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Da Ponte Leguizamoén N. Avaliagdo do efeito de fitocistatinas sobre a expresao génica de
catepsinas e citocinas pro-inflamatorias em células raw 264.7 de camundongos e sobre a

producdo de tnf-o em ratos [Dissertacio de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO
As cisteino-peptidases e as citocinas desempenham um papel importante no inicio e

progressao dos processos imuno-inflamatérios, dentre estes, a doenca periodontal. As
fitocistatinas sdo cistatinas derivadas das plantas, inibidoras naturais das cisteino-
peptidases. Entre elas a Citrus CPI-2, derivada da laranja e a Cane CPI-4, derivada da
cana-de-acucar tem sido recentemente investigadas. O estudo das mesmas pode levar a
novas terapias para o controle da doenga periodontal, bem como outras doencas imuno-
inflamatorias. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito inibitorio das
fitocistatinas (Cane CPI-4 e Citrus CPI-2) sobre mediadores da inflama¢ao. Em estudo in
vitro, foi avaliado o efeito da atividade inibitoria das fitocistatinas sobre a expressao
génica (RT-PCR em tempo real) das catepsinas B e K e citocinas pro-inflamatorias (IL-
1B, IL-6 e TNF-a) em células de linhagem macrofagica de camundongos (RAW 264.7),
apos 12 e 24h de estimulo com Porphyromonas gingivalis inativada por calor. Em estudo
in vivo, foi avaliada a agdo de diferentes concentragdes das fitocistatinas sobre a produgdo
de TNF- a por células sanguineas de ratos submetidos a injecdo de LPS de E.coli . Todos
os animais foram submetidos a implementagao de canulas na veia femoral para a inje¢ao
de LPS de E.coli e na artéria femoral para a extracao de sangue em 6 diferentes tempos
(de 30 a 180 minutos) apds o estimulo com LPS de E.coli (IV, 100 Ug/Kg). A
quantificagdo de TNF-a foi realizada por teste ELISA. Os resultados in vitro
demonstraram que a Citrus CPI-2 mostrou uma reducao significativa na expressao génica
de catepsinas e citocinas, a Cane CPI-4 ndo apresentou uma reducao dos genes testados.
In vivo, a Citrus CPI-2 administrada IP (0,8 mg/kg) mostrou uma inibi¢ao da produgdo
de TNF-a por células sanguineas de ratos apos 60 minutos do estimulo inflamatorio,
enquanto a Cane CPI-4 ndo apresentou uma reducado significativa na produgdo de TNF-
a. Os resultados sugerem que a nova fitocistatina derivada da laranja tem potencial para
aplicacdo terapéutica coadjuvante no tratamento da doenga periodontal e deve ser

investigada em estudos pré-clinicos.

Palavras-chave: Citocinas. Catepsinas. Cistatinas.



Da Ponte Leguizamoén N. Evaluation of the effect of phytocystatins on the gene
expression of cathepsins and proinflammatory cytokines in raw 264.7 of mice and the
production of tnf-a in mouse [Dissertacao de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT
The cysteine proteinases and the cytokines play an important role in the initiation and

progression of immune-inflammatory processes such as periodontal disease.

The phytocystatins are cystatins derived from plants and they are natural inhibitors of
cysteine proteinases. Among them, the Citrus CPI-2 derived from orange and Cane CPI-
4 derived from sugar cane have been investigated. The study of them may lead to new
therapies for the control of periodontal disease and other immune inflammatory diseases.
The overall objective of this study was to evaluate the effect of phytocystatins CaneCPI-
4 and CitrusCPI-2 on mediators of inflammation. The aim of the in vitro study was to
assess the inhibitory activity of phytocystatins on gene expression (RT-PCR) of
cathepsins B and K and pro-inflammatory cytokines (IL- 1B and IL-6 and TNF-a) in
murine macrophage cells (RAW 264.7) after 12 and 24 hours of stimulation with heat-
inactivated bacteria Porphyromonas gingivalis. The aim of the in vivo study was to assess
the inhibitory activity of both phytocystatins in the production of TNF-a by blood cells
of rats submitted by an injection of lipopolysaccharide (LPS) of E.coli. All animals were
subjected to the implementation of cannulas to femoral artery and vein for blood
collection at 6 different time points (from 30 to 180 minutes) after LPS stimulus (IV, 100
ug/kg). Quantification of TNF-a was performed by ELISA.

According to the results of the in vitro study, Citrus CPI-2 showed a significant reduction
on the gene expression of cathepsins and cytokines, the Cane CPI-4 did not show a
significant reduction on the tested genes. In the in vivo study, CitrusCPI-2 administrated
IP (0,8 mg/kg) inhibited the TNF-a production by blood cells of rat 60 minutes after the
inflammatory stimulus, the Cane CPI-4 didnot show a significant reduction in TNF-a
production. The results suggest that the novel phytocystatin orange-derived has potential
for application as adjunctive therapy treatment of periondontal disease and should be

investigated in future preclinical studies.

Keywords: Cytokines. Cathepsins. Cystatins.



LISTA DE ABREVIATURAS

CTSB- Catepsina B

CTSK- Catepsina K

CTSL- Catepsina L

E.COLI- Escherichia Coli
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IL-1B- interleucina-1alfa.

IL-6- interleucina-6

IL-8- interleucina-8
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MMPs- Metaloproteinases da matriz
NF-Kp- Fator de transcrigdo nuclear Kappa 3
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PBS- Tampéo Fosfato-salino

RANKUL- Receptor activador de nf-kB
SFB- Soro fetal bovino

TIMPs- Inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz
TNF-a- Fator de Necrose Tumoral alfa.
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1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria cronica iniciada, principalmente, por
bactérias anaerdbicas do biofilme dental e resulta na destrui¢do dos tecidos de suporte
dos dentes. Durante a progressdo da doenga periodontal observa-se um desequilibrio do
processo de saude-doenca entre bactérias periodontopatogénicas e a resposta do
hospedeiro frente a agressdo'’. Nesta condi¢do, muitas citocinas inflamatorias sdo
liberadas induzindo uma perda tecidual®®. A liberacdo de toxinas e produtos do
metabolismo microbiano estimula monoécitos a secretarem mediadores inflamatorios,
incluindo interleucina-13 (IL-1pB), IL-6, IL-8, Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
prostaglandina E2, tromboxano B2 e colagenase. Diversos estudos demonstraram o papel
desses mediadores inflamatorios na patogénese da doenca periodontal. O nivel de IL-1
e TNF-a encontra-se elevado em sitios periodontalmente ativos, havendo uma redugdo
apos a realizacdo de terapia periodontal'>8, sendo que os altos niveis de IL-1B estdo
associados aos sinais clinicos e com a severidade da doenca periodontal’®3®. A IL-6
também apresenta papel na inducdo de reacao inflamatoria e reabsorcdo dssea alveolar na
doenca periodontal'* 2%,

No processo de destruicao do tecido conjuntivo na doenga periodontal ocorre a
acao de varios tipos de proteinases derivadas do hospedeiro. Estudos clinicos e in vitro
tém fornecido evidéncias de que o processo destrutivo na periodontite ¢ consequéncia do
desequilibrio da homeostase entre as enzimas degradativas, tais como, as
metaloproteinases da matriz (MMPs) e seus inibidores teciduais (TIMPs)*. Este
desequilibrio também pode ocorrer na presenga de outros tipos de enzimas proteoliticas,
como as cisteino proteases lisossomais, especificamente as catepsinas com o0s respectivos
inibidores, denominados cistatinas®’,

As cistatinas sdo classificadas de acordo com as diferencas estruturais, portanto,
espera-se que as diferentes cistatinas apresentem perfis especificos de atividade inibitéria
contra cisteino peptidases, o entendimento da participagdo das cisteino peptidases na
progressao da doenga periodontal pode levar a novas terapias para o controle desta

doenga.
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7 CONCLUSAO

Segundo as hipoteses propostas para este estudo, os dados obtidos no estudo in
vitro demonstram que a fitocistatina Citrus CPI-2 mostrou-se eficaz na inibi¢do da
expressao génica das moléculas testadas (Catepsina K, Catepsina B, TNF- a e IL-1), a
Cane CPI-4 ndo apresentou uma redugdo da expressao dos genes avaliados em células
macrofagicas de linhagem celular de camundongos, RAW 264.7 apods os periodos de
estimulo inflamatorio.

No estudo in vivo a Citrus CPI-2(0,8 mg/kg) administrada via IP e IV mostrou
melhor eficacia na inibicdo da produgdao de TNF-a por células do plasma sanguineo em
ratos, estimuladas por LPS, enquanto a Cane CPI-4 ndo apresentou uma inibi¢do
significativa.

Sendo assim, os dados obtidos sugerem que a fitocistatina Citrus CPI-2 possui
potencial para ser utilizada na modulagdo da resposta do hospedeiro como terapia auxiliar
no tratamento da doenga periodontal. Portanto, estudos adicionais sdo justificados para

se comprovar esta aplicagao.
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