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Rocha FRG. Inflamassomos NLRC4 e NLRP3 na doença periodontal 
induzida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans [Tese de Doutorado]. 
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RESUMO 

Inflamassomos são complexos multi protéicos capazes de amplificar o 
sinal inflamatório em condições de interações microbiota-hospedeiro e 
destruição tecidual, como a doença periodontal crônica. Devido à 
escassez de informações sobre o papel dos inflamassomos NLRC4 e 
NLRP3 na doença periodontal, utilizamos neste estudo um modelo de 
doença periodontal induzida por bactérias em camundongos WT, Ipaf-
knockout (Ipaf-KO), Caspase 1-knockout (Casp1-KO) e NLRP3-knockout 
(NLRP3-KO) para descrever o efeito destes na inflamação e reabsorção 
óssea alveolar. Aggregatibacter  actinomycetemcomitans (Aa) inativadas 
pelo calor foram injetadas nos tecidos gengivais palatais adjacentes aos 
primeiros molares dos camundongos normais e knockout, e os grupos 
controle receberam o mesmo volume do veículo de suspensão (PBS). A 
severidade da reabsorção óssea foi quantificada por análise de µCT. A 
inflamação foi avaliada por imunofluorescência, verificando-se presença e 
intensidade da coloração por marcadores de leucócitos (CD45) e 
neutrófilos (Ly6G). O número de osteoclastos foi determinado por TRAP e 
a expressão gênica de RANKL, MMP-13, TNF-a, IL-6 e IL-10 nos tecidos 
gengivais avaliada por RT-qPCR. A publicação 1 mostra uma reabsorção 
óssea inflamatória significativamente maior nos camundongos Ipaf-KO, 
sem diferenças, porém, no número de osteoclastos entre WT e Ipaf-KO. A 
expressão dos genes-alvo aumentou com a indução da doença 
periodontal, exceto de TNFa e IL-10, que foram altas nos animais Ipaf-KO 
mesmo em ausência da doença periodontal, podendo-se concluir que o 
inflamassomo NLRC4 teve um papel protetor na reabsorção óssea 
inflamatória neste modelo experimental. Na publicação 2 observamos que 
a severidade da reabsorção óssea não foi afetada pela ausência do 
inflamassomo NLRP3, mas foi significantemente reduzida nos 
camundongos Casp1-KO, sendo acompanhada nestes por um aumento 
significante no número de osteoclastos. Não houve, no entanto, diferenças 
no infiltrado inflamatório ou na expressão dos genes-alvo, concluindo-se 
que NLRP3 não teve papel significante na inflamação e reabsorção óssea, 
e caspase-1 contribuiu para a reabsorção óssea nas condições deste 
estudo.  
Palavras-chave: Doença periodontal. Inflamação. Inflamassomos. 
Imunidade inata. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 
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Rocha FRG. NLRC4 and NLRP3 inflammasome in periodontal disease 
induced by Aggregatibacter actinomycetemcomitans [Tese de Doutorado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016. 
 
ABSTRACT 

Inflammasomes are multi-protein complexes that can amplify the 
inflammatory signal in situations involving host-microbial interactions and 
host tissue destruction, such as chronic periodontal disease.  There is a 
relative scarcity of information on the role of NLRC4 and NLRP3 
inflammasomes in periodontal disease. In this study, we used a model of 
bacteria-initiated periodontal disease in WT, Ipaf-knockout (Ipaf-KO), 
Caspase 1-knockout (Casp1-KO) and NLRP3-knockout (NLRP3-KO) mice 
to describe the effect of those inflammasomes on inflammation and alveolar 
bone resorption. Heat-killed Aggregatibacter  actinomycetemcomitans (Aa) 
were injected in the gingival tissues on the palatal aspect adjacent to first 
molars of wild-type (WT), Ipaf-KO, Casp1-KO and NLRP3-KO mice, and 
control animals received the suspension vehicle (PBS). Severity of bone 
resorption was quantitated by µCT analysis. Inflammation was assessed by 
immunofluorescence, verifying the presence and intensity of a pan-
leukocyte (CD45) and a neutrophil (Ly6G) markers. Osteoclast number was 
determined by TRAP and gene expression of RANKL, MMP-13, TNF-a, IL-6 
and IL-10 in the gingival tissues was evaluated by RT-qPCR. In the first 
publication, µCT analysis showed a significantly greater inflammatory bone 
resorption in Ipaf-KO mice; however there was no difference between WT 
and Ipaf-KO on osteoclast numbers of inflammatory infiltrate. Expression of 
candidate genes was also similarly increased by the induction of 
experimental periodontal disease, except for the expression of TNF-alpha 
and IL-10, which was already significantly higher in the gingival tissues of 
Ipaf-KO mice in the absence of experimental periodontal disease. We 
conclude that NLRC4 inflammasome has a protective role on inflammatory 
bone resorption in this experimental model. In the second publication we 
observed that severity of bone resorption was not affected by the lack of 
NLRP3 inflammasome, but it was reduced in Casp1-KO mice. Interestingly, 
the attenuation of alveolar bone resorption in Casp1-KO mice was 
accompanied by increase on the number of osteoclasts, whereas there 
were no significant changes on the inflammatory infiltrate or expression of 
candidate genes. The conclusion was that NLPR3 inflammasome does not 
play a significant role in induced inflammation and bone resorption and 
caspase-1 has a pro-resorptive role in these conditions. 
 
Keywords: Periodontal disease. Inflammation. Inflammasome. Innate 
immunity. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Doenças periodontais como modelo de estudo das interações  

microbiota-hospedeiro 

 

As diferentes formas de doença periodontal destrutiva representam 

a lesão lítica de tecido ósseo mais prevalente na espécie humana 

(Pacios40 , 2012) Atualmente consideradas como infecções mediadas e 

moduladas pela resposta do hospedeiro, as doenças periodontais tem 

como agente etiológico extrínseco fundamental microrganismos do 

biofilme dental. As doenças periodontais proporcionam um modelo único 

para o estudo das interações microbiota-hospedeiro. Mais de 500 

diferentes espécies microbianas podem ser encontradas no biofilme 

dental (Paster4 2 , 2001) contudo apenas algumas são frequentemente 

associadas às doenças periodontais (Socransky49,50, 1998, 1999). Assim, 

a cavidade bucal é continuamente colonizada por microrganismos não-

patogênicos, de forma similar a  outras superfícies mucosas, em especial 

a mucosa intestinal.  

A discriminação entre espécies patogênicas e não-patogênicas 

requer mecanismos endógenos de regulação negativa da sinalização por 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs) para evitar o 

desenvolvimento de uma resposta imune exagerada e  com 

consequências deletérias ao próprio hospedeiro. No entanto, é 

justamente a resposta imune desregulada e crônica a responsável pela 

maior parte da destruição tecidual característica de diversas doenças 
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inflamatórias, incluindo as doenças periodontais. Existem evidências 

sugerindo que a desregulação da resposta imune localizada no 

periodonto representa um dos principais mecanismos biológicos para a 

possível influência negativa das infecções periodontais sobre órgãos e 

sistemas à distância, como os sistemas cardiovascular, respiratório e 

reprodutivo (Prizzo45, 2010), sendo este fato, se confirmado, suficiente 

para aumentar a relevância desta condição local para a saúde geral dos  

indivíduos. 

Histologicamente, as doenças periodontais se caracterizam por 

um infiltrado inflamatório crônico, com predominância de linfócitos e 

macrófagos, porém com presença também de neutrófilos (Page41, 

1976). A caracterização bioquímica das doenças periodontais é 

complexa devido a ausência de um consenso quanto aos critérios 

diagnósticos de atividade de doença. Assim, existem descrições na 

literatura de um desvio para um padrão de resposta Th1, Th2 e 

participação de células Th17 (Garlet18, 2010; Graves20, 2011). Ainda que 

células T sejam consideradas as principais reguladoras da resposta 

imune nas doenças periodontais e também a principal fonte de RANKL 

no microambiente periodontal, existem evidências de que os linfócitos B 

também tem papel relevante na destruição tecidual associada às 

doenças periodontais (Eastcott,13 1994; Teng55 1999; Baker1 1999; 

Kawai,28 2006). Mais recentemente, a polarização de macrófagos 

(M1/M2) presentes nos tecidos afetados por diferentes condições 
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infecciosas também tem sido relacionada com a destruição tecidual e 

desfecho clínico destas condições (Benoit6, 2008). De qualquer forma, 

existem abundantes informações sobre a expressão de citocinas, 

quimiocinas e outros mediadores inflamatórios nas doenças  periodontais, 

como membros da família TNF, IL-1, INF, Cicloxigenases, Prostaglandinas  

e, coletivamente, estas informações indicam uma importante e complexa  

ativação  da  resposta  imune (Yu65, 2011; Graves20, 2011).  

Tradicionalmente dividida em imunidade inata e adaptativa, a 

resposta imune tem a função básica de proteger o organismo, sendo 

responsável pelo reconhecimento inicial do desvio da normalidade e/ou 

da presença de microrganismos. Este reconhecimento é mediado por 

células e receptores da resposta imune inata, os quais podem ativar a 

resposta imune adaptativa. Além de reconhecer agentes externos como 

microrganismos, seus fragmentos e fatores de virulência, por exemplo, os 

sensores da imunidade  inata  também  reconhecem  padrões  moleculares  

derivados  do  próprio  hospedeiro, que são indicativos de um desvio da 

homeostasia e, portanto, entendidos como sinais de perigo resultantes do 

dano e destruição tecidual. Estes são denominados padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPs, damage-associated molecular patterns) 

(Pedra44, 2009). No entanto, uma vez estabelecida a resposta imune em 

quadros inflamatórios crônicos, os braços inato e adaptativo da 

resposta imune estão continuamente ativos, e apresentam regulação 

recíproca. Estes dados estabelecem a doença  periodontal como um 



21 
 

problema relevante Também como um importante modelo de estudo de 

condições  envolvendo interações microbiota-hospedeiro e inflamação  

crônica. 

1.2 Inflamassomos: sensores microbianos da resposta imune  inata 

Uma questão fundamental em Imunologia diz respeito ao início da 

resposta do hospedeiro à presença de microrganismos. A identificação de 

receptores específicos capazes de reconhecer diferentes  ligantes 

microbianos, os padrões moleculares associados à microrganismos 

(MAMPS), representa um dos maiores avanços científicos no 

entendimento da resposta imune inata, reconhecido com o prêmio Nobel 

de Medicina em 2011.  

 Receptores de membrana com homologia ao gene Toll da mosca 

de fruta atuam como mediadores no reconhecimento de ligantes 

microbianos presentes no meio externo e também interno de diversos 

tipos celulares (receptores semelhantes à Toll, TLRs), em especial nas 

células participantes da resposta imune inata (Garlet18, 2010; Graves20, 

2011). Outros sensores moleculares da resposta imune inata vem sendo 

identificados, cujo papel não é redundante ao dos TLRs, como as 

proteínas com domínio de ligação a nucleotídeos e oligomerização (Nod) 

presentes no citosol e que apresentam como ligantes componentes 

derivados primariamente de microrganismos Gram-negativos (Nod1) ou 

derivados tanto de microrganismos Gram-positivos quanto Gram-

negativos (Nod2). Estudo de nosso grupo de pesquisa em andamento 
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com apoio da FAPESP visa caracterizar o papel de Nod1 e Nod2 na 

reabsorção óssea associada à doença periodontal e os resultados obtidos 

até o momento indicam que Nod1 tem papel protetor, inibindo a 

reabsorção  óssea associada à doença periodontal experimental. Estes 

sensores da imunidade inata são altamente conservados 

evolucionariamente, indicando sua relevância na resposta do  hospedeiro. 

Inflamassomos são uma família de complexos multiprotéicos 

citosólicos que participam no início e modulação da resposta imune 

iniciada por patógenos microbianos (MAMPs), além de sinais de dano 

tecidual (DAMPs) e grande número de espécies microbianas e fatores de 

virulência derivados de microorganismos (Yilmaz Lee64, 2015). Estes 

complexos tem proteínas semelhantes à receptores Nod (NLR, Nod-like 

receptors) que incluem 22 proteínas citosólicas. Estas proteínas NLR 

representam o centro do complexo multiprotéico e dão o nome ao 

inflamassomo, como NLRP1, NLRP3 e NLRC4, por exemplo, que são os 

únicos inflamassomos com função fisiológica demonstrada até o momento 

(Jim26 2007). Além da proteína central NLR, os inflamassomos também 

incluem as proteínas caspase-1 e a proteína adaptadora denominada 

proteína semelhante à partícula associada à apoptose contendo um 

domínio CARD (ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing 

a CARD). A relevância do inflamassomo para a resposta imune é 

demonstrada pela associação entre mutações nos genes codificando 

proteínas componentes do complexo protéico e condições inflamatórias 
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autoimunes, como vitiligo, síndrome de Muckle-Wells e síndrome 

periódica associada à criopirina (cryopyrin-associated periodic syndrome, 

CAPS) (Hoffman23, 2001; Valk60, 2010).  Outras  condições associadas à 

desregulação  da  resposta   imune, como  as  neoplasias, também estão 

associadas a  alterações na ativação dos inflamassomos, incluindo 

câncer de pulmão (Hu24, 2010). Em camundongos, a ativação de NLRC4 

tem efeito preventivo em câncer de cólon, possivelmente por meio de 

modulação da proliferação e apoptose de células epiteliais da mucosa 

intestinal (Miao38, 2010). Os diferentes inflamassomos são montados e 

ativados por diversos sinais exógenos e endógenos. Enquanto NLRP3 

pode ser ativado por MAMPs e DAMPs, NLRC4 é ativado 

preferencialmente por MAMPs, incluindo DNA dupla-fita e proteínas 

bacteriana específicas. A proteína efetora dos inflamassomos é a 

protease caspase- 1, que tem papel importante na morte celular 

(especificamente, por pirocitose) e também no processamento final de 

citocinas inflamatórias IL-1β, IL-18 e IL-33. Assim, o ganho de função com 

ativação constitutiva do inflamassomo e, consequentemente, de caspase-1 

pode levar à exacerbação da resposta inflamatória, com aumento da 

secreção de IL-1β ativa e aumento da apoptose; enquanto que a perda 

ou redução da função do inflamassomo pode atenuar a resposta 

inflamatória e inibir a resposta imune, reduzindo a capacidade do 

hospedeiro detectar e reagir aos MAMPs. A importância dos 

inflamassomos na resposta imune é demonstrada por mecanismos de 
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evasão desenvolvidos por diferentes microrganismos, como S. 

typhimurium e NLRC4 (Gong19, 2012). 

Independentemente dos ativadores e ligantes específicos para 

NLRC4 e NLRP3, a doença periodontal, como uma condição inflamatória 

crônica, é caracterizada por altos níveis de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e também por degradação tecidual, com acúmulo, portanto, de 

DAMPs no microambiente periodontal. Tanto ROS como DAMPs (os quais 

também podem gerar ROS) podem ativar outros inflamassomos além de 

NLRC4 e NLRP3, incluindo AIM2, NLRP1, NLRP6 (Yilmaz Lee64, 2015). A 

ativação dos inflamassomos pode, então, ser proveniente de interações 

diretas do reconhecimento dos ligantes bacterianos pela 

proteínas/sensores centrais dos inflamassomos, ou também pode pela 

detecção de alterações celulares induzidas por estímulos microbianos ou 

estresse (Franchi21, 2012). 

Coletivamente, estas informações indicam o papel relevante dos 

inflamassomos na resposta imune e sugerem que o melhor entendimento 

de suas funções biológicas e dos mecanismos biológicos envolvidos em 

sua ativação pode levar a novas estratégias de intervenção terapêutica 

direcionadas à modulação de vias reguladas pelos inflamassomos 

envolvidas na patogênese de diversas condições associadas à interações 

microbiota-hospedeiro e à inflamação crônica. 

Especificamente no contexto da doença periodontal, há 

relativamente escassas informações disponíveis até o momento. Um 
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aumento na expressão gênica de NLRP3 e NLRP2, mas não de ASC-1, foi 

relatado em presença de doença periodontal em humanos, e estes níveis 

elevados foram relacionados a aumento de RNAm também das citocinas 

IL-1beta e IL-18, que são processadas pelos inflamassomos (Bostanci7, 

2009). Elevada expressão de NLRP3 e AIM2 em tecido gingival de 

pacientes com doença periodontal já foi também correlacionado com 

níveis de IL-1beta e IL-18 também por outros autores, sugerindo uma 

possível participação de diversos inflamassomos na doença periodontal 

(Park43, 2014; Ramos-Junior46 2015). Não foi encontrado, no entanto, até o 

momento nenhum estudo in vivo utilizando a indução de doença 

periodontal em modelos geneticamente modificados, o que evidencia o 

aspecto de interesse e novidade em nosso trabalho.  

 

1.3 O inflamassomo NLRC4 (Ipaf) 

 

Os principais MAMPs capazes de iniciar a ativação do NLRC4, também 

conhecido como Ipaf, são flagelinas bacterianas e proteínas componentes 

do sistema secretor bacteriano tipo III e IV, utilizado pelos 

microorganismos para injetar fatores de virulência nas células do 

hospedeiro (Figura 1). Estas proteínas são comuns a vários 

microorganismos Gram-negativos causadores de infecções graves, como 

Yersinia spp (peste e desordens gastrointestinais), Shigella spp 

(disenteria), Salmonella spp (febre tifóide), Eschericia coli (infecções 
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alimentares), Legionella pneumophila (pneumonia) e Pseudomonas spp 

(diversas infecções, incluindo doenças periodontais) (Jin15, 2007). A 

ativação  de NLRC4 por patógenos representa o nível de sofisticação da 

resposta imune inata na detecção diferencial de patógenos e 

microrganismos comensais. Espécies comensais não patogênicas de E. 

coli presentes na flora  intestinal devem ser distinguidas de strains da 

mesma espécie com fatores de virulência associados à doenças, como a E. 

coli enteropatogênica (EPEC). Recentemente,  o s istema excretório 

t ipo I I I  do patógeno Shigella flexneri tem sido reconhecido como 

ativador indireto do inflamassomo NLRC4 (Suzuki54, 2014). Forma-se um 

complexo de ativação do sistema complemento que pode induzir 

indiretamente a ativação dos inflamassomos, por alterações celulares 

associadas como a lise e alterações na concentração de cálcio do meio 

intracelular (Tirantafilou57, 2015). A produção diferencial de citocinas 

inflamatórias como a IL-1β e IL- 18 por células da resposta imune inata em 

resposta à espécies patogênicas e não à espécies comensais envolve a 

ativação de inflamassomos (Miao39, 2010), uma vez que estes complexos 

protéicos funcionam como mediadores do processamento final destas 

citocinas e podem modular a resposta adaptativa ao promoverem a 

polarização da resposta de linfócitos T auxiliares para um perfil Th1 e 

também a ativação de células natural killer (Dinarello12, 2010).  

 Há evidências de que o inflamassomo NLRC4 tem funções efetoras 

únicas em diferentes tipos celulares. A ativação de NLRC4 em macrófagos 
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peritoneais em camundongos, por exemplo (mas não macrófagos 

derivados da medula óssea, resulta em aumento da produção de lipídeos 

pró-inflamatórios (Von Moltke63, 2012). Há recentes relatos também de que 

a ativação de NLRC4 pode levar células epiteliais, mas não neutrófilos, a 

morte celular por piroptose (Vance61, 2015). 

Tal ativação de NLRC4, assim como a de outros inflamassomos, 

tem como resultado o recrutamento e  dimerização  de caspase-1, 

necessária para  sua  ativação.  Assim,  caspase-1, que  é  a  proteína  

efetora  de NLRC4, bem como dos outros inflamassomos, é responsável 

tanto pela morte celular por pirocitose como pelo processamento final e 

ativação das citocinas inflamatórias IL- 1β, IL-18 e IL-33 (De Santis11, 

2013). 

IL-1β é a citocina inflamatória prototípica, com diversas ações 

biológicas importantes para a inflamação com a estimulação da 

proliferação de timócitos, da produção e liberação de colagenase e 

prostaglandinas e da diferenciação de osteoclastos, entre outras funções 

biológicas (Tripodi58, 2011). IL-18 é outra citocina pró-inflamatória capaz 

de induzir a produção de interferon-gama por linfócitos T, polarizando a 

resposta para um padrão Th1 e também de ativar células natural killer 

(Schimitz47, 2005) IL-33, por outro lado, estimula a produção de 

citocinas relacionadas ao padrão de resposta Th2 e inibe a produção 

de interferon-gama por células Th1 (Barksby2, 2007) porém seu papel 

em condições inflamatórias crônicas é pouco conhecido (Figueiredo14, 
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2008). Maiores níveis de IL-18 (Becerik4, 2012) e IL-1β (Sutterwala52, 

2007) são associados à presença de doença periodontal. Não há 

informações específicas sobre o papel de IL-33 e caspase-1 na doença 

periodontal.  
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FIGURA 1 – Esquema representativo da ativação do inflamassomo 

NLRC4 por flagelinas bacterianas e proteínas componentes do sistema secretor 

bacteriano tipos III e IV, não sendo confirmadas ainda outras vias de ativação, 

como citocinas, outros mediadores biológicos, e periodontopatógenos, por 

exemplo. 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração Própria  
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1.4 O inflamassomo NLRP3 (Nalp3) 

NLRP3 (ou  Na lp 3 )  é o inflamassomo mais extensamente 

estudado até o momento, e sua ativação em humanos envolve a 

associação da proteína central NLRP3, com duas proteínas contendo o 

domínio CARD (Cardinal e ASC), permitindo assim o recrutamento de 

duas unidades de Caspase-1 por interações CARD-CARD. Como não foi 

identificado um homólogo murino da proteína Cardinal, diferentemente 

dos humanos, acredita-se que a ativação de NLRP3 em  roedores resulte 

no recrutamento de apenas uma molécula de caspase-1 (Sutterwala53, 

2006). Classicamente, a ativação do inflamassomo NLPR3 envolve 

interação microbiota-hospedeiro, via ativação de TLRs (Figura 2). A 

produção de IL-1β e IL-18 por macrófagos infectados com Staphylococcus 

aureus ou Listeria monocytogenes é dependente de NLRP3 (Martinson35, 

2006). Como trata-se de um complexo multi-protéico localizado no 

citoplasma, inicialmente considerou- se que os inflamassomos seriam 

particularmente relevantes na defesa contra microrganismos e parasitas 

intracelulares. No entanto, macrófagos deficientes em NLRP3 

estimulados com agonistas de TLR não produziram IL-1β e IL-18 em 

virtude da não ativação de caspase-1, responsável pela clivagem e 

ativação destas citocinas. A relevância do NLRP3 foi confirmada in vivo, 

verificando que camundongos geneticamente deficientes foram mais 

resistentes ao choque endotoxêmico por injeção de LPS (Bostanci7, 

2009). Além dos microrganismos, o inflamassomo NLRP3 pode ser 
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ativado por sinais endógenos de perigo de origem não microbiana 

(DAMPs), como por exemplo o ácido úrico presente em condições como 

a gota e também liberado por células necróticas (Bauernfeind3 , 2009). 

Especificamente em relação ao papel de NLRP3 em interações 

microbiota-hospedeiro nas doenças periodontais, estas já foram também 

relatadas, como quando foi investigada a expressão de diversos 

inflamassomos em células mononucleares em respota a estímulo com A. 

Actinomycetemcomitans. Foi encontrado um nível elevado de NLRP3, bem 

como IL-1β e IL-18 (Belibasakis5, 2012). A. actinomycetemcomitans 

também induziu secreção de IL-1β e ativação de caspase-1 a partir da 

ativação do inflammassomo AIM2 em macrófagos THP-1 (Kim29, 2016). 

Outro periodontopatógeno relacionado à ativação de NLRP3 e transcrição 

de IL-1β foi T. Denticola, que por uma proteína de sua superfície, Td92, a 

qual interagiu diretamente com integrina α5β1 para a ativação do 

inflamassomo NLRP3 e caspase-1, aumentando os níveis de IL-1β em 

macrófagos (Jun27, 2012).  

Estudos em humanos já relacionaram também o inflamassomo 

NLRP3 e doença periodontal. O estado de hiperglicemia mostrou ter 

exacerbado a inflamação pela ativação de NLRP3 em tecidos gengivais 

coletados pacientes com diabetes tipo 2 com periodontite. Maiores níveis 

de NLRP3 e IL-1β foram encontrados em pacientes com ambas as 

doenças, e a inibição de NLRP3 contribuiu para diminuição de caspase-1 e 

IL-1β (Huang 25, 2015). Outro estudo em humanos demonstrou que a 
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expressão gênica de NLRP3 em biópsias de tecidos gengivais inflamados 

foi significativamente aumentada em comparação à observada em 

tecidos normais, estando diretamente correlacionada à expressão gênica 

de IL-1β e IL-18 nestes tecidos. Estes autores verificaram ainda que  o 

estímulo de macrófagos humanos in vitro com sobrenadantes de culturas 

de Porphyromonas gingivalis, bactéria Gram-negativa associada à 

doença periodontal, aumentou a expressão gênica de NLRP3, IL-1β e 

IL-18. Assim, a ativação de NLRP3 pode requerer o estímulo de TLRs 

como iniciador/indutor da expressão dos componentes do inflamassomo, 

sendo este estímulo inicial via TLRs também responsável pela indução 

do substrato (pro-IL-1β e pro-IL-18, por ex.) de ação do inflamassomo 

(Park43, 2014). Mais recentemente, o aumento da expressão dos 

componentes do inflamassomo NLRP3 em tecidos gengivais inflamados 

foi confirmada em nível protéico e correlacionada positivamente com os 

níveis das citocinas inflamatórias IL-1β e TNF-α. In vitro, estes autores 

verificaram que macrófagos humanos estimulados com P.gingivalis vivos 

apresentaram aumento significativo da expressão protéica de NLRP3, a 

qual foi necessária para o aumento da ativação de caspase-1, mediando 

a ativação de IL-1β e também a morte celular por pirocitose (Ciraci9, 

2012). NLRP3 foi ativado também, além de via dependente de ATP 

(Mariathasan33, 2006)  após infecção com P. gingivalis, via sinalização de 

TLR2 e TLR4, levando a secreção de IL-1b e morte celular por piroptose 

(Park43, 2014). Estes estudos sugerem novas abordagens da resposta 
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imune inata contra periodontopatógenos, sendo este um possível alvo para 

futuras estratégias no tratamento da doença periodontal.  

 Estes dados indicam que o inflamassomo NLRP3 tem importante 

papel na regulação da expressão de mediadores inflamatórios em 

situações envolvendo interações microbiota-hospedeiro e dano tecidual, 

sugerindo sua relevância em processos inflamatórios de natureza 

infecciosa como as doenças  periodontais (Mariott34, 2004; McCall36, 

2008). 

FIGURA 2 – Esquema representativo da ativação já conhecida do 

inflamassomo NLRP3, por meio de interação microbiota-hospedeiro, via ativação 

de TLRs, levando à produção de IL-1β e IL-18. NLRP3 pode ser ativado por 

sinais endógenos de perigo de origem não microbiana (DAMPs). 

Fonte: Elaboração Própria  
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1.5 Inflamassomos e imunidade adaptativa 

Clássica e didaticamente, a resposta imune é dividida em dois 

braços: inato e adaptativo. Os limites teórico-didáticos entre imunidade 

inata e adaptativa são questionáveis, no entanto, na medida em que 

células da resposta imune adaptativa apresentam PRRs funcionais, e 

também considerando a  estreita  interação  e modulação recíproca dos 

dois tipos de resposta imune, especialmente em condições crônicas como 

artrite reumatóide e as doenças periodontais. O papel da ativação dos 

TLRs na modulação da resposta imune é extensamente estudado; no 

entanto, a questão óbvia, mas pouco explorada até o momento, é o 

papel dos inflamassomos na regulação da  imunidade adaptativa. 

A produção de citocinas é essencial para o estabelecimento da 

resposta imune inata competente e também para a subsequente ativação 

da imunidade adaptativa. Como já mencionado, citocinas como IL-1, IL-

18 e IL-33 são  processadas pelos inflamassomos e tem importante 

papel na polarização da resposta de linfócitos T CD4+ nos perfis Th17, 

Th1, e Th2, respectivamente (Kool30, 2008; Lasiglie31, 2011). Uma 

sugestão do papel dos inflamassomos na imunidade adaptativa é 

derivada do modelo experimental de alergia respiratória em 

camundongos, que utiliza  alum (mistura de alumínio e sais de magnésio), 

um ativador do inflamassomo NLRP3, como agente indutor da reação 

alérgica (Hoffman16, 2006; Gris22, 2010). Em modelo experimental de 

encefalite autoimune, camundongos geneticamente deficientes para 
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NLRP3 apresentaram redução na progressão da doença, que foi 

associada à menor produção de IL-18, IFN-γ e IL-17, indicando inibição da 

polarização da resposta Th1 e Th17 (Shaw48, 2010). Outro estudo 

utilizando modelo de  encefalite experimental demonstrou que a 

deficiência de caspase-1 (efetor comum dos inflamassomos) é 

relacionada à menor progressão da doença (Van de Veerdonk62, 2011), 

sugerindo um possível papel para outros inflamassomos além  do 

NLRP3. Outras evidências do papel dos inflamassomos na modulação 

da imunidade adaptativa, incluem a resposta a microorganismos. Animais 

deficientes em caspase-1 são mais susceptíveis à infecção disseminada 

por fungos, a qual foi associada à inibição da polarização de células CD4+ 

nos perfis Th1 e Th17 (Tomalka56, 2011). O  inflamassomo NLRC4 

também foi implicado na resistência à infecção por fungos (Li32, 2011). 

Assim, há ainda escassez de informações sobre o papel dos 

inflamassomos na modulação da imunidade adaptativa, em especial do 

inflamassomo NLRC4, porém as evidências disponíveis sugerem que a 

ativação destes complexos protéicos citoplasmáticos tem papel relevante 

na resposta do  hospedeiro. 
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6 CONCLUSÃO 

Considerando a falta de informações sobre o papel de NLRC4 no 

contexto da doença periodontal e também sua influência no turnover ósseo, 

este estudo traz novas informações, indicando que o inflamassomo NLRC4 

desempenha um papel protetor na reabsorção óssea inflamatória. Há 

evidências, por exemplo, de que NLRC4 teria um papel único e distinto em 

diferentes tipos celulares (McCall32, 2008 e Vance33, 2015). Com base na 

falta de influência da osteoclastogênese na severidade do infiltrado 

inflamatório e no aumento da expressão basal de TNF-alfa e IL-10, 

podemos especular possível papel do inflamassomo NLRC4 no efeito 

funcional em osteoclastos e células imunes.  

Este também é o primeiro estudo que avalia o papel do 

inflamassomo NLRP3 e Caspase-1, proteína efetora de todos os 

inflamassomos, em um modelo de doença periodontal induzida por 

bactérias in vitro. NLRP3 não teve um papel significante na inflamação e 

reabsorção óssea, enquanto que a falta de caspase-1 atenuou a 

reabsorção óssea inflamatória.  

Utilizamos neste estudo animais com deleção global dos genes 

NLRC4, NLRP3 e Caspase-1. Embora não sejam encontrados na literatura 

evidências de vias alternativas conpensatórias de diferentes inflamassomos 

e o possível alteração de sua ativação em nosso modelo experimental, é 

importante considerar as limitações deste modelo, no qual não há 

necessidade de colonização e interação bacteriana com células epiteliais 

da mucosa oral e gengiva.  Apesar das limitações, este modelo induz 
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efetivamente a inflamação e reabsorção óssea alveolar, simulando assim 

as maiores características da doença periodontal em humanos, e tendo a 

vantagem de possibilitar grande controle da intensidade e frequência do 

estímulo indutor da doença.  

Os resultados deste estudo ainda necessitam da finalização de 

experimentos in vitro que já tem sido feitos para aumentar o entendimento 

do papel de NLRC4 e NLRP3 na osteoclastogênese induzida por RANKL e 

atividade osteoclástica.  Juntos, estes achados levarão a futuras 

investigações sobre o papel dos inflamassomos em condições inflamatórias 

crônicas associadas com a destruição tecidual. 
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