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Novos estudos visando manipular a expressdo de SOCS1 e -3 para
avaliar os efeitos sobre a modulacdo da resposta inflamatoria e da rede de
citocinas estabelecida nas doengas inflamatdrias sdo necessarios para determinar a

participag¢do de SOCS na progressdo e severidade das doengas periodontais.
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CONCLUSAO

Este estudo demonstra a cinética de expressdo, em nivel de RNAm e
protéico, de SOCS1 e SOCS3 em dois diferentes modelos experimentais de
doenga periodontal induzida, sugerindo um possivel envolvimento desta familia
de proteinas na regulacdo do processo inflamatorio responsavel pela destruicio
periodontal.

O perfil de expressdo protéica de SOCS1 e -3 acompanharam a
ativacdo dos fatores de transcricio STATI e -3 durante o curso da doenga
periodontal e foram distintos nos modelos de LPS e ligadura. Além disso, esta
expressdo parece estar relacionada positivamente ao grau da reabsorcdo Ossea
alveolar e a severidade do processo inflamatério nos tecidos moles na doenga

periodontal em ratos.
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