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Soldati KR. Peptideos antimicrobianos e doenca periodontal: influéncia do tabagismo
na expressdo de peptideos antimicrobianos e possiveis efeitos de peptideos
sintéticos sobre biofilmes multi-espécies. [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sao importantes componentes da resposta do
hospedeiro contra patdgenos invasores. Além da acdo antimicrobiana direta, podem
também participar na modulacao do sistema imune. No entanto, o papel dos PAMs
na etiopatogénese da doenca periodontal e os fatores de risco que podem
influenciar sua expressdo na cavidade bucal ainda ndo se encontram totalmente
elucidados. Dessa forma, os objetivos do presente estudo foram: (1) avaliar a
influéncia do tabagismo nos niveis de LL-37 e HNP 1-3 no fluido crevicular gengival
(FCG) de pacientes com periodontite e investigar a associacdo entre 0s niveis
destes PAMs e de mediadores inflamatérios nos sitios com auséncia e presenca de
doenca periodontal; (2) investigar o impacto do tabagismo nos niveis de hBD1 e 2
em pacientes com periodontite e avaliar os efeitos da nicotina e cotinina na
expressdo destes PAMs por queratindcitos; (3) avaliar a atividade metabdlica e
enzimatica durante a recolonizacao de biofilmes multi-espécies
periodontopatogénicos apos tratamento com peptideos sintéticos derivados da
catelicidina humana (LL31 e D-LL31). A quantificacdo dos PAMs e mediadores
inflamatorios no FCG foi realizada por meio de ensaio ELISA sanduiche e Multiplex,
repectivamente, enquanto a RT-gPCR em tempo real detectou a expressao génica
dos PAMs por queratindcitos. A producdo de acido lactico foi mensurada para
determinar a atividade metabdlica nos biofilmes pos-tratamento, enquanto a
atividade enzimatica foi analisada por meio da dipeptidil peptidase (DPP). Além
disso, a viabilidade celular foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de
colénia e o gPCR identificou a presenca de P. gingivalis e a concentracdo de
bactérias totais nos biofilmes. Os resultados dos estudos clinicos demonstraram que
o tabagismo pode influenciar na expressao dos PAMs, reduzindo os niveis de LL-37,
HNP 1-3 e hBD1 e aumentando os niveis de hBD2 no FCG. Nos sitios doentes,
foram observados maiores niveis de LL-37 comparados aos sitios sadios, com

associacdo positiva a presenca de IL-13 e MMP-8. A HNP 1-3, por sua vez,



apresentou niveis mais baixos, com associacao positiva a IL-10. Nos experimentos
in vitro, foi constatado que a nicotina reduz significativamente a expressao génica de
hBD1 por queratindcitos, sendo essa reducdo mais acentuada na presenca de A.
actinomycetemcomitans. Tanto a nicotina como a cotinina promoveram reducao na
expressdo de hBD2 quando associadas a cultura bacteriana. No entanto, esta
reducdo foi significativa apenas para o estimulo simultdneo com cotinina e P.
gingivalis. Em relacdo ao efeito dos peptideos sintéticos sobre a recolonizacédo de
biofilmes multi-espécies, os resultados indicam que o D-LL31 possui acao inibitoria
sobre a atividade metabdlica e enzimatica durante a recolonizacéo de biofilme multi-
espécies periodontopatogénico, podendo seu efeito se prolongar até 5 dias apds o
tratamento. Assim, podemos concluir que o efeito do tabagismo na expressao dos
PAMs pode ser mais um mecanismo associado a maior prevaléncia e severidade de
doenca periodontal em fumantes. Além disso, o efeito inibitdério do peptideo sintético
D-LL31 torna-o um possivel agente terapéutico para utilizagdo no tratamento da

doenca periodontal.

Palavras chave: Peptideos catidnicos antimicrobianos. Periodontite. Tabagismo.

Biofilmes.



Soldati KR. Antimicrobial peptides and periodontal disease: influence of smoking on

the expression of antimicrobial peptides and possible effects of synthetic peptides on
multi-species biofilms. [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia

da UNESP; 2020

ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are important components of the host response
against invading pathogens. In addition to the direct antimicrobial activity, they can
also participate in the immune system modulation. However, the role of AMPs in the
etiopathogenesis of periodontal disease and the risk factors that may influence their
expression in the oral cavity are not yet fully understood. Thus, the purposes of the
present study were: (1) to evaluate the influence of smoking on the levels of LL-37
and HNP 1-3 in the gingival crevicular fluid (GCF) of patients with periodontitis and to
investigate the association between the levels of these AMPs and inflammatory
mediators at sites with absence and presence of periodontal disease; (2) to
investigate the impact of smoking on hBD1 and 2 levels in patients with periodontitis
and to evaluate the effects of nicotine and cotinine on the expression of these AMPs
by keratinocytes; (3) evaluate the metabolic and enzymatic activity during the
recolonization of multi-species periodontopathogenic biofilms after treatment with
synthetic peptides derived from human cathelicidin (LL31 and D-LL31). The
guantification of AMPs and inflammatory mediators in the GCF was performed by
sandwich ELISAs and Multiplex assay, respectively, while RT-gPCR in real time
detected the gene expression of the AMPs by keratinocytes. The production of lactic
acid was measured to determine the metabolic activity in post-treatment biofilms,
while the enzymatic activity was analyzed using dipeptidyl peptidase (DPP). In
addition, cell viability was assessed by counting colony-forming units and qPCR
identified the presence of P. gingivalis and the concentration of total bacteria in
biofilms. The results of clinical studies have shown that smoking can influence the
expression of AMPs, reducing the levels of LL-37, HNP 1-3 and hBD1 and increasing
the levels of hBD2 in the FCG. Higher levels of LL-37 were observed in diseased
sites compared to healthy sites, with a positive association with the presence of IL-13
and MMP-8. Nevertheless, HNP 1-3 presented lower levels with positive association

with IL-10. In in vitro experiments, it was found that nicotine significantly reduces the



gene expression of hBD1 by keratinocytes, being this reduction more pronounced in
the presence of A. actinomycetemcomitans. Both nicotine and cotinine reduced hBD2
expression when associated with bacterial culture. However, this reduction was
significant only for the simultaneous stimulation with cotinine and P. gingivalis.
Regarding the effect of synthetic peptides on the recolonization of multi-species
biofilms, the results indicate that D-LL31 has an inhibitory action on the metabolic
and enzymatic activity during the recolonization of periodontopathogenic multi-
species biofilms, and its effect can be prolonged up to 5 days after treatment. Thus,
we can conclude that the effect of smoking on the expression of AMPs may be one of
the mechanisms associated with the higher prevalence and severity of periodontal
disease in smokers. In addition, the inhibitory effect of the synthetic peptide D-LL31

makes it a possible therapeutic agent for use in the treatment of periodontal disease.

Keywords: Antimicrobial cationic peptides. Periodontitis. Smoking. Biofilms.
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1  INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria caracterizada pela destruicdo dos
tecidos de suporte do dente?. Apesar do biofilme bacteriano ser considerado o fator
etiologico primario das doencas periodontais, a severidade e progressao das mesmas
depende de um balanco dindmico entre biofilme, fatores genéticos e fatores
ambientais®. Portanto, as interacdes que ocorrem entre 0s mecanismos de defesa do
hospedeiro e o0 desafio bacteriano sdo essenciais para a determinacdo da
suscetibilidade individual & periodontite.

Os mecanismos de defesa do hospedeiro sao constituidos pela imunidade
inata e adaptativa®. O sistema imune inato mantém uma barreira fisica e funcional
contra microrganismos, tendo um papel primario na defesa do hospedeiro contra o
biofilme bacteriano. O epitélio oral funciona como uma barreira fisica contra
microrganismos patogénicos, e 0s neutrofilos, que migram através do epitélio
juncional, formam uma barreira entre o biofilme bacteriano e o epitélio subjacente*®.
Tanto as células epiteliais como o0s neutrdfilos produzem os peptideos
antimicrobianos (PAMs) que possuem atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus 2. Além disso, estes PAMs s&o
guimioatraentes para células fagocitarias e mastocitos, induzem mediadores
inflamatorios e degranulagéo de mastécitos, regulam eventos inflamatorios iniciais, e
aumentam a imunidade adaptativa®!°. As principais atividades imunomodulatdrias
dos PAMs estdo citadas na Tabela 1*t. Assim, os PAMs sdo importantes moléculas
do sistema imune inato que contribuem para a manutencdo do balanco entre saude
e doenca da cavidade bucal. Em relagao a sua expressao na cavidade oral, os PAMs
podem ser detectados na lingua, mucosa bucal, epitélio gengival e glandulas
salivares®1213,

Dentre os PAMs mais estudados e que apresentam participacdo importante na
resposta imune, pode-se citar a catelicidina e as defensinas!*. As defensinas sdo uma
classe de PAMs produzida por muitos organismos eucariotos, incluindo mamiferos,
insetos e plantas'®. Em humanos, séo produzidas por células epiteliais de superficie
de mucosa e por leucdcitos contendo granulos, incluindo neutréfilos e células natural
killer's, apresentando-se tanto em tecidos sadios como em tecidos inflamados?'’. A

acdo antimicrobiana das defensinas é baseada em suas propriedades fisicas e
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depende de sua capacidade em se ligar as membranas microbianas através de
interagcOes eletrostaticas e hidrofobicas, levando a disruptura da membrana celular
dos microrganismos. Enquanto sua atividade quimiotatica pode ser efetiva para

neutrofilos, eosinofilos, mondcitos, células T181° mastdcitos e células dendriticas2%:21,

Tabela 1 - Atividades imunomodulatérias dos peptideos antimicrobianos

Peptideo

Atividade relevante para imunidade

antimicrobiano Tipo In vitro In vivo
Atividade antimicrobiana Recrutamento de células
Atividade antiviral imunes
Atividade quimiotatica Induc&o de citocinas
Promocéo fagocitose Aumento da resposta
. HNP  Degranulacdo de mastocitos imune humoral e celular
Alfa-defensinas X ~ o -
1-3 Estimula a producao de citocinas e (Ag-especifica)
quimiocinas Confere resisténcia a
Regula ativagdo complemento invasdo bacteriana
Inibicdo do receptor ACTH e producéo de
glucocorticoide
Atividade antimicrobiana Aumento da resposta
Atividade quimiotética através CCR6 imune humoral e celular
Beta- hBD Degranulacdo de mastécitos (Ag-especifica)
. Estimula a producéo de citocinas e Confere resisténcia a
defensinas 1-3 X . ~ .
prostaglandinas invasdo bacteriana
Inducéo da maturacéo de células
dendriticas através TLR4 (apenas mBD 2)
Atividade antimicrobiana Efeito antibacteriano
Atividade quimiotatica Estimula angiogénese
Catelicidina LL-37 Promocdao fagocitose Estimula re-epitelizagao

Estimula a producédo de guimiocinas
Degranulacdo de mastécitos
Neutralizacdo endotoxina bacteriana

de feridas na pele

Fonte: Tabela adaptada de Yang et al.'!, 2004

As duas principais subfamilias de defensinas humanas, denominadas alfa e
beta-defensinas (hBD), sao diferenciadas pela localizagao das pontes de dissulfeto,
pelo comprimento dos aminoacidos e também pelas diferentes células que as
expressam??23, As alfa-defensinas sdo subdvididas em seis diferentes tipos, que
podem ser sintetizados por neutréfilos, peptideos neutrofilicos humanos (HNP) 1-4,
ou pelas células de Paneth presentes na mucosa do intestino (defensina humana 5 e
6 — HD 5 e HD 6). As HNP 1-4 sdo sintetizadas como precursores, clivadas

proteoliticamente, gerando uma defensina catibnica madura que é estocada em

granulos azurdfilos, presentes nos neutréfilos, e depois liberada 242°, Estruturalmente
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semelhante as HNP, as hBD também s&o constituidas por trés pontes de dissulfeto,
porém diferenciam-se pelo espagamento e emparelhamentos dos residuos de
cisteina 26. As hBDs, por sua vez, sdo sintetizadas por células epiteliais. As defensinas
podem ser expressas na gengiva, lingua, glandulas salivares e mucosa, podendo ser
encontradas na saliva e fluido crevicular gengival (FCG).

Embora tenham sido encontradas cerca de 30 tipos de catelicidina em
mamiferos, apenas uma foi identificada em humanos até hoje, a LL-37/hCAP18 que
primeiramente apresenta-se como uma proteina antibacteriana catidbnica humana de
18 kDa (hCAP18). Nos neutrdéfilos, os hCAP18 s&o armazenados nos granulos
secundarios, outro tipo de granulo citoplasmatico especializado, que contém agentes
antimicrobianos. O aminoacido numero 37 da alfa hélice da extremidade C-terminal
desta proteina precursora é clivado, formando o peptideo LL-37, que é a forma ativa
e madura da catelicidina?’?8. Na cavidade oral, a LL-37 tem sido encontrada no
epitélio gengival, FCG e saliva®®20.

Na ultima década, observa-se um aumento do numero de publicacdo sugerindo
uma possivel implicacdo dos PAMs na homeostasia periodontal. No sétimo Workshop
Europeu de Periodontia foi destacado que os PAMs podem influenciar a homeostasia
da cavidade bucal ndo somente devido a sua atividade antimicrobiana contra
patdgenos bucais, mas também pelas suas propriedades imunomodulatérias tanto na
resposta imune inata como na adaptativa.

Em resposta a condicdo de saude ou doenca nos tecidos periodontais, a
regulacdo de PAMs pode sofrer as mais diferentes alteracdes. Estudos clinicos
demonstraram que a catelicidina, LL-37/hCAP18, apresentou-se significativamente
elevada no FCG de pacientes com periodontite crbnica em comparacdo com
pacientes periodontalmente saudaveis3*?, assim como em pacientes com
periodontite agressiva quando comparados a gengivite e a pacientes saudaveis=3,
Foram observadas concentracdes mais elevadas de HNP1-3 no FCG de pacientes
com periodontite agressiva e crbnica do que em pacientes periodontalmente
saudaveis®. No entanto, bidpsias gengivais de pacientes com periodontite
apresentaram niveis mais baixos de mMRNAs de hBD1, hBD2 e hBD3 em comparacao
com bidpsias de tecido gengival saudavel**3%, Também foi demonstrado que o nivel
de hBD3 estava inversamente correlacionado com a severidade da doenca e o grau
de colonizagdo de espécies bacterianas com elevado potencial

periodontopatogénico®.
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Alguns trabalhos tém demonstrado que fatores de risco para a doenca
periodontal como tabagismo, diabetes melitus e obesidade podem provocar
alteracoes na expressao dos PAMs. Dessa forma, os PAMs poderiam funcionar como
um possivel mecanismo de ligacao entre as doencas periodontais e seus fatores de
risco.

Diferentes mecanismos bioldégicos podem explicar a maior prevaléncia e
severidade da doenga periodontal em fumantes. Componentes do cigarro podem
alterar mecanismos como: vasoconstricao periférica®’, a qual reduz a distribuicdo de
oxigénio e nutrientes no tecido gengival; alteragbes nas fungdes imunoldgicas®,
podendo afetar a fungdo neutrofilica®® e fibroblastica’®*? além de promover a
diferenciacdo de osteoclastos no tecido periodontal**-#6. Além disso, o tabagismo
pode aumentar a degradacdo periodontal e ainda comprometer a resposta ao
tratamento periodontal*’#8, De maneira geral, o fumo parece inibir a defesa do
hospedeiro contra infeccbes microbianas enquanto promove ou aumenta a reacao
inflamatoria*®. Quanto a regulacdo de PAMs, estudos prévios mostraram que 0s
niveis de hBD2 e LL-37 estavam significativamente mais elevados no FCG de
pacientes fumantes com periodontite agressiva generalizada em comparacdo com
nao fumantes. Da mesma forma, niveis mais altos destes PAMs foram detectados no
FCG de fumantes com gengivite quando comparados a nao fumantes com
gengivite®®. No entanto, a expressédo de hBD1 e 2 no tecido gengival saudavel, com
auséncia de inflamacéo, de pacientes fumantes foi significativamente menor do que
no tecido gengival de pacientes ndo fumantes®!. Além disso, pacientes fumantes com
periodontite cronica também apresentaram niveis mais baixos de LL-37 na saliva e
no FCG quando comparados aos ndo fumantes®?. Apesar destas evidéncias clinicas,
o efeito do tabagismo na regulacdo da expressédo dos PAMs ainda ndo se encontra
devidamente elucidado.

Tem sido hipotetizado que uma combinacdo especifica de PAMs poderia
preservar a saude bucal e que qualquer modificacdo desta combinacdo poderia
refletir em um desequilibrio da resposta imune inata®. Este desequilibrio poderia
representar uma parte dos processos chaves que ainda faltam ser identificados para
a compreensdo dos mecanismos envolvidos no inicio e no desenvolvimento das
doencas periodontais®*°’. De fato, um melhor entendimento sobre a regulacédo dos
PAMs nos tecidos periodontais é importante para o desenvolvimento de novas

medidas preventivas, diagnosticas e/ou terapéuticas para as doencas periodontais.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que existe uma associagao
entre o tabagismo e alteracdes na expressédo de PAMs. O tabagismo teve um efeito
negativo na expressao de PAMs de origem neutrofilica, como a LL-37 e HNP 1-3, no
FCG de sitios sadios e doentes de pacientes com periodontite crénica. Ja nos PAMs
de origem epitelial, o fumo reduziu os niveis de hBD1, porém aumentou os niveis de
hBD2 nos sitios que apresentavam sinais clinicos de periodontite.

Em relacdo a condi¢do clinica periodontal, PAMs apresentaram modulacfes
distintas. Sitios doentes apresentaram maiores niveis de LL-37, positivamente
correlacionados com mediadores pro-inflamatérios, enquanto a HNP 1-3
apresentava-se em menores niveis quando comparados a sitios sadios, sendo
positivamente correlacionada a mediadores anti-inflamatoérios, independentemente
da presenca do habito de fumar.

Além disso, produtos téxicos do cigarro, como a nicotina e cotinina, promoveram
uma reducao na expressao génica de hBD1 por queratindcitos humanos, sendo essa
reducdo mais intensa na presenca do patdégeno A. actinomycetemcomitans. Estes
mesmos produtos reduziram a expressado génica de hBD2 apenas na presenca de
patdgenos periodontais, sendo o efeito da nicotina mais acentuado na presenca de
A. actinomycetemcomitans e da cotinina na presenca de P. gingivalis.

Em relacdo aos peptideos sintéticos testados em biofilmes multi-espécies, foi
possivel demonstrar que a versdo D-aminoacido da LL-31 apresenta maior efeito
inibitério, proporcionando maior reducéo da atividade metabdlica e enzimatica sobre

a recolonizacédo de biofilme multi-espécies periodontopatogénico.
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