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Cabrera Ortega AA. Sinalizacdo via Aktl em células dendriticas modula a interagdo
microbiota-hospedeiro e a reabsorcdo dssea inflamatéria [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Células dendriticas tém papel crucial na patogénese das doengas periodontais por
orquestrarem a resposta imune adaptativa e por seu papel como precursoras de osteoclastos. A
sinalizacdo via Akt tem importante papel em processos como metabolismo, proliferagdo,
apoptose e também na resposta imune. Evidéncias indicam que Aktl tem papel de regulador
endogeno negativo da resposta inflamatdria; porém pode tanto estimular quanto inibir a
osteoclastogénese. Considerando que as células dendriticas participam tanto da
inflamacao/resposta imune quanto do furnover do tecido 6sseo como células precursoras de
osteoclastos, propusemos avaliar através de um estudo in vivo o papel da atividade de Aktl na
inflamacdo associada a interagdes microbiota-hospedeiro, bem como investigar in vitro os
efeitos desta via de sinalizagdo sobre os diferentes eventos bioldgicos das células dendriticas.
Para o estudo in vivo foi utilizado um modelo de doenca periodontal experimental induzida
por P. gingivalis e Fusobacterium nucleatum, em um modelo de animais transgénicos com
delecdo génica condicional. Os desfechos avaliados foram: inflamagdo (morfometria),
reabsor¢do Ossea (LCT), osteoclastogénese (IHC), anticorpos especificos para P.gingivalis e
Fusobacterium nucleatum (ELISA). No estudo in vitro foi avaliado o papel da via de
sinalizacdo Aktl sobre as seguintes atividades das células dendriticas: proliferacdo, apoptose,
atividade fagocitaria, migracdo, apresentacdo de antigeno e osteoclastogénese. Resultados do
estudo in vivo demonstraram que a sinalizacdo via Aktl em células dendriticas parece ter um
papel importante na patogénese da doenca periodontal, podendo modificar a intensidade da
resposta imune adaptativa assim como sua diferenciagdo osteocldstica, modificando assim o
turnover fisioldgico do osso alveolar. Adicionalmente, ¢ possivel concluir que a sinalizacdo
via Akt € necessaria para o desenvolvimento das fungdes bioldgicas (proliferagcdo, fagocitose,

apresentacdo de antigeno e diferenciacdo osteocléstica) das células dendriticas.

Palavras-chave: Doengas periodontais. Células dendriticas. Proteinas proto-oncogénicas c-

Akt. Imunidade inata. Imunidade adaptativa.



Cabrera Ortega AA. Aktl Signaling in dendritic cells modulates host-microbial interaction
and inflammatory bone resorption [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Dendritic cells play a crucial role in the pathogenesis of periodontal diseases by orchestrating
the adaptive immune response and their role as osteoclasts precursors. Akt signaling plays an
important role in processes such as metabolism, proliferation, apoptosis and also in the
immune response. Evidence indicates that Aktl plays a role of negative endogenous regulator
of the inflammatory response; but can both stimulate and inhibit osteoclastogenesis.
Considering that dendritic cells participate in both inflammation/immune response and
turnover of bone tissue as osteoclast precursor cells, we have proposed to evaluate in a vivo
study the role of Aktl activity in inflammation associated with microbiota-host interactions,
as well as to evaluate in vitro the role of the Aktl signaling pathway in dendritic cell biology.
In vivo study was employed a model of experimental periodontal disease induced by P.
gingivalis and Fusobacterium nucleatum in transgenic animals model with conditional gene
deletion. The outcomes evaluated were: inflammation (morphometry), bone resorption (LCT),
osteoclastogenesis (IHC), antibodies specific for P.gingivalis and Fusobacterium nucleatum
(ELISA). In vitro study was evaluated the role of Aktl signaling pathway on the following
outcomes related to dendritic cell biology: proliferation, apoptosis, phagocytic activity,
migration, antigen presentation and osteoclastogenesis The results showed that signaling via
Aktl in dendritic cells seems to play an important role in the pathogenesis of periodontal
disease, modifying the intensity of the adaptive immune response as well as its capacity in
osteoclastic differentiation, thus modifying the physiological turnover of the alveolar bone.
Futhermore, it is possible to conclude that Akt signaling is necessary for the development of
biological functions (proliferation, phagocytosis, antigen presentation and osteoclast

differentiation) of dendritic cells.

Keywords: Periodontal diseases. Dendritic cells. Proto-oncogene proteins c-Akt. Innate

immunity. Adaptive immunity.
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1 INTRODUCAO

Até os anos 60, o desenvolvimento da resposta imune era atribuido basicamente aos
macrofagos devido as suas propriedades de fagocitar antigenos. J4 se reconhecia a relevancia
dos linfocitos como mediadores da resposta imune tardia ou adaptativa, no entanto ndo se
sabia como estes linfocitos localizados nos linfonodos eram ativados pelos antigenos
fagocitados pelos macréfagos. Na década de 70, os trabalhos de Steinman e Cohn'™
identificaram células distintas de macrofagos na fungdo e aparéncia, com expressao de niveis
elevados de moléculas MHC classe II (major histocompatibility complex) necessarias a
apresentacdo de antigenos extracelulares, apresentando proje¢des citoplasmaticas semelhantes
a dendritos, e com uma quantidade relativamente menor de lisossomos e atividade fagocitaria

menos intensa.

Células dendriticas (DCs) tem origem hematopoiética e representam o exemplo
prototipico de células apresentadoras de antigeno (Antigen-presenting cells, APCs), tendo
papéis fundamentais no reconhecimento de antigenos e na resposta imune inata, bem como na
ativagdo e modulagdo da resposta adaptativa’. Atualmente, especialmente com base em suas
caracteristicas fenotipicas, sdo reconhecidas diversas populagdes distintas de células
dendriticas, dependendo de sua localizacdo ou ‘“nicho” nos quais exercem fung¢do
imunomodulatéria. Assim, sdo reconhecidas populagdes de células dendriticas circulantes
(periféricas), cutineas, intestinais, pulmonares e hepaticas. Porém, apenas no inicio da década
de 90 comecaram a surgir evidéncias indicando que, além de sua fungdo estimulatoria da
imunidade, as células dendriticas também podem ter func¢do inibitdria na resposta imune por
meio de mecanismos de tolerancia®. Esta fungdo tolerogénica/inibitoria das células dendriticas
pode ter implicacdes importantes tanto na patogénese quanto na terapia de algumas doencas e

condi¢cdes, como a artrite reumatoide, asma e o diabetes tipo I.

Existem evidéncias sugerindo a existéncia de células precursoras comuns (CD34+)
derivadas do sangue/medula 6ssea que podem gerar células dendriticas, granulédcitos e
macrofagos. Conceitualmente, as células dendriticas tem origem hematopoiética a partir de
precursores localizados na medula 6ssea, os quais originam as células dendriticas periféricas

: . A . . . - 7.8
que 'semeiam' diferentes 6rgdos e tecidos, inicialmente como células imaturas™. Alguns
autores descrevem mais de um subtipo de células dendriticas em um mesmo 'nicho', como
r re: A 9 r r res cpr e ~
células dendriticas cutaneas’, e at¢é mesmo células dendriticas periféricas (que sdo raras entre

as células mononucleares no sangue periférico (PBMCs — peripheral blood mononuclear
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cells), perfazendo menos de 1% dos numeros totais de leucocitos) que podem ser 'mieldides’
(mDC, alta atividade fagocitica, e expressdo de diversos receptores do tipo toll (TLRs — toll

10,11 ,
7, e as células

like receptors), sendo capazes de reconhecer antigenos bacterianos e virais)
dendriticas plasmocitéides (pDC, derivadas de precursores linfoides e que expressam
predominantemente TLR-7 e -9, reconhecendo primariamente antigenos virais e com elevada

produgdo de intérferon)'*!

. Monocitos CD14+ também podem gerar DCs nas condigdes
adequadas (na presenga do fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macréfagos (GM-
CSF) e Interleucina 4 (IL-4)), o que implica que a populagdo de células monociticas pode
servir como fonte de precursores de células dendriticas, que se diferenciam em condi¢des
externas / de microambiente apropriadas. Além destas possibilidades, também existem
evidéncias indicando que DCs possam se originar de precursores linfociticos, os quais
poderiam originar também células T, B e natural killer (NK), dependendo das condicdes e
estimulos externos (microambiente). E possivel que estas diferentes origens resultem em
distintos 'subtipos' de DCs que podem apresentar diferengas fenotipicas e funcionais. Por
exemplo, DCs de origem linféide expressam o marcador CD8 e podem exercer efeito
supressor sobre células T por meio da inducdo de apoptose via ligante Fas (FasL — Fas
Ligand), diferentemente de DCs de origem mieldide (CD8-) que ndo exercem este efeito
supressor'*. Mesmo quando derivadas do precursor mieléide comum (caracterizado pela
expressdo do marcador CD34) pelo estimulo com GM-CSF e TNF, aquelas diferenciadas a

partir de células monociticas (CD14+) sdo capazes de suportar a proliferacdo e diferenciagao

de linfocitos B, enquanto as DCs originadas de células CD14- nio tem esta capacidade'”.

Independentemente de sua origem, as DCs usualmente apresentam um fenotipo inicial
denominado 'imaturo', no qual apresentam grande capacidade fagocitdria, porém baixa
capacidade de estimular linfocitos. A exposicdo e fagocitose de antigenos, juntamente com
condicdes especificas do microambiente em que se encontram (exposi¢do a mediadores
inflamatorios e fatores de crescimento) induzem o processo de maturacdo das DCs,
caracterizado por profundas mudancas fenotipicas, incluindo a sua migra¢do de tecidos ndo-
linfoides para tecidos linfoéides ou corrente sanguinea (por meio do aumento da expressao de
alguns receptores de quimiocinas como CCR7, relacionada a localizagdo/atragdao das células
aos linfonodos e inibicdo da expressdo de outros receptores de quimicionas, como CCRS5 e
CCR6, relacionados a localizagdo/atracao a sitios com inflamagao ativa), drastica reducao da
capacidade fagocitica e marcante capacidade estimulatoria de linfocitos, incluindo a

apresentagdo de antigenos via MHC classe II, de moléculas co-estimulatorias e de citocinas
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associadas a polarizacdo fenotipica de células T. O Quadro 1 apresenta os marcadores

especificos da polarizagdo fenotipica das DCs.

Quadro 1 - Marcadores mais comuns e genéricos associados a maturagdo e polarizagdo
fenotipica/ativagao de células T por DCs (dados de humanos e camundongos, incluindo diversos
subtipos de DCs)>" !¢

Marcadores / Maturagao | CD8/CTL | Thl Th2/Treg (DC
Fenétipo regulatérias)

MHC II +H++ + +++ +++
MHC I + -+ +/- +/-
CD80 +++ +++ -+ +++
CD86 +++ +++ -+ +++
CD40 +++ + +++ +++
CCR7 +++ ++ +++ 4+
CDla, b, c + +/- +
CDllc + + T+
CDl11b + T+ n
CD8 +- -t
CD4 +/- - +/- +/-
IL-12 ++ +++ -+ +
IL-10 ++ +/- + -+

Fonte: Elaboragdo propria.
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Interessante notar que além destes sinais “comuns” a ativacdo da resposta imune
adaptativa, evidéncias mais recentementes indicam que as células dendriticas expressam um
5

“4o sinal” de ativacdo de células T, representado pela “orientacdo” ou “direcionamento”

"homing") da célula T presente no linfonodo ao tecido ou 6rgdo de interesse. Por exemplo

>

no intestino TGF-beta e acido retindico produzido pela células dendriticas induzem a

expressdo de CCRY nas células T, o qual ¢ importante para o “homing” destas células ao
. . 17 .. , L. A . . . .

intestino ‘. De forma similar, células dendriticas cutaneas liberam metabolitos de vitamina D

que induzem a expressdo de CCR10 pelas células T, o qual ¢ importante para o "homing'

destas células para a pele'.

De forma geral as informacdes e evidéncias apresentadas nesta se¢do implicam as
células dendriticas como um tipo celular fundamental na regulacdo da resposta imune

adaptativa.
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5 CONCLUSOES

A sinalizagdo via Aktl em células dendriticas parece ter um papel importante na
patogénese da doenca periodontal, podendo modificar a intensidade da resposta imune
adaptativa assim como sua capacidade na diferenciacdo osteoclastica, modificando

assim o turnover fisioldgico do osso alveolar

A sinalizacdo via Akt ¢ necessaria para o desenvolvimento das fungdes biologicas
(proliferacao, fagocitose, apresentagdo de antigeno e diferenciacdo osteoclastica) das

células dendriticas.
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