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RESUMO

Moraes RM. Estresse e periodontite: avaliacdo da inervacao simpatica no periodonto e
da resposta adrenérgica apos infeccdo por Porphyromonas gingivalis [tese]. Sado José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2022.

O estresse agrava a doenca periodontal por varios mecanismos, sendo a estimulagao
do sistema nervoso simpatico (SNS) um deles. A literatura mostra que a estimulacdo
de receptores (B-adrenérgicos (B-AR) aumenta a angiogénese em 0sso0s longos, e a
expansao microvascular agrava a periodontite. Ainda, catecolaminas aumentam a
viruléncia de periodontopatégenos e agem na resposta imune. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar: (1) a inervacao simpéatica no periodonto e a influéncia da ativacao
do SNS na vascularizagcao periodontal em camundongos e (2) a influéncia do sistema
adrenérgico nos fatores de viruléncia de Porphyromonas gingivalis (Pg) e na resposta
imunoldgica a este patdgeno in vivo (Galleria mellonella). Na primeira parte,
camundongos receberam injecdo intraperitoneal de solucdo salina (PBS) ou
isoproterenol (ISO; agonista nao seletivo 3 adrenérgico) por 1 més, para deteccédo in
situ de tirosina hidroxilase, neuropeptideo Y, transportador de norepinefrina (NET) e
endomucina em mandibulas. Expressao de mRNA de Vegf-a, II-186, 1I-6, Adrb2 e Rankl
foi quantificada 2 h apds administracdo de ISO/PBS em mandibula e tibias, que
serviram como controle positivo. Diferentemente das tibias, ndo houve alteracdo na
expressao dos genes analisados em mandibula. Por outro lado, NET foi mais expresso
no 0sso alveolar do que na tibia, sendo detectado nos osteoblastos, ostedcitos e células
do ligamento. Embora o padrdo de inervacédo e a expressdo de Adrb2 sejam
semelhantes entre mandibula e tibia, o tratamento com ISO n&o influenciou no nimero
e area de vasos positivos para endomucina. Na segunda parte, investigamos a
influéncia adrenérgica na resposta imune de G. mellonella durante infeccdo por Pg
utilizando norepinefrina (NE; agonista a e 3 adrenérgico) e ISO. Pg também foi cultivada
na presenca de ISO (PgISO) ou NE para avaliagdo da acao direta dos compostos na
bactéria. 1ISO sistémico protegeu as larvas da infec¢do por Pg, aumentando o nimero
de hemdcitos e reduzindo a contagem de células de Pg na hemolinfa, exclusivamente
pelo B-AR. Diferentemente, NE aumentou mortalidade, diminuiu o ndmero de
hemacitos. Apenas PgISO aumentou a morte das larvas, apesar de ambos, NE e ISO,
terem aumentado a expressdo de fatores de viruléncia na bactéria in vitro. 1SO
circulante, concomitante com PgISO, reduziu parcialmente a mortalidade das larvas. A
influéncia do estresse na doenca periodontal envolve diversas vias que alteram os dois
pilares da periodontite (microbiota e sistema imune). No entanto, a acdo na resposta
do hospedeiro parece ser superior, uma vez que a estimulagéo 3-AR em 0sso alveolar
saudavel ndo alterou a producéo de citocinas pro-inflamatérias ou microvascularizacao
e a modulagdo da resposta imune em G. mellonella por compostos adrenérgicos foi
mais importante para o desfecho da infeccéo que sua acgéo direta sobre a bactéria.

Palavras-chave: periodontite; sistema nervoso simpéatico; estresse; Galleria mellonella.



ABSTRACT

Moraes RM. Stress and periodontitis: evaluation of sympathetic innervation in the
periodontium and the influence of adrenergic signaling on Porphyromonas gingivalis
infection [thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2022.

Stress aggravates periodontitis, and one possible mechanism is the activation of
sympathetic nervous system (SNS). The literature shows that stimulation of -
adrenergic receptors (3-AR) induces angiogenesis in long bones, and microvasculature
amplification was linked to periodontitis severity. Moreover, catecholamines increase
the virulence of some periodontopathogenic bacteria in vitro and influences the innate
immunity. Thus, the aim of this study was (1) evaluate the presence and influence of the
SNS in the stimulation of periodontal vasculature, and (2) the influence of the adrenergic
system on Porphyromonas gingivalis (Pg) virulence and on the immunological response
to this pathogen in vivo (Galleria mellonella larvae). For the first part, mice received
isoproterenol (ISO, a non-selective B-AR agonist) or saline (PBS) for 1 month, for in situ
analysis of tyrosine hydroxylase, neuropeptide Y, norepinephrine transporter (NET) and
endomucin in the mandibles. Vegfa, II-18, 1I-6, Adrb2 and Rankl mRNA expression was
assessed 2 hours after PBS/ISO treatment for mandibles and tibia, that served as
positive control. We observed that, differently from the tibia, the expression of these
genes did not alter on the mandible. However, NET expression was detected in
osteoblasts, osteocytes, and periodontal ligament fibroblasts, and were higher
expressed when compared to the tibias from the same animals. Although the pattern of
sympathetic innervation and Adrb2 expression were similar between tissues, ISO
treatment did not increase the area or number of endomucin+ vessels. For the second
part, we addressed the adrenergic signaling influence on G. mellonella immune system
during Pg infection using norepinephrine (NE, a- and B-AR agonist), 1SO and
octopamine (insect’s endogenous hormone). Pg was also cultivated in the presence of
ISO (PglSO) or NE to investigate the direct action of the ligands on bacterial virulence.
Systemic administration of ISO protected the larvae from Pg infection by increasing
hemocyte density accompanied by reduction of Pg load in hemolymph, in a 8-AR
manner. In contrast, NE increased mortality, with decreased hemocyte count and no
influence on the other parameters. Only PgISO increased larvae death, despite of ISO
and NE increased virulence in vitro. The concomitant injection of systemic ISO partially
reversed the toxicity of the PgISO. The influence of stress on periodontitis involves
different pathways, that alter the two pillars of disease’s pathogenesis (microbiota and
immune system). However, the influence on the host’s inflammatory response seems
to overcome the other players, since 8-AR activation on healthy alveolar bone didn’t
alter cytokines production or microvasculature. Besides, the modulation of innate
immunity by adrenergic signaling in G. mellonella was more important for the disease’s
outcome than it’s direct action on the bacteria.

Key-words: periodontitis; sympathetic nervous system; stress; Galleria mellonella.




1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca altamente prevalente, que acomete até 70% dos
adultos com 65 anos ou mais (Eke et al., 2016; Billings et al., 2018). E uma patologia
inflamatoria crénica multifatorial associada a disbiose da microbiota oral, decorrente
da complexa interacdo entre 0s micro-organismos e a resposta imunoldgica do
hospedeiro, que leva a destruicado dos tecidos de suporte do dente (Papapanou et al.,
2018). Algumas condi¢des, conhecidas como fatores de risco, sdo capazes de
modular a progressdo da doenca. Dentre esses fatores encontram-se: condicdes
genéticas (como polimorfismos, sindromes, predisposicdo genética a diabetes e
outras comorbidades), obesidade, tabagismo, idade, doengas sistémicas (como
diabetes/osteoporose) e estresse (Genco, Borgnakke, 2013).

O estresse é definido como um estado em que a homeostase esta ameacada
ou prestes a ser ameacada, e que pode ser desencadeado por uma série de fatores
tanto fisicos quanto emocionais. O estresse agudo gera prontamente uma resposta
fisioloégica para atenuar os gatilhos, apresentando uma acao rapida e limitada. Ja o
estresse crbnico se desenvolve apds exposicdo repetida ou prolongada aos
estressores (Hering et al., 2015). Uma vez instalado, o estado de estresse ativa o
sistema nervoso central (SNC) e periférico, que liberam uma série de
neurotransmissores e hormonios. Os principais mediadores periféricos sao 0s
glicocorticoides (cortisol), liberados pelo eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) e
as catecolaminas, epinefrina e norepinefrina (NE), liberados pelo sistema nervoso
simpético (SNS), tanto pela medula adrenal quanto pelas terminacfes nervosas
periféricas (NE). Durante o estresse crénico ha uma liberagdo sustentada desses
mediadores do estresse (epinefrina, NE e cortisol), que deveriam ser liberados em
quantidade limitada por um tempo determinado, mas que ficam descontrolados
(Chrousos, 2009).

A correlacéo entre o estresse e a doenca periodontal vem sendo evidenciada
na literatura. Foi constatado que o estresse leva a congestao e hipertrofia das paredes
dos vasos, a hemorragia, e alteracdo na direcédo e conformacéao das fibras colagenas
no periodonto saudavel de ratos (Antonova, 2008). Ainda, o estresse, combinado a
inducdo de periodontite experimental, pelo método de ligadura ao redor dos molares
(Gaspersic et al., 2002) ou por infeccdo com Porphyromonas gingivalis (Nakajima et

al., 2006), acentua a perda Ossea e de insercao periodontal em ratos. Da mesma
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forma, estudos em humanos demonstram piora nos parametros clinicos da doenca
periodontal, como profundidade de sondagem, indice de placa, indice gengival e
perda dentaria em pacientes estressados (Deinzer et al., 1999; Rosania et al., 2009;
Goyal et al., 2011; Rai et al., 2011).

Os exatos mecanismos pelos quais o estresse influencia a doenga periodontal
ainda nao foram totalmente elucidados. Acredita-se que a ativacado dos sistemas
supracitados com liberacao de cortisol e catecolaminas possam interferir na resposta
inflamatdria do hospedeiro, o que favoreceria o acimulo de biofilme dental e a disbiose
(Genco et al., 1999; Warren et al., 2014). Estudos clinicos demonstram claramente o
aumento da liberacdo de cortisol sérico em pacientes sob estresse (Deinzer et al.,
2000; Rosania et al., 2009; Goyal et al., 2011; Rai et al., 2011), e o0 aumento deste
horménio impacta negativamente o quadro clinico da periodontite devido a
imunossupressao. O estresse também pode levar a alteracdes de comportamento
como: tabagismo, negligéncia com a higiene oral e dieta hipercalérica. O fumo por si
s6, tem efeito negativo sobre a doenca periodontal, por influenciar na microbiota e
microvascularizacdo local, predispondo a colonizacdo de bactérias anaerdbias.
Também altera a resposta de neutrofilos e producdo de citocinas, favorecendo a
infeccdo e a inflamacé&o exacerbada que leva a perda de tecidos periodontais (Genco,
Borgnakke, 2013). A ma higiene oral predispde a doenca, uma vez que ndo ha a
remocao adequada do biofilme. E por fim, a ingestdo de dieta hipercalorica pode levar
a ativacdo do coértex adrenal e liberacdo do cortisol que, como ja explanado
anteriormente, leva a imunossupressdo e agravamento da infec¢cdo com piora da

doenca periodontal (Figura 1) (Genco et al., 1999).

14



Figura 1 - Esquema das vias de acao do estresse na doenca periodontal
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Legenda: ACTH: hormdnio adrenocorticotrofico; CRH: hormdnio liberador de corticotrofina.
Fonte: Esquema extraido e modificado de Genco et al., 1999.

Embora a acao do eixo HPA na patogénese da doencga periodontal tenha sido
profundamente estudada, a influéncia do SNS ainda € pouco compreendida. O SNS,
na sua regido final de atuacéo, se liga a receptores especificos nas células chamados
receptores adrenérgicos (AR), sendo subdivididos em a e 3, que séo ativados pela
epinefrina ou NE. Embora a maioria dos neurdnios simpéticos utilizem a epinefrina/NE
COMO neurotransmissores principais, existem populacdes neuronais ndo-adrenérgicas
que incluem neuropeptideo Y, galanina, somastatina e opioides (Gibbins, 2013). O
SNS age nos dois pilares da patogénese da doenca periodontal: hospedeiro
(inflamac&o e células residentes do periodonto) e microbiota.

O SNS constitui a principal comunicacao entre SNC e a resposta imunolodgica.
Todas as células imunes possuem receptores adrenérgicos, que quando ativados séo
capazes de modificar o nUmero e propor¢ao das células que participam da resposta
imune, assim como alterar a resposta individual dessas células (Calcagni, Elenkov,
2006; Bao et al., 2007; PeSic¢ et al., 2009; Scanzano, Cosentino, 2015). Além da
influéncia do SNS nas células inflamatérias, também foi evidenciada sua acdo em
células residentes do periodonto por meio dos receptores adrenérgicos. Foi
constatado que os fibroblastos da gengiva e do ligamento periodontal expressam (32-
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AR, sendo que a administracdo do isoproterenol (ISO- agonista nao seletivo 3
adrenérgico) e do salbutol (agonista seletivo f2-AR) diminuiram sua proliferacéo in
vitro, fendmeno que foi abolido pela adi¢do do propranolol (antagonista 3-adrenérgico;
Gruber et al., 2013). O mesmo foi evidenciado para o al-AR, sendo que houve
diminuicdo da proliferacdo celular e aumento da expressdo de al-AR apds o
tratamento de células do ligamento periodontal com lipopolissacarideo (LPS). Além
disso, o bloqueio do al-AR (fentolamina, antagonista ndo seletivo de receptores a
adenérgicos) inibiu a producao de interleucina (IL)-1, IL-6 e IL-8 (Lu et al., 2014).

Alguns estudos in vivo suportam a hipotese do envolvimento dos B-AR na
patogénese da doenca periodontal. Observou-se inibicdo da diferenciacao
osteoclastica e reducédo da perda 6ssea alveolar em ratos tratados com propranolol,
por injecdo intraperitoneal ou via oral (Okada et al., 2010; Shimizu et al., 2011;
Rodrigues et al., 2012). Em estudo do nosso grupo de pesquisa, verificamos que o
propranolol e o ISO apresentam efeitos antagbnicos na perda de colageno gengival
durante a inducdo da doenca periodontal em ratos e, que ISO aumentou a perda 6ssea
alveolar (Martins et al., 2017).

A influéncia do SNS no controle do metabolismo 0sseo, modulando a
reabsorcdo 0ssea e a atividade das células 6sseas, € bem estabelecida (Elefteriou,
2018). Os primeiros indicios da influéncia neuronal no metabolismo ésseo foram
observados pela descoberta da regulacéo da reabsorcao 6ssea pela leptina, horménio
sintetizado pelos adipdcitos, que age no metabolismo energético e controle do apetite.
Foi evidenciado em experimentos com animais knockout em leptina, que estes
animais apresentavam maior massa 0ssea (Elefteriou, 2005). A leptina também
estimula a atividade do SNS, causando a diminuicdo da massa 6ssea através da
ativacdo de B2-AR expresso em osteoblastos, levando a diminuicdo da proliferacao
dessas células (Takeda et al., 2002). Similarmente, camundongos knockout para (32-
AR apresentam massa 6ssea aumentada (Elefteriou, 2005). A estimulagéo de B2-AR
em camundongos e ratos promove uma resposta osteoclastogénica, mensurada pelo
aumento da perda Ossea e formacéo de osteoclastos. Acredita-se que este efeito &
devido ao aumento de Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B
(RANKL) e IL-6, e a estimulagéo dos B-AR também afeta a formagédo 6ssea inibindo a

proliferacéo osteoblastica (Elefteriou, 2018) (Figura 2).
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Figura 2 - Desenho esquematico de um dente e do periodonto associado,
evidenciando dos potenciais mecanismos de acdo do SNS na iniciacao e progressao

da doenca periodontal

@ Bactéria: Estimula crescimento e viruléncia

(Robertset al., 2002; Belay et al., 2003; Saito et al.,
2011; Graziano et al., 2013)

(Calcagni, Elenkov, 2006; Bao et
al,, 2007; Pesic et al., 2009)

@ Células imunes: pro-inflamatério

@ Fibroblastos: Inibe proliferacio
(Gruber et as., 2013; Lu et al., 2014)

@ Osteoblastos: Inibe formacio 6ssea

(Takeda et al., 2002; Elefteriou et al.,
20035; Elefteriou et al., 2018)

@ Osteoclastos: Estimula reabsorcio éssea
(Rodrigues et al., 2012; Shimizu et al., 2011;
Okada et al., 2010; Elefteriou, 2018)

Vasos sanguineos
Receptor adrenérgico

@ Noradrenalina

‘ Neutrofilos

Fibroblasto

#3) Osteoclasto
Osteocito
@ Osteoblasto

‘- Bactéria

Legenda: Os numeros indicam o efeito da ativacdo do sistema nervoso simpatico nos varios agentes
associados a patogénese da doenga periodontal. As fibras simpéticas presentes no periodonto liberam
catecolaminas que se ligam aos receptores presentes nas células desta regido. Epinefrina/NE podem
agir no biofilme, estimulando o crescimento de algumas bactérias e a viruléncia de outras, como
Porphyromonas gingivalis, bactéria keystone para o desenvolvimento da periodontite (1). As
catecolaminas também podem se ligar a receptores adrenérgicos nas células inflamatérias,
favorecendo um perfil pro-inflamatério, promovendo agregacgéo plaquetaria e ativacdo de neutrdfilos
(2). Ao se ligarem aos receptores nos fibroblastos, inibem a sua proliferacéo (3), impactando no reparo
e remodelacédo tecidual. Nas células 6sseas, ja foi provado que as catecolaminas inibem a proliferacéo
de osteoblastos em o0ssos longos (4) e promovem osteoclastogénese (5) também no osso alveolar,
podendo agravar assim a perda 0ssea. Fonte: Elaborada pelo autor.

Além dos efeitos diretos nos receptores adrenérgicos das células ésseas, o
SNS pode causar alguns efeitos indiretos no 0sso, como a regulacdo do suprimento
sanguineo. Nosso grupo constatou que o ISO estimula a producdo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) em ossos longos de camundongos adultos e
em células tronco da medula éssea, aumentando a densidade vascular éssea, com

aumento de vasos CD31 e endomucina-positivos (endomucina+), através da ativacao
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do B2-AR em osteoblastos (Mulcrone et al., 2017). A presenca de neuropeptideos do
SNS foi identificada em associacdo aos vasos sanguineos do periodonto. Fibras
nervosas imunorreativas ao neuropeptideo Y foram identificadas ao redor dos vasos
sanguineos, no ganglio trigeminal, polpa dental e ligamento periodontal de ratos
saudaveis (Wakisaka et al., 1996). Ainda em artérias e arteriolas do ligamento
periodontal de ratos saudaveis, observou-se a presenca de fibras positivas para a
tirosina-hidroxilase (TH, enzima que converte a L-DOPA em dopamina, precursora da
epinefrina e NE) (Norevall et al., 1996). A TH € um dos mais relevantes biomarcadores
da superatividade do SNS durante o estresse (Dunkley et al., 2004), sendo que houve
aumento da expressao de TH no ligamento periodontal de ratos com e sem doenca
periodontal expostos ao estresse (Lu et al., 2014), e a marcacao imuno-histoquimica
de TH mostrou-se aumentada em humanos com doenca periodontal (Memmert et al.,
2019). No entanto, a sua relacdo com a periodontite ainda é objetivo de investigacao.
Uma vez que nosso estudo anterior evidenciou o efeito indireto da ativagéo dos [32-
AR em osteoblastos na densidade vascular em ossos longos (Mulcrone et al., 2017),
hipotetizamos que a ativacdo dos receptores adrenérgicos no 0sso alveolar apés a
liberacdo de epinefrina/NE pelas fibras nervosas simpéticas, como a que ocorre em
situacOes de estresse, poderia induzir a liberacdo do VEGF, aumentando assim a
densidade microvascular (MVD) local.

O VEGF é o principal fator de crescimento relacionado a angiogénese e
permeabilidade vascular, com papel importante nas doencas inflamatérias crénicas,
dentre elas a periodontite (Aspriello et al., 2009). Esse fator de crescimento parece
estar envolvido no inicio e progressdao da gengivite e periodontite, principalmente
promovendo a expansao vascular observada na inflamacéo (Aspriello et al., 2009). A
presenca do VEGF e seu receptor VEGFR foram observados em pacientes com
doenca periodontal leve, moderada e severa (Vladau et al., 2016). Em condi¢cbes
saudaveis ndo ha a expressdo de VEGF/VEGFR nos tecidos periodontais, ja nas
lesbes periodontais iniciais o VEGF aumenta a MVD no estroma. Na periodontite
moderada e avancada ha aumento significante da presenca de VEGF/VEGFR
(coloracdo imuno-histoquimica) tanto no epitélio quanto no estroma (Artese et al.,
2010; Kasprzak et al., 2012; Vladau et al., 2016). Acredita-se que o aumento da MVD
pode aumentar a liberacdo de diferentes citocinas, moléculas de adesé&o, e outros
fatores inflamatérios, sendo que na periodontite este aumento no transporte das

células inflamatérias, nutrientes e oxigénio causado pela angiogénese pode aumentar
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a severidade da inflamacdo. Assim o VEGF agiria como um agente pro-inflamatorio
na periodontite (Aspriello et al., 2009; Afacan et al., 2019).

A acdo do SNS é estreitamente controlada através da recaptura das
catecolaminas liberadas no meio pelo transportador de NE (NET- norepinephrine
transporter). Este transportador esti presente nas fendas sinapticas e constitui um
importante mecanismo de feedback negativo para limitar a duracdo do estimulo
simpatico e para repor os estoques de NE nas fibras nervosas. No entanto, foi
evidenciado que outras células, além dos neurdnios, expressam esse transportador,
como osteoblastos e ostedcitos maduros em 0ssos longos e que essas células sao
capazes de captar e metabolizar a NE (Ma et al.,, 2013; Zhu et al., 2018).
Camundongos knockout para NET apresentaram reducdo da formacdo Ossea e
aumento na reabsorc¢ao, resultando em diminuicdo da massa 0ssea (Ma et al., 2013).
Também foi observado que a expressdo tanto de mRNA quanto proteica desse
transportador diminui com a idade, e que os niveis de NE aumentam no fémur em
camundongos mais velhos. Esse aumento ndo foi acompanhado pelo aumento no
precursor de NE (L-DOPA) e nem do seu metabdlito 3,4-diidroxifenilglicol (DHPG),
sugerindo que pode ser decorrente do déficit em recaptacédo da NE (Zhu et al., 2018).
Tais achados sugerem que a NE liberada e recaptada pelos neurdnios, osteoblastos
e osteOcitos representa parte de um mecanismo complexo de homeostase no qual o
SNS controla o metabolismo 0sseo. A presenca desse mecanismo nos osteoblastos
e osteocitos do 0sso alveolar ainda € desconhecida.

Além dos efeitos no hospedeiro, as catecolaminas também demonstram acéo
nos micro-organismos. A endocrinologia microbiana € a area de estudo que reconhece
uma relacédo bidirecional entre fatores neuroenddcrinos do hospedeiro e da microbiota
(Lyte,1992). A comunicacdo entre as espécies bacterianas e os horménios do
hospedeiro se da através de estruturas conhecidas como sensores de quoérum
(quorum sensing), envolvidas no mecanismo de comunicacdo ceélula-célula e
responsaveis por alteracdes genéticas na bactéria frente a estressores. Esses
receptores respondem tanto a epinefrina quanto a NE e estudos in vitro demonstram
a estimulacao do crescimento de algumas bactérias como: Fusobacterium nucleatum,
Tannerella forsythia, Escherichia coli, Enterobacter sp, Shigella sonnei,
Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Actinomyces naeslundii, Actinomyces gerenscseriae,
Eikenella corrodens e C. gracilis pelas catecolaminas (Belay, Sonnenfeld, 2002; Belay
et al.,, 2003; Roberts et al., 2002; Roberts et al., 2005; Weinstein et al., 2015). No
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entanto, a estimulagdo do crescimento bacteriano pelas catecolaminas ndo é
uniforme, variando de acordo com 0 neurotransmissor e cepa bacteriana (Boyanova,
2017).

Interessantemente, parece que as catecolaminas ndo sdo capazes de induzir
0 crescimento de algumas bactérias gram-negativas, dentre elas P. gingivalis (Belay
et al., 2003; Graziano et al., 2013), tendo por vezes, efeito inibitério (Roberts et al.,
2002). P. gingivalis € uma bactéria keystone relacionada com o desenvolvimento da
periodontitie em humanos e capaz de induzir doenca em roedores, e que apresenta
capacidade de invasdo dos tecidos e manipulacdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro, estando relacionada inclusive a efeitos sistémicos da periodontite como
doencas cardiovasculares, neuroldgicas e artrite reumatoide (Hajishengallis, 2014;
Fiorillo et al., 2019). Cepas distintas de P. gingivalis (ATCC 33277, ATCC 49417,
FDC381) tiveram seu crescimento inibido na presenca de NE (Belay, Sonnenfeld,
2002; Roberts et al., 2002; Saito et al., 2011). Porém, foi constatado que apesar de
nao induzir o crescimento de P. gingivalis (FDC381 e W83), a NE é capaz de aumentar
a expressao de gingipainas e, consequentemente, sua viruléncia (Graziano et al.,
2013; Boyanova et al., 2017). Este aumento € abolido quando propranolol é
administrado, sugerindo que P. gingivalis apresenta um sensor catecolaminérgico
(Saito et al., 2011). Além da gingipaina (rgpb), também foi constatada a interferéncia
da NE em genes relacionados ao metabolismo do ferro (TonB-dependent receptor
HmuR- hmuR), adaptacdo ao estresse oxidativo (Alkyl hydroperoxide reductase
subunit F- ahpF, oxyR, DNA-binding Protein from Starved cells - dps, Superoxide
Dismutase B - sodB, acid phosphatase - aphC) e protedlise (Hemolysin - hem) (Saito
et al., 2011; Graziano et al., 2013).

Apesar da comprovada acdo da NE sobre os micro-organismos, as
concentracdes utilizadas nos estudos ultrapassam as encontradas no estado de
normalidade. As concentracdes seéricas de N em humanos numa situacdo de
homeostase variam entre 112-1109pg/mL (0,7nM-7nM) (American Board of Internal
Medicine-ABIM, 2020), sendo que durante o estresse essa concentragdo pode variar
até 20 vezes (10nM-100nM) (Boyanova et al., 2017). J4 em estados patol6gicos como
por exemplo feocromocitoma, a concentracéo pode-se elevar até 3161 pg/mL (20 nM)
(Rocha et al., 2005). Deste modo de 0,InM a 10nM estariamos simulando
concentragdes fisiologicas, de 100nM-1uM situagBes de estresse e feocromocitoma
(neoplasia caracterizada por liberagcéo excessiva de NE). Os estudos in vitro utilizam
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100uM para demonstrar a agdo da NE na viruléncia de P. gingivalis (Saito et al., 2011,

Graziano et al., 2013) (Figura 3).

Figura 3 — Concentracdes de NE, e suas correspondéncias a estados fisiologicos, de

estresse, feocromocitoma e influéncia na viruléncia de P. gingivalis in vitro

100pM 1nM 10nM  100nM 1pM 10pM  100pM

Normalidade

Feocromocitoma

Estresse

Fonte: Elaborada pelo autor, baseado em American Board of Internal Medicine-ABIM, 2020; Boyanova,
2017; Rocha et al., 2005; Saito et al., 2011; Graziano et al., 2013.

Galleria mellonella uma mariposa que tém a sua fase larval utilizada como
modelo invertebrado para o estudo da interacdo patdogeno/hospedeiro, pois pode ser
mantida a temperatura semelhante a dos mamiferos (37°C), é de facil manipulacéo,
baixo custo e os resultados encontrados com relagéo aos fatores de viruléncia podem
ser correlacionados aqueles realizados em modelos vertebrados. O sistema de defesa
imunologica deste inseto apresenta ainda similaridades com o de animais vertebrados
(Pereira et al., 2018).

Apos ser infectada, a larva inicia uma série de respostas que sao divididas em
humoral e celular. O patdégeno e seus produtos, conhecidos como padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMP), interagem com receptores de
reconhecimento de patdgenos expressos na superficie de hemaocitos e érgdos como
0 corpo gorduroso. Em G. mellonella, um dos principais receptores relacionados a
resposta a bactéria é o Toll, correlato ao toll-like receptor (TLR)-2 e 4 encontrado em
vertebrados. Apés a estimulacdo dos receptores, havera a estimulacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa beta (Figura 4A), que leva a liberacdo de peptideos
antimicrobianos (AMPSs) e lisozima. A lisozima também j& se encontra circulando na
hemolinfa e é capaz de degradar e matar os micro-organismos invasores (Figura 4B).
Os AMPs equivalem as citocinas liberadas durante o processo inflamatério em

vertebrados, e o principal AMP na resposta a bactérias gram-positivas e negativas é



a cecropina, gue penetra na parede celular e forma poros na membrana citoplasmatica
resultando, em perda de ions, e consequentemente morte celular. As gloverinas se
ligam ao LPS de bactérias gram-negativas e inibem a sintese de proteinas de
membrana vitais resultando em permeabilidade da mesma.

Outro sistema ativado ap0s injuria em insetos € a cascata de melanizacao,
principalmente pela liberagdo da enzima fenoloxidase pelos hemacitos, que converte
a tirosina hidroxilase em melanina. Este sistema ir4 auxiliar na coagulacdo e
cicatrizacdo dos tecidos além de opsonizar e formar complexos que sédo capazes de
matar patdgenos pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio (Figura 4C). Nos
vertebrados, a producéo de melanina é feita pelos queratindcitos e tem como principal
funcao a protecéo dos raios UV; no entanto a funcdo de opsonizacao e inativacdo de
micro-organismos € desempenhada pelo sistema complemento. Além disso, 0s
granuldcitos, analogos aos neutrofilos/macréfagos em vertebrados, imediatamente
apos a infeccdo comecarao a fagocitar as bactérias, na tentativa de conter a infeccao
(Figura 4D). Finalmente, apés entrar em contato com o patégeno, os plasmatécitos se
ativam, emitem pseudopodes e se agregam ao redor do patdégeno, formando
estruturas conhecidas como ndédulos (Figura 4E). Os vertebrados tém uma resposta
semelhante, os granulomas. (Nathan, 2014; Tsai et al., 2016; Wojda, 2017; Pereira et
al., 2018).

Trabalhos prévios demonstram que G. mellonella é um modelo util para o
estudo da infeccéo por P. gingivalis (Gomes et al., 2016; Santos et al., 2017; Geraldo
et al., 2020; Moman et al., 2020; Solbiati et al., 2020). As larvas produzem a
octopamina (OCT), hormonio analogo a NE em vertebrados, como parte da resposta
de fuga ou luta. Em insetos o valor basal de OCT é por volta de 4,5-5,6pg/uL (10-
30nM) podendo chegar a 61pg/uL (300-540nM) em situagdes de estresse (Davenport,
Evans, 1984; Dunphy, Downer, 1994; Adamo et al., 1995). Esse hormonio tem sido
correlacionado a um aumento da susceptibilidade a infecdo pos estresse, em insetos
(Adamo et al., 2010).
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Figura 4 — Esquema da resposta imune desencadeada em G. mellonella apos infec¢éo

por micro-organismos e as respostas correlatas em vertebrados
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Legenda: Apds infecgdo, a larva inicia uma série de respostas que sdo divididas em humoral e
celular. A ativacao de receptores de superficie pelos patégenos (A), leva a liberagdo de peptideos
antimicrobianos e lisozima. A lisozima e os peptideos antimicrobianos encontram-se circulantes na
hemolinfa prontos para realizar a defesa (B). A ativagdo da cascata de melanizacdo opsoniza e mata
microrganismos (C). Além disso, os granuldcitos/plasmatdcitos, imediatamente apés a infecgéo,
comecam a fagocitar as bactérias, na tentativa de conter a infeccao (D), formando também estruturas
conhecidas como nddulos (E).CG= corpo de gorduroso.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Trabalhos in vitro mostram a acdo das catecolaminas em P. gingivalis, mas
utilizam concentra¢des acima das fisioldgicas ou encontradas no estado de estresse
(Figura 3), e ttm como limitag&do ndo apresentarem a correlagdo com o sistema imune.
Assim, o estudo da resposta imunologica frente a diferentes concentracbes de
agonistas adrenérgicos (fisioldgica, durante estresse e em condi¢cdes patoldgicas
como feocromocitoma) em G. mellonella e, como estas situagdes influenciariam a
progressédo da infeccdo por P. gingivalis, uma bactéria que se mostrou se beneficiar
da NE in vitro, poderiam auxiliar no entendimento da susceptibilidade a infeccao dos
individuos expostos a este neurotransmissor, tanto pela otica do sistema imune
quanto da infeccao pelo micro-organismo.

Assim os objetivos deste trabalho foram avaliar: (1) a inervacao simpatica no

periodonto e a influéncia da ativacdo do SNS na vascularizagdo periodontal eem
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camundongos e (2) a influéncia do sistema adrenérgico nos fatores de viruléncia de

P. gingivalis e na resposta imunoldgica a este patégeno in vivo (G. mellonella).



3 CONSIDERACOES GERAIS

A doenca periodontal faz parte do grupo das doencas complexas ou
multifatoriais, que séo decorrentes dos efeitos de multiplos genes em combinacdo com
estilo de vida e fatores ambientais. Na periodontite, a comunicacéo entre microbiota e
hospedeiro determinara o desfecho da doenca, e varios fatores podem influenciar na
resposta do hospedeiro, incluindo o seu estado emocional.

O estresse é um fator de risco para doenca periodontal (Genco et al., 2013),
sendo o SNS um dos mecanismos acionados durante o estresse. Pouco se sabia
sobre a inervagdo simpatica na mandibula, com estudos antigos onde era dificil a
observacédo das fibras nervosas (Norevall et al., 1996). Aqui n6s mostramos que as
fibras simpaticas, marcadas por TH e NPY, encontram-se principalmente ao redor de
vasos sanguineos na regido do ligamento periodontal, e eventualmente nos vasos
sanguineos do osso alveolar (Figura 5A). Nos ossos longos, fibras TH apresentam
morfologia em “saca rolhas” e envolvem 0s vasos sanguineos na regido periosteal. Ja
no 0sso cortical, essas fibras s&o observadas exclusivamente nos canais de Havers
(Chartier et al.,, 2018). As fibras simpaticas liberaram NE, que desencadeia seus
efeitos ao se ligar aos receptores adrenérgicos. Confirmando a presenca dessas fibras
no periodonto, de modo similar aos 0ssos longos, e baseados nos nossos achados
prévios de que a estimulagdo B-AR em osteoblastos induz angiogénese de 0Sso0s
longos (Mulcrone et al., 2017), nos partimos para averiguar se essa acao também
seria observada na regiao molar de camundongos. No entanto, diferentemente do que
esperavamos, a estimulagéo 3-AR por ISO ndo aumentou angiogénese em nenhuma
das regides estudadas (ligamento periodontal, osso alveolar e polpa dentaria) nem
influenciou a expressao de Vegfa, Il-18, II-6 e Rankl.

A resposta diferente observada entre mandibula e tibia pode ser devido as
origens embrionarias distintas. Os 0ssos faciais se originam de células da crista neural
através, predominantemente, de ossificacao intramembranosa, enquanto o esqueleto
axial origina-se da mesoderme, por ossificacdo endocondral (Couly et al., 1993). Foi
demonstrado que osteoblastos originados da crista neural e do mesoderma
apresentam potenciais osteogénicos distintos in vitro (Reichert et al., 2013). Os
osteoblastos mandibulares depositam mais matriz mineralizada e expressam niveis
mais elevados de fosfatase alcalina quando comparados aos osteoblastos da tibia

(Reichert et al., 2013). Além disso, diferentes envelopes 6sseos (0sso alveolar,
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peribsteo mandibular e regi@o retromolar) respondem diferentemente a
agonistas/antagonistas do sistema catecolaminérgico (Bataille et al., 2012). Uma
maior expressdo de VEGF observada em fémures comparado a mandibula, tanto em
fetos quanto em adultos a nivel molecular e proteico, também suporta mecanismos
diferentes controlando a densidade vascular entre os dois tecidos (Marini et al., 2015).

A expansao vascular na periodontite parece estar relacionada a gravidade da
doenca (Aspriello et al., 2009; Artese et al., 2010; Kasprzak et al., 2012; Vladau et al.,
2016, Afacan et al., 2019). No entanto, 0 aumento da vascularizagao provavelmente
esta ligado ao agravamento da inflamacé&o, uma vez que o efeito deletério da ativacao
do SNS na periodontite ja tinha sido demonstrado na literatura através da sua
influéncia na resposta imune (Okada et al., 2010; Rodrigues et al., 2012; Martins et
al., 2017). O uso de propranolol (bloqueador B-AR) diminuiu os niveis séricos de
proteina C-reativa, TNF-a e IL-6, reduzindo o niUmero de osteoclastos em animais com
periodontite (Okada et al., 2010; Rodrigues et al., 2012). Assim, a acdo do SNS
provavelmente ocorre devido & sua capacidade de orquestrar o processo inflamatério
durante a doenca periodontal. Foi constatado que o SNS interfere tanto na resposta
imune inata quanto adaptativa, uma vez que a presenga dos receptores a1 e 2 nestas
células foi evidenciada. Na resposta imune inata, o a1-AR est4 relacionado a
estimulagcdo do processo inflamatério, enquanto o B2-AR estimula uma acéo anti-
inflamatodria. Ja na resposta imune adaptativa o f2-AR € praticamente o Unico receptor
encontrado nos linfécitos (Bellinger, Lorton, 2014; Scanzano, Cosentino, 2015). Outro
achado que corrobora a nocdo de que o SNS influencia a periodontite através do
sistema imune € que a administracdo de ISO ou propranolol em o0sso alveolar
saudavel ndo influencia o numero de osteoclastos (Bataille et al., 2012).

A exposicdo continua dos tecidos a NE deve ser controlada, para evitar
ativacdo exacerbada e repor os reservatorios de NE nas fibras nervosas. Essa funcao
é desempenhada pelos NETs, importante mecanismo de feedback negativo que limita
a resposta simpatica (Mandela, Ordway, 2006). Neste estudo, nos identificamos pela
primeira vez a presengca de NET através de imunofluorescéncia em fibroblastos
periodontais e osteoblastos/ostedcitos do 0sso alveolar (Figura 5A). Essa expressao
foi aumentada em comparagcdo com 0ssos longos, 0 que sugere que o periodonto
apresenta mecanismos para limitar os efeitos do estresse e da ativagdo simpatica. A
inervacao simpatica é essencial para a erup¢ao continua dos incisivos de roedores e

simpatectomia foi relacionada a alteracdes de densidade 6ssea, mostrando que o
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SNS € importante para a homeostase dos tecidos periodontais em roedores e que a
sua acéo deve ser estritamente controlada (Boggio et al., 2004). A relevancia desses
achados devera ser explorada em estudos futuros utilizando inibidores seletivos do
NET, como a reboxetina, ou animais geneticamente modificados com delecao seletiva
de Net, para averiguar a sua funcionalidade durante a patogénese da doenca
periodontal (Figura 5B, 5C).

Figura 5 - Esquema sumarizando os achados da primeira parte deste estudo e

questdes a serem elucidadas
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Legenda: A) Fibras nervosas marcadas para TH e NPY foram encontradas ao redor dos vasos
sanguineos do ligamento periodontal e nos canais de Havers no 0sso alveolar. Além disso também
se notou marcacao para TH em odontoblastos e fibroblastos do ligamento, além de marcagédo NPY
em osteblastos e ostedcitos. NET foi encontrado em osteoblastos, ostedcitos e fibroblastos do
ligamento periodontal. B) A liberacao das catecolaminas na regido periodontal influenciaria as células
da regido através da ligagdo com receptores adrenérgicos. A estimulagao do receptor B-AR, por I1SO,
ndo alterou a MVD da regido. Além disso, a presenca maior de NET na regido periodontal poderia
controlar a acdo das catecolaminas nesta regido, sendo que a sua funcionalidade na patogénese da
periodontite deve ser elucidada em estudos futuros. No entanto, estudos in vivo demonstram a agéo
dos B-AR na patogénese da doenca periodontal aumentado reabsorcdo Ossea, provavelmente
devido a acéo pré-inflamatoria, uma vez que o seu bloqueador (propranolol) diminui a liberacéo de
citocinas (Rodrigues et al., 2012; Okada et al., 2010; Martins et al., 2017). C) Nos ossos longos, a
administragdo de ISO aumentou a MVD (Mulcrone et al., 2017), mostrando comportamento distinto
aos ossos mandibulares. Reforcando essas diferencas, administracdo de 1ISO em fémur saudavel
influencia BV/TV, o que ndo ocorre nos 0ssos alveolares (Bataille et al., 2012).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como enfatizado anteriormente, o sistema imune é parte essencial da
patogénese da doenca periodontal. Porém, a complexidade da doenca dificulta o
estudo da interacdo dos ligantes adrenérgicos na resposta imune isoladamente.
Ainda, a acdo desses ligantes diretamente nos periodontopatégenos foi apenas
estudada in vitro, e a importancia desses achados no cenario in vivo necessita de
validacdo. Assim, em nosso estudo utilizamos o modelo de G. mellonella, devido a
similaridade da sua resposta imune inata aos vertebrados e por permitir a infeccéo
controlada por P. gingivalis.

A resposta imune inata € parte fundamental na manutencdo da homeostase
dos tecidos periodontais. Imunoglobulinas A (IgA) e peptideos antimicrobianos
presentes na saliva, assim como fatores do sistema complemento, ligam-se aos micro-

organismos facilitando a fagocitose ou inativando-os diretamente, controlando assim
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a populagdo microbiana subgengival. Além disso, uma vez que 0S micro-organismos
entram em contato com o0s receptores de reconhecimento de patdgenos,
principalmente os Toll-like expressos nas células epiteliais da gengiva, células
dendriticas, fibroblastos e macréfagos da regido, ha a liberacdo de citocinas
especificas que promovem a quimiotaxia de leucdcitos, como neutrofilos e
macréfagos, para o periodonto. No entanto, durante o processo de fagocitose ha a
liberacdo de radicais livres e enzimas que levam a degradacéo tecidual. Finalmente,
a estimulacao das células dendriticas leva ao recrutamento e ativacdo de linfocitos,
nos linfonodos, iniciando a resposta imune adaptativa. Entretanto, ao fagocitarem os
agentes agressores, 0s polimorfonucleares também ativam vias resolutivas da
inflamacdo que finalizam o processo inflamatério. Em pacientes com resposta
adequada ao biofilme dental, a resposta imune inata sera eficaz em conter o ataque
microbiano, e o quadro de gengivite ndo evoluira para doenca periodontal. Entretanto,
se houver uma super ativacdo do processo inflamatério, havera evolugdo para

periodontite (Figura 6).

Figura 6 — Desenho esquemético de um dente e do periodonto associado,

evidenciando a resposta imune inata no periodonto
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Legenda: O periodonto apresenta um sistema de prote¢éo contra a ameaga constante do meio
externo, representada principalmente pelo biofilme dental. Para tal, Imunoglobulinas A (IgA) e
peptideos antimicrobianos presentes na saliva, assim como fatores do sistema complemento, ligam-
se aos micro-organismos facilitando a fagocitose ou inativando-os diretamente, controlando assim a
populagdo microbiana subgengival (A, B), além da barreira fisica constituida pela gengiva. Os
microrganismos ativam receptores expressos nas células epiteliais da gengiva, células dendriticas,
fibroblastos e macréfagos da regido, que liberam citocinas especificas que promovem a quimiotaxia
de leucdcitos, como neutrdéfilos e macréfagos, para o periodonto (C), que irdo fagocitar os agentes
agressores (D). Ainda, a estimulacdo das células dendriticas leva ao recrutamento e ativacdo de
linfécitos, nos linfonodos, iniciando a resposta imune adaptativa (E). O sucesso desta resposta em
conter o ataque microbiano e cessar a inflamacgéo impedira a progressdo do quadro de gengivite,
caracterizado pela inflamacdo do periodonto sem perda de insercéo, para o quadro de periodontite,
onde ha a perda irreversivel dos tecidos de suporte dos dentes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em G. mellonella, os hemdcitos séo correlatos aos neutréfilos e macréfagos
de vertebrados, desempenhando o papel de fagocitar e liberar fatores da resposta
humoral que orquestram o processo inflamatdério. Assim, para investigar a influéncia
do sistema adrenérgico na resposta imune da larva, nés utilizamos ISO, um agonista
B-adrenérgico e NE, que se liga aos receptores a e B adrenérgicos, mas com
predilecdo pelo a-AR. A influéncia desses hormdnios foi correlacionada com a OCT,
horménio enddégeno do inseto que apresenta estrutura quimica semelhante a NE
(Adamo, 2008; Figura 7).
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Figura 7 - Jaccard Index dos compostos utilizados neste estudo
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Legenda: Representacdo da similaridade entre as estruturas quimicas dos compostos do sistema
adrenérgico/octopaminérgico. Nota-se que ISO, epinefrina e NE sdo semelhantes entre si, estando
dentro do mesmo cluster. Os clusters sédo representados pelas cores verde, amarelo, azul e roxo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apoés constatar que nenhum dos compostos foi toxico para a larva, nés
validamos o0 uso destes compostos para estudar resposta adrenérgica em G.
mellonella. A literatura acerca da influéncia da OCT na densidade hemocitaria é
controversa, mostrando a¢des antagonicas dependendo da concentragao utilizada. As
doses fisioldgicas (100pM-1nM; Davenport, Evans, 1984) comportaram-se como ISO,
mostrando uma resposta semelhante a p-adrenérgica, e aumentando o numero de
hemocitos circulantes. O SNS em vertebrados também mobiliza as células
inflamatorias para o local da agresséo através do receptor B-AR (Bellinger, Lorton,
2014). Ja as doses mais altas, que representam estado de estresse (1uM; Dunphy,
Downer, 1994), influenciaram negativamente a contagem de hemdcitos, semelhante
a NE, ligante preferencial do receptor a-AR (Figura 8 A). A dualidade de ac¢des dos
ligantes nos hemacitos se traduziu na andlise de curva de sobrevivéncia. Enquanto
ISO protegeu as larvas da infeccdo por P. gingivalis, NE aumentou a mortalidade
(Figura 8B).
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Figura 8 — Resumo esquematico dos achados da segunda parte desta tese
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Legenda: Na resposta sistémica do hospedeiro, ISO e NE tiveram a¢Bes antagdnicas na resposta
celular (A), sendo que NE diminuiu a densidade hemocitaria, enquanto ISO aumentou. Isso se
traduziu na sobrevida (B) e recuperagdo de P. gingivalis da hemolinfa (C). Na resposta humoral,
ambos ligantes diminuiram a expresséo de cecropina, mas néo influenciaram na melanizacédo (D). O
aumento de hemdcitos causado pelo ISO foi devido a mobilizagdo dos hemacitos aderidos ao corpo
de gordura (E). Quanto a acdo direta dos compostos em P. gingivalis, apés 24 horas da incubacéo,
embora ambos tenham aumentado a expressédo de rgbp e fimA, apenas PgIiSO aumentou a
mortalidade das larvas (F). No entanto, a co-administracdo de ISO sistémico foi capaz de reverter
parcialmente o fenétipo causado pela bactéria com viruléncia aumentada (G).

Fonte: Elaborada pelo autor.

G. mellonella apresenta hemaocitos que podem ser sésseis ou circulantes. Os
sésseis encontram-se aderidos aos 6rgaos internos da larva, como o corpo de
gordura. J& os circulantes encontram-se livremente na hemolinfa (King et al., 2013).
Frente a estimulos, os hemdécitos sdo mobilizados para a hemolinfa para proteger o
hospedeiro. No caso de infeccdo, os hemdcitos fagocitam os agentes agressores,
entrando entdo em processo de apoptose, além de formarem os nodulos, estruturas
que visam conter a disseminacdo dos micro-organismos e inativa-los. Em geral, os
nodulos se fixam nos Orgdos internos, o que juntamente com a apoptose de
hemacitos, diminui o nimero de células circulantes (Figura 9A-D). Aqui, observamos
a diminuicdo do numero de hemdcitos causada por P. gingivalis, e esta foi revertida
pela administracédo de 1SO. Esse aumento no numero de hemacitos circulantes foi (3-

especifico, uma vez que a administracdo de propranolol preveniu a mobilizacdo de
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hemdécitos do corpo de gordura (Figura 8E), tanto para ISO quanto para OCT. Além

disso, a diminui¢do na recuperacgao de P. gingivalis na hemolinfa dos animais (Figura

8C) sugere um aumento da sua atividade.

Figura 9 - Classificacdo anatdmica dos hemdcitos e influéncia da infeccédo por P.

gingivalis nestas células
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Legenda: Hemdcitos circulantes (cabeca de seta amarela) séo aqueles que se encontram livremente
na hemolinfa (A); enquanto os sésseis (cabega de seta rosa) estdo aderidos aos 6rgaos internos da
larva (B). Frente & infeccéo por P. gingivalis ha redu¢é@o do nimero de hemdcitos circulantes (C), que
pode ser devido a apoptose ou pela formagédo de nédulos (cabeca de seta amarela) que ficam
aderidos aos 6rgaos internos da larva (D). M= musculos, CG= corpo de gordura, T = traqueia, GS=
glandula da seda, H= hemolinfa.

Fonte: Elaborada pelo autor.



A acdo do sistema octopaminérgico na resposta celular de insetos vém sendo
estudado. Baixas concentracbes de OCT promoveram adesdo de hemdcitos e
fagocitose, enquanto altas concentracdes de OCT inibiram adesdo de hemdcitos e
fagocitose (Huang et al., 2012). Outros autores observaram que o bloqueio B-AR
aboliu alteracdes causadas pela OCT (5 x 107 M) na mobilidade de plasmatdcitos e
filopédia produzida pelos granulécitos (Diehl-Jones et al., 1996). OCT (10°°M)
aumentou a fagocitose in vitro, e a sobrevida apds infeccdo por Staphylococcus
aureus (Baines, Downer, 1992)

Neste trabalho, investigamos a acdo aguda dos ligantes na infec¢ao por P.
gingivalis, devido a sua acdo extremamente rapida (30 min), e podemos observar
claramente que a ativagdo B-AR durante as fases iniciais da infec¢ao preveniu a morte
das larvas. Foi demonstrado, in vitro, que a ativagdo 32-AR (utilizando Salmeterol)
inibiu a producdo de citocinas pro-inflamatérias e oOxido nitrico causadas por P.
gingivalis. Assim foi sugerido que o Salmeterol pode ser efetivo para controlar a
resposta inflamatoria gerada pelos receptores TLR (Sharma et al., 2017). Ainda a
estimulacdo B-AR (com ISO) aumentou o potencial fagocitico de macréfagos (Muthu
et al., 2010; Kim et al., 2019) e estimulou o perfil M2 (Lamkim et al., 2016) relacionado
a resolucdo da doenca periodontal (Wang et al., 2021a) assim como os niveis de
resolvina (Shi et al., 2017), que ja mostrou ser efetiva na prevencao de periodontite
em roedores (Mizraji et al., 2018; El Khol et al., 2018)

Ainda, a sinalizacdo o-AR foi apontada como a mais relevante no
desenvolvimento da periodontite, uma vez que a administracdo de fentolamina
(bloqueador a-AR) inibiu a expressdo de citocinas pré-inflamatérias na gengiva de
ratos com periodontite cronica e que foram estressados, 0 que ndo ocorreu com
propranolol (Liu et al., 2012). Esses achados corroboram nossa observacao que a
administracdo de NE aumentou a mortalidade das larvas.

Nés avaliamos a influéncia do sistema adrenérgico na resposta humoral
contra P. gingivalis, uma vez que esta resposta representa a linha de frente na defesa
dos insetos contra infec¢cdo, com a presenca de lisozima e fenoloxidase na hemolinfa
assim como a producdo de AMP pelos hemacitos. Nao observamos influéncia dos
compostos na melanizacdo, porém, ambos diminuiram a expressédo de cecropina, 0
que pode ser explicado de diferentes maneiras (Figura 8D). O equilibrio entre resposta

inflamatdria controlada e exacerbada € o que determina a sepse e a sobrevivéncia do
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animal, da mesma forma que € a inflamacdo descontrolada que leva a perda 6ssea
decorrente da periodontite. O reconhecimento de moléculas estranhas (LPS) pelos
hemacitos e tecidos da larva (corpo de gordura) ou a sua comunicacdo com fatores
humorais que se ligam e opsonizam os invasores (melanina) vao desencadear
eventos intracelulares e intercelulares que coordenam as respostas efetoras da
inflamacéo, como fagocitose e nodulacéo (Lavine, Strand, 2002). No caso do I1SO,
houve uma diminuicdo da carga bacteriana na hemolinfa dos animais (Figura 8C), o
gue pode ter ocorrido por fagocitose aumentada, levando a diminui¢cao da ativacdo de
outros fatores como os peptideos antimicrobianos. J& no caso da NE, havia um menor
namero de hemdécitos circulantes, que ndo controlaram a invasdo ou ativaram 0s
AMPs, o que possivelmente resultou na morte acelerada das larvas. Ainda, outros
efetores humorais ndo explorados nesta pesquisa podem ser mais determinantes na
progressao da infeccao por P. gingivalis.

Finalmente, o modelo de G. mellonella mostrou-se excelente para traduzir os
achados in vitro para o contexto in vivo, respeitando o principio dos 3R, de reducao,
substituicdo e refinamento dos estudos com animais. Tanto ISO quanto NE
aumentaram a viruléncia de P. gingivalis (Figura 8F) como ja havia sido descrito
anteriormente na literatura (Saito et al., 2011; Graziano et al., 2013; Boyanova et al.,
2017). Entretanto, apenas 1SO aumentou a mortalidade das larvas. A diferenca na
resposta biolégica causada na larva pode ser devido a influéncia de 1ISO em outros
fatores de viruléncia que provavelmente sdo mais determinantes na severidade da
infeccdo por P. gingivalis em G. mellonella. Ainda, em estudo prévio, P. gingivalis
mostrou ter receptor similar ao B-AR, uma vez que 0 aumento na sua viruléncia foi
parcialmente bloqueado pela administracdo de propranolol, o que pode ter
influenciado na resposta da bactéria (Saito et al., 2011). Esses achados também
enfatizam a necessidade de validacao de observacdes in vitro no cenario in vivo, pois
0 aumento da viruléncia causado por NE, que ja havia sido descrito in vitro, nao foi
suficiente para que observassemos um fendtipo diferente nas larvas. NOs
comprovamos que a acao da resposta imune é superior & agdo bacteriana direta, uma
vez que a administragdo sistémica de ISO reduziu a mortalidade causada pela
bactéria mais virulenta. Na verdade, a presenca de P. gingivalis apenas nao é
relacionada a formas de periodontite em humanos (Nibali et al., 2012; Nedzi-Gora et
al., 2020).

O estresse influencia a periodontite por varios mecanismos, entre eles o

sistema adrenérgico. A ativacao dos receptores adrenérgicos (a e B) altera os dois
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pilares da doenca periodontal: 0 hospedeiro e a microbiota. No entanto, qual o peso
desta influéncia em cada pilar, ainda é desconhecido. Nesta tese, observamos que a
influéncia do SNS na resposta imune do hospedeiro parece sobrepor a influéncia
desse sistema em outros fatores associados a periodontite, uma vez que a ativacao
B-AR em o0sso alveolar saudavel ndo alterou a producao de citocinas inflamatorias,
osteoclastogénese ou microvasculatura. Além disso, a modulacdo adrenérgica da
resposta imune de G. mellonella foi determinante para o desfecho da infeccdo por P.

gingivalis, mesmo quando esta apresentava viruléncia aumentada.
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