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Magalhdes FAC. Efeito protetor da Interleucina-4 na reabsorcdo dssea periodontal induzida
por agonista de TLR2 (Pam2CSK4) [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

A periodontite é resultado do desequilibrio entre o biofilme bacteriano e a resposta imune do
hospedeiro. Componentes bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS) e as lipoproteinas, sao
reconhecidos pelo sistema imune e desencadeiam a produc¢ao de citocinas que auxiliam no
combate a infeccdo, mas também induzem a destruicao tecidual. A participagdao do LPS na
destruicdo Ossea ja é bem estabelecida, porém o papel das lipoproteinas na periodontite
permanece carente de investigacdo. Na periodontite, citocinas pré-inflamatdrias participam
do processo de destruicdo do tecido 6sseo. Neste processo, sdo secretadas também citocinas
osteoprotetoras. Dentre elas, a interleucina 4 (IL-4) é reconhecida pela propriedade de inibir
a produgao citocinas pro inflamatdrias como IL-1, IL-6 e TNF-a. O papel protetor de IL-4 na
osteoclastogénese e na doenga periodontal induzida por lipoproteina ainda ndo foi
investigado. Nosso estudo foi divido em dois capitulos. No capitulo 1, hipotetizamos que a
lipoproteina sintética Pam2CSK4 (PAM?2) poderia induzir a reabsorcao dssea periodontal. Para
isso, foram utilizados camundongos C57bl/6, que receberam injecGes a cada 2 dias, por 24
dias, do veiculo, LPS de Escherichia. coli ou PAM2, entre o primeiro e segundo molar superior.
Apds o periodo experimental, os animais foram eutanasiados e destinados a andlise por
microCT, andlise histoldgica e imunohistoquimica para marcacdo dos osteoclastos. A PAM2
apresentou a capacidade de induzir a perda dssea alveolar, recrutamento de células
inflamatdrias e aumento do nimero de osteoclastos em comparagdo com o grupo controle.
Utilizando-se do modelo desenvolvido no capitulo 1, no estudo do capitulo 2, analisamos o
papel da IL-4 na reabsorcao decorrente da atividade de lipoproteina. Foi observado a
diminuicdo da perda dssea alveolar linear em analise microtomografica. Com a finalidade de
observar os efeitos isolados nas células d6sseas, foram realizados estudos in vitro, com
osteoblastos semeados em meio contendo veiculo, PAM2, IL-4 ou a combinacdao de PAM2 e
IL-4. Apdbs 24 horas foi extraido para analisada a expressdao de RANKL, por RT gPCR.
Macréfagos de medula éssea foram expostos a MSCF e RANKL por 24h e posteriormente,
tratadas com veiculo, PAM2, IL-4 ou a combinacao de PAM?2 e IL-4. Apds 72 horas, as células
foram coradas com TRAP e as células TRAP+ multinucleadas foram contadas, ou lisadas para
analise de marcas fenotipicas de osteoclastos por RT qPCR. Em osteoblastos, PAM2 induziu a
expressao de RANKL efeito que foi parcialmente bloqueado por IL-4. Em osteoclastos, PAM?2
induziu um aumento do niumero de osteoclastos e a expressdo de todas as marcas fenotipicas
de osteoclastos (Ctsk, Nfat2 e RANK) e este aumento também foi suprimido por IL-4.
Concluimos que IL-4 tem potencial osteoprotetor pela inibicdo da expressdao de RANKL por
osteoblastos e pela inibicdo direta da osteoclastogénese.

Palavras chave: Reabsorcdo éssea. Inflamacdo. Osteoclastos. Interleucina-4.



Magalhaes FAC. The protective effect of interleukin-4 in periodontal bone loss induced by
TLR2 agonist (Pam2CSK4) [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2018.

ABSTRACT

The pathogenesis of periodontitis is a result of imbalance between the bacterial biofilm and
the host immune response. Bacterial components such as lipopolysaccharide (LPS) and
lipoproteins, activate the immune system leading to periodontal distruction. The participation
of LPS in periodontal bone destruction is well established, but there is a lack of information
about the role of lipoproteins in periodontitis. In the pathogenesis of periodontitis, these
molecular patterns are recognized by host immune system and trigger the production of
cytokines that participate of antimicrobial response, but also induce tissue destruction. On the
other hand, antinflamatory cytokines produced by Th2 cells, such as IL-4, have an
osteoprotective phenotype. The role of IL-4 in lipoprotein-induced periodontitis was not yet
investigated. Thus, this thesis was divided in two chapters. In chapter 1, we investigated the
role of lipoproteins in the pathogenesis of periodontitis in mice. In this study, we hypothesized
that the synthetic lipoprotein Pam2CSK4 (PAM2) can induce periodontal bone resorption.
C57bl / 6 mice received bilateral injections every other day for 24 days of: vehicle, Escherichia
coli LPS or PAM2, between the first and second upper molars. Twenty-four hours after the last
injection, the mice were euthanized and the jaw bones were scanned for micro computed
tomography, decalcified and processed for histological analysis and stained for tartrate-
resistant acid phosphatase, phenotypic marker for osteoclasts. PAM2 induced alveolar bone
loss, demonstrated by reduction of bone volume, recruitment of inflammatory cells and
increased number of osteoclasts in comparison to the control group. The cytokine interleukin
4 (IL-4) has an osteoprotective phenotype. In chapter 2, we investigated the protective role of
IL-4 in lipoprotein-induced periodontitis. Using the new model of alveolar bone resorption by
PAM2, we analysed the role of IL-4 in vivo, and demonstrated a reduction of alveolar bone
loss in a microtomographic and histological study. To confirm the findings, in vitro studies
were performed on osteoblasts isolated from the calvarial bones from neonatal mice and
seeded on media containing vehicle, PAM2, IL-4 or the combination of PAM2 and IL-4. After
24 hours, the RNA was extracted for analysis of expression of the Tnfsf11, gene that encodes
RANKL, by real-time PCR. Differentiated macrophages from mouse bone marrow were
exposed to MSCF and RANKL for 24h and after this period the cells were treated with vehicle,
PAM2, IL-4 or the combination of PAM2 and IL-4. After 72 hours of exposure, the cells were
stained for TRAP+ cells counting, or lysed for analysis of phenotypic markers of osteoclasts by
real-time PCR. In osteoblasts, PAM2 induced expression of Tnfsf11 effect that was suppressed
by IL-4. PAM?2 induced an increase in the number of osteoclasts and this increase was also
suppressed by IL-4. Expression of all phenotypic markers of osteoclasts (Ctsk, Nfat2 and RANK)
increased in cells treated with PAM?2, effect that was also partially blocked by IL-4. In
conclusion, IL-4 protects from alveolar bone loss caused by lipoprotein injection, by a
mechanism that involves inhibition of RANKL expression by osteoblasts and direct inhibition
of osteoclastogenesis.

Keywords: Bone loss. Inflammation. Osteoclasts. Interleukin-4.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Tecido Osseo

O osso é um tecido conjuntivo altamente especializado composto por uma porcao
mineralizada associada a uma matriz proteica % 3. A por¢do mineral representa cerca de 70%
do tecido ésseo e basicamente é composta por célcio (Ca) e fosfato (PO) estruturados na
forma de cristais de hidroxiapatita [Cai0o(POa4)s(OH).], arranjados em uma matriz composta
essencialmente por agua (cerca de 5%) e 25% de proteinas, onde cerca de 90-95% destas, sdo
coldgeno tipo | e o restante, proteinas nao colagenosas como a osteocalcina, osteopontina e
osteonectina’ 2.

O tecido dsseo é o principal constituinte do sistema esquelético, servindo de suporte
e protecdo a orgdos vitaisl. Aloja a medula dssea, responsavel pela formacdo dos elementos
figurados do sangue (hematopoiese), também serve de ancoradouro a musculos e tenddes
auxiliando no processo de equilibrio e locomogado constituindo um sistema de alavancas que
amplia as for¢as da contracdo muscular®. Além dessas funcdes, os 0ssos exercem a importante
funcdo de estocagem de cdlcio e fosfato, dentre outros ions, liberando-os ou armazenando de
maneira orquestrada de modo a manter a concentracao desses ions nos liquidos corporais,
responsabilizando-se pela homeostase dos mesmos® >.

Estruturalmente, no tecido désseo, pode ser observada uma porcao periférica mais
compacta, conhecida como cortical dssea, formada por osso compacto, e internamente, sao
observadas traves mineralizadas, interligadas e com menor densidade, formando uma rede
trabecular, conhecida como por¢do medular, composta por 0sso esponjoso® 2. Os 0ss0s sdo
recobertos interna e externamente por uma capsula fibrosa rica em células osteogénicas, o
enddsteo e o peridsteo, respectivamente?.

Dada sua composicao mineral, a estrutura microscdpica do osso pode ser estudada por
desgaste ou desmineralizacdo?. As duas técnicas permitem a andlise da inter-relac3o entre as
células e a matriz dssea?. A estrutura microscdpica revela a arquitetura do tecido, com a
presenca de unidades lamelares concéntricas de matriz mineralizada depositadas ao redor de
um canal que abriga um discreto feixe vasculo-nervoso, caracterizando o sistema de Harvers?.
Essas unidades comunicam-se entre si por meio de canais interligantes, os canais de

Volkman?. Associados, essas estruturas permitem a nutricdo do aparato dsseo? 4.
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Embriologicamente, o tecido ésseo é oriundo de células mesenquimais indiferenciadas
e sua arquitetura se da a partir do processo de formagdo dssea, a chamada ossificacdo?. O
processo de ossificacdo pode ser dividido em dois tipos, a endocondral e a intramembranosa?
4 Na ossificagdo endocondral, sdo formados os ossos longos a partir de um molde
cartilaginoso onde reconhece-se uma porcao cilindrica longa que caracteriza a diafise, que
contem em suas extremidades duas porc¢des, as epifises® 4. Entre as epifises e a diafise, ha a
presenga de uma porgao cartilaginosa, a cartilagem de crescimento, que promove o
alongamento do osso durante a fase de desenvolvimento do organismo mesmo depois da
calcificacdo da diafise? 4. Nos seres humanos, apds a adolescéncia, esse processo cessa, a
cartilagem de crescimento calcifica cessando o crescimento em comprimento?. A ossificacdo
intramembranosa se da no interior de membranas de tecido conjuntivo e origina ossos chatos
e irregulares como os ossos da face, e contribui para o crescimento em espessura dos 0ssos
longos® 4.

Na ultraestrutura histoldgica, sdo distinguiveis 3 grupos celulares responsaveis pelo
processo de formacdo, reabsor¢do e neoformacdo do tecido ésseo: os osteoblastos, os

ostedcitos e os osteoclastos, componentes primordiais e essenciais no desenvolvimento e

manutencdo da integridade dssea”.

1.2 Osteoblastos

Os osteoblastos sao células derivadas de células tronco mesenquimais da medula
dssea das quais originam-se também os adipdcitos e os condrdcitos® 7 (Figura 1). S3o os
responsaveis pela formacado da matriz proteica (essencialmente colageno do tipo ) e posterior
mineralizacdo do tecido dsseo por acdo, principalmente, da fosfatase alcalina® °.

A diferenciacao das células mesenquimais em osteoblastos é dependente da a¢do das
proteinas morfogenéticas do osso (BMPs), da expressao, principalmente de osterix (OSX) e
RUNX 2%, Quando maduros, os osteoblastos sdo os responsaveis pela expressio do ligante do
receptor ativador NF-kB (RANKL) e da osteoprotogerina (OPG), substancias envolvidas com a
diferenciacdo e inibicdo da formac3o dos osteoclastos, respectivamente® 0 11 Quando
inativos na superficie dssea, permanecem como células de recobrimento superficial que
podem ser ativadas a partir dos mesmos estimulos que regulam positivamente os precursores

de osteoblastos!? 3. Somado & propriedade de formar osso, os osteoblastos tém a
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propriedade de controlar a formacao e a ativacdo dos osteoclastos assim como dar origem

aos ostedcitos!3.

1.3 Ostedcitos

Ostedcitos sdo células originadas a partir da diferenciacdo de osteoblastos, que se
encontram circundados por tecido mineralizado* (Figura 1). Estas células apresentam
prolongamentos citoplasmadticos que se interligam formando uma trama complexa de
comunicacdo!® 14,

Participam ativamente da regulacdo do metabolismo dsseo, atuando como mecano
sensores com a capacidade de atuar como fonte de RANKL no processo de
osteoclastogénese!®> e como estimulador para a diferenciacdo de osteoblastos, orquestrando
a remodelacdo éssea, ou seja, promovendo o equilibrio entre a reabsorcdo e a neoformacao

dssea no metabolismo dsseo eutrdficol® 1617,

1.4 Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células gigantes, multinucleadas, que tem como funcdo exclusiva
promover a reabsorcdo de tecido mineralizado, principalmente, de tecido ésseo? 4 11
(Figural). S3do derivadas de mondcitos/macréfagos, oriundos dos precursores
hematopoiéticos da medula éssea'®. Sua diferenciacdo é dependente do fator estimulador de
colénia de macrdéfagos (MCSF) e do ligante do receptor ativador NF-kB (RANKL) expresso
principalmente por osteoblastos, ostedcitos e linfocitos T ativados, que se ligam aos
receptores ativadores NF-kB (RANK), presente nos pré-osteoclastos resultando no
recrutamento dos fatores associados ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAFs) 2, 5 ou
6, promovendo a fusdo celular e ativacdo dos osteoclastos!® 2,

A diferenciacdo de osteoclastos em resposta a expressao de RANKL é regulada pela
expressao de osteoprotegerina (OPG) pelos osteoblastos, que tem a propriedade de impedir

a interacdo RANKL-RANK por ligar-se ao RANKL, se tornado assim a chave regulatéria para a

diferenciacdo de osteoclastos?® 2% 23(Figura 2).
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Figura 1 — Origem das células do tecido dsseo
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Figura esquematica ilustrando a origem das células do tecido ésseo. Precursores hematopoiéticos (1)

gue expressam o receptor para M-CSF sofrem diferenciacdo em Macroéfagos, originando os pré-
osteoclastos, que expressam RANK e ddo origem aos Osteoclastos. Precursores mesenquimais (2) dao
origem aos osteoblastos, que por sua vez, ddo origem aos ostedcitos. Ostedcitos e osteoblastos (3)
contribuem com a osteoclastogénese uma vez que sdo capazes de produzir RANKL e MCSF.

Fonte: Elaboracdo propria

1.5 Metabolismo Osseo

Desde o desenvolvimento embrionario e ao longo da vida de um vertebrado, o tecido
0sseo é continuamente reabsorvido e neoformado e essa dindmica continua, caracteriza o
metabolismo dsseo*. Fruto da interacdo entre as células dsseas em condicdes fisioldgicas, o
processo de remodelacdo 6ssea é responsdvel pela manutencdao do volume, da massa do
tecido ésseo, assim como pela homeostase mineral?? 24,

A remodelacdo é regulada pela acdo de hormonios osteotrdpicos como o horménio da

paratireoide (PTH) e pela acdo da vitamina D3 que possuem a propriedade de estimular
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osteoblastos a expressarem o receptor ativador NF-kB (RANKL), citocina essencial na
diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos que, por sua vez, participam da regulacdo e ativacao
dos osteoblastos no ciclo que caracteriza o processo de remodelacdo 2.

Porém, a atividade do tecido 6sseo pode se tornar ainda mais complexa e dinamica,
uma vez que a interagao com componentes bacterianos e com o sistema imune, também sao
capazes de induzir efeitos na atividade das células ésseas, estimulando ou inibindo a atividade
celular podendo resultar em alteracbes de forma ou volume ésseo?> 2. Da necessidade de se
compreender os fendmenos envolvidos nesse processo, floresceu o campo da

osteoimunologia?’ 28 2%, 30,

1.6 Osteoimunologia

O sistema imune compreende um mecanismo de alta complexidade que tem a funcao
de promover a primeira linha de defesa do organismo contra agentes externos com potencial
patogénico?® 30, Ele é equipado com multiplas sobreposicdes e intera¢des com o maquinério
de outros sistemas, onde destacamos a sua intera¢do com o tecido dsseo?® 2% 30,

A osteoimunologia visa compreender os mecanismos celulares e moleculares pelos
quais o sistema imune é capaz de regular, positiva ou negativamente, as células do tecido
dsseo em resposta a diferentes estimulos, internos e externos3® 3% 32, Um exemplo da
influéncia de estimulos internos pode ser observada em doencgas autoimunes como a artrite
reumatoide, que leva ao desequilibrio da atividade de células dsseas, dada ativacdo do
sistema imunoldgico, sem a presenca de um agente agressor especifico, levando a ativacao
anormal e prolongada do sistema imune, o que induz a destruicao dssea pela potencializagao
da atividade dos osteoclastos3® 3% Fendémenos onde o metabolismo dsseo sofre a
interferéncia de condi¢des patoldgicas, é caracteristica da modelacdo dssea? 2.

Em diferentes processos de modelacdo, além das condicdes autoimunes, sdo
observados o envolvimento do processo inflamatério local induzido por componentes
bacterianos, fendmeno bem evidenciado nos estudos da perda dssea alveolar observada nas
periodontites®> 36, Nestes casos, o envolvimento de tipos celulares como os linfocitos T
ativados (LTa), contribuem para o aumento da expressdo de RANKL e consequentemente,
estimulam positivamente a osteoclastogénese3® 3% 37. 38 A participacdo dos LTa é um dos

mecanismos que explicita a interacdo entre o sistema dsseo e o sistema imune?® 3,
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Outra evidéncia é notada em osteoblastos e osteoclastos que podem ser estimulados
por citocinas pro inflamatdrias que sinalizam através da glicoproteina 130 (gp130), um
transdutor de sinal utilizado por diferentes membros da Interleucina 6 (IL-6), que inclui o IL-6,
IL11, a oncostatina M (OSM), o fator neurotréfico ciliar (CTNF) e a cardiotrofina 1 (CT-1)32. Os
préoprios componentes do sistema RANKL-RANK sdo membros das superfamilias do fator de
necrose tumoral (TNF) e receptores de TNF?®, respectivamente, o que justifica a observagio
do aumento do nimero de osteoclastos proximos a sitios inflamatérios3938 39,

O TNF em si, representa um potente agente osteoclastogénico, e a administragdo
sistémica de lipopolissacarideos bacterianos (LPS), um componente de destaque nas perdas
dsseas periodontais presentes na periodontite, é capaz de desencadear a osteoclastogénese
indiretamente, pela liberacdo do TNF e sua ligacdo com o receptor TNF p554% 4% 42 Tanto os
LPS assim como citocinas pré inflamatdrias a exemplo da Interleucina 1 (IL-1) e o TNFa, estdo
envolvidas diretamente no processo de osteoclastogénese em um eixo independente do eixo
RANK-RANKL na presenca do fator estimulador de col6nia de macréfagos (M-CSF) e de
ocorréncia em condi¢cdes inflamatdrias®® 44,

Em contrapartida, citocinas que apresentam fendtipo osteoprotetor, associadas a
processos cronicos, sao classificadas como anti-inflamatérias e foram identificadas com a
capacidade de inibir a osteoclastogénese3® 4>, Desta classe de citocinas osteoprotetoras, a IL-
4 recebe um destaque especial, uma vez apresenta a capacidade de inibir a osteoclastogénese

por diferentes mecanismos, de forma direta e indireta®® 4748,
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Figura 2 — Regulacdo dos osteoclastos pelo sistema RANK-RANKL-OPG
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Figura esquematica da regulacdo da osteoclastogénese pelo Sistema RANK-RANKL-OPG. Macréfagos da
medula dssea expressam receptores para MCSF e RANKL (1); osteoblastos e ostedcitos secretam RANKL, a
citocina chave para diferenciacdo de osteoclastos (2) que também pode ativas osteoclastos pelo contato
célula a célula (4). Por outro lado, estas células também secretam OPG, que se liga a RANKL, impedindo a
ligacdo deste ao RANK, assim regulando negativamente (3).

Fonte: Elaboracdo propria

1.7 Interleucina 4

Dentre as citocinas anti-inflamatérias, a interleucina 4 (IL-4) possui acdo pleiotrépica e
é secretada por linfocitos Th2 ativados, mastécitos, eosindfilos e basdfilos (Figura 3). Assim
como a IL-13, apresenta atividade moduladora do processo inflamatdrio. Essa citocina atua

principalmente sobre a funcdo de linfécitos e macrdéfagos, modulando a expressdao de
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citocinas pré inflamatdrias como a IL-1, o TNFa e a IL-6 (Figura 3)* °% 51, As respostas
bioldgicas associadas a acdo da IL-4 se d3o a partir da interacdo com dois tipos de receptores?.
Os receptores tipo 1 sdo reconhecidos por estarem presentes em células derivadas de
precursores hematopoiéticos e sdo compostos pelo heterodimero do receptor IL-4a (IL-4Rat)
com uma cadeia Yy comum (yc), e se liga de maneira especifica a IL-4. O receptor tipo 2,
presente em derivados dos precursores mesenquimais e também por macréfagos de medula
dssea, € composto por uma subunidade IL-4Ra e uma unidade IL13Ra, permitindo a ligagao
com a IL-13 e a IL-4 o que explica os efeitos bioldgicos compartilhados pelas duas
interleucinas®® 4> %, Por serem derivados de células que expressam receptores de IL-4, tanto
osteoblastos quanto osteoclastos possuem a capacidade de responder a estimulo com esta
citocina.

O metabolismo ésseo pode ser afetado diretamente pela IL-4 através da regulacdo da
osteoclastogénese, tanto pela acdo indireta sobre osteoblastos, quanto a acado direta sobre
precursores de osteoclastos*® e/ou osteoclastos maduros, reduzindo de maneira significativa,
a reabsorcdo dssea (Figura 4)°2. Os mecanismos diretos de ac¢do da IL-4 sobre os osteoclastos,
podem envolver a inibicdo de NF-kB*/, diminuicdo da expressdo da enzima fosfatase dcida
tartarato-resistente (TRAP)>2>3 (Figura 4), a inibicdo das vias NFkB, JNK, ERK e p38 quinase,
reconhecidamente importantes na osteoclastogénese dependente de RANKL 2% >4 Os
mecanismos indiretos sobre os osteoblastos, podem envolver a inibicdo da sintese de
prostaglandinas, o aumento da producdo de OPG e a inibicdo da producdao de RANKL (Figura
3)%6: 48 Ainda neste contexto, a IL-4 atua também sobre células residentes, como fibroblastos
gengivais, inibindo a expressao de citocinas da familia da IL-6 e a expressao dos receptores de
cininas>>. Mesmo com os estudos que possibilitaram a descri¢cdo destes mecanismos, o papel
da IL-4 sobre a expressdao de RANKL em células estimuladas por componentes estruturais

bacterianos como o LPS ou lipoproteinas, permanece carente de investigacao.

1.8 Reabsor¢do Ossea Induzida por Componentes Bacterianos

Componentes bacterianos, pertencentes ao grupo dos PMAPs, sdo reconhecidos por
receptores tipo Toll (TLRs), presentes tanto em células inflamatérias quanto em células dsseas.
Estes componentes podem atuar diretamente em receptores presentes nos pré osteoclastos

e osteoclastos ou indiretamente, quando ha ativagdo dos receptores presentes nos



21

osteoblastos e estes passam a expressar mais RANKL, favorecendo a osteoclastogénese
decorrente de processos infecciosos no tecido ou em suas adjacéncias>® >’ °8,

Dentre os PMAPs, os lipopolissacarideos (LPS) s3o os mais amplamente estudados. E
descrito que ativam a resposta imune inata do hospedeiro, desencadeando a expressao de
citocinas inflamatdrias e o recrutamento celular, através da ativagao do receptor tipo Toll 4
(TLR4)38 59, 60,61 N3 doenca periodontal, este mecanismo possui particular importancia na
etiopatogénese do processo® 6% 63 64 Estudos recentes demonstram que a ativacdo de outro
membro dos TLRs, o TLR2, desempenha um papel significativo na reabsor¢do éssea induzida
por Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), um agente etioldgico fortemente associado ao
desenvolvimento da periodontite®> % 67 Foi observado que camundongos deficientes para
TLR2, ficaram protegidos da perda dssea alveolar induzida pela infecgdo oral por P. gingivalis®®
69 A ativacdo de TLR2 por P. gingivalis parece estar associada a express3o de lipoproteina por
esta bactéria, que foi inicialmente isolada como contaminante da preparacdo de LPS®> ©,
Apesar de ter sido demonstrado o efeito sistémico de lipoproteinas na reabsorcdo dssea®,
nao existem modelos de estudo para avaliar a participacdo destes componentes bacterianos

na doenca periodontal.

1.9 Modelos Animais

Modelos animais sdo utilizados para o estudo dos mecanismos envolvidos na
patogénese das mais diversas doengas, inclusive da periodontite se tornando uma importante
fonte de informacdo a respeito das peculiaridades que envolvem a interacdo hospedeiro-
microbiota’® 71,

A principal caracteristica dos modelos experimentais é a possibilidade de criar
condi¢cbes que mimetizem as observadas no desenvolvimento da periodontite em humanos,
permitindo assim a abordagem focada em mecanismos especificos associados a instalacdo e
progressdo da periodontite’t 7> 73, Diferentes modelos j& foram propostos, dentre os que
usam roedores, os ratos tém sido amplamente usados, porém o uso de camundongos
apresenta algumas vantagens, uma vez que é possivel manipular suas caracteristicas genéticas
permitindo foco nos mecanismos que envolvem células, mediadores e vias de sinalizacdo
especificos associados ao desenvolvimento da periodontite’? 73 74,

Diferentes métodos vém sendo empregados na inducdo da periodontite nos modelos

animais, onde podemos destacar a gavagem, a inducdo de infeccdo por bactérias ativas, a
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instalacdo de ligaduras e as injecdes localizadas’>. Cada um destes métodos empregados na
inducao, oferecem modelos especificos com a capacidade de assumir caracteristicas de
determinados componentes do processo patofisioldgico que descreve o curso das doencgas
periodontais’®.

A injecdo localizada de bactérias ou componentes patogénicos das mesmas
diretamente no tecido gengival do palato, € um modelo usado na indu¢dao da doenca
periodontal’l 74 7> Este método desencadeia uma inflamac3o dos tecidos periodontais capaz
de deflagrar diferentes mediadores quimicos que resultam em respostas celulares,
responsaveis pela perda éssea nas imediacbes da zona alvo da injecdo’* 7. Uma ampla gama
de substancias é usada nos modelos de inducdo por injecdo localizada, sendo a mais usada e
amplamente estudada o lipopolissacarideo (LPS), que induz perda éssea préoxima a area da
injecd0° %, Recentemente, uma forma sintética de lipoproteina, a Pam2CSK4, foi sintetizada
e vem sendo usada em diferentes estudos in vitro e in vivo, explorando efeitos e vias de
sinalizac3o que podem levar a reabsorc¢do 6ssea”® 7. A literatura demonstra que o LPS de
diversas bactérias tem a capacidade de estimular a formacdo de osteoclastos e a reabsorg¢do
dssea in vivo e in vitro devido a ativacdo dos receptores tipo TLR47” 78, enquanto as
lipoproteinas agem através da ativacdo do TLR2%%, ambos expressos por células do tecido
dsseo e com a capacidade de estimular a perda dssea no curso da doenca®% 8,

Uma vez que lipoproteinas bacterianas sdo consideradas um importante fator de
viruléncia devido a sua potente atividade imuno-estimuladora®® >% 7% 80 propomos usar o
Pam2CSK4, um agonista de TLR2 com o intuito de desenvolver um modelo de indugdo de
doenca periodontal®* , que colabore na compreensdo da ativacdo da via do TLR2 nas

diferentes condicdes que envolvem a patogénese da doenca periodontal.

*MAGALHAES FAC, SOUZA J, OLIVEIRA G, MOLON R, SOUZA P. Lipoproteins induce periodontal
destruction in mice. Material a ser publicado pelo Journal of Peridontology, Boston, EUA 2018.
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Figura 3 — Producdo e agao da IL-4
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llustragdo esquemadtica da agao da IL-4 sobre células envolvidas direta ou indiretamente no
metabolismo ésseo. Agindo sobre os fibroblastos (1), a IL-4 é capaz de inibir a produgdo de IL-6 e RANKL
assim como diminuir a expressdo de interleucinas de fenétipo osteolitico por parte dos linfdcitos e
macroéfagos (2). Sobre os osteoblastos, a IL-4 inibe PGE2 e RANKL e estimula a producdo de OPG (3) e
diretamente sobre osteoclastos, é capaz de inibir NFkB e diminuir a expressdo de TRAP; somados esses
efeitos, temos exemplificado o potencial regulatério da IL-4 por agcdo direta e indireta na
osteoclastogénese.

Fonte: Elaboragao propria
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Figura 4 — Regulagao do metabolismo 6sseo por componentes inflamatorios
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Via de regulacdo da Osteoclastogénese a partir da interacdo das células 6sseas com componentes
inflamatarios. Interleucinas secretadas por um vasto nimero de células do processo inflamatério, a IL-
1, IL-6 e TNFa, podem estimular a producdao de RANKL por osteoblastos e ostedcitos ou agir
diretamente sobre osteoclastos, regulando-os positivamente. Interleucinas com fendtipo anti-

inflamatodrio, como IL-4 e IL-13, podem inibir a produ¢do de RANKL por osteoblastos e ostedcitos ou
interferir diretamente sobre pré osteoclastos e osteoclastos.
Fonte: Elaboracdo propria
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4 CONCLUSOES

Podemos concluir que:
1. O modelo de reabsorgao dssea periodontal induzido por lipoproteina sintética se
mostrou viavel, efetivo, reprodutivel e se apresenta como um instrumento Util para

estudos que envolvam a ativagdo do TLR2 na doenga periodontal;

2. A IL4 desempenhou um papel protetor na evolucdo da perda éssea alveolar na
periodontite induzida por lipoproteina e os estudos in vitro corroboraram com os
achados, mostrando que os efeitos sobre a a¢do dos osteoclastos se ddo por acdo
direta, interferindo na atividade dos osteoclastos; e indireta, reduzindo a producdo de

RANKL e potencializando a produg¢ao de OPG por parte dos osteoblastos;
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