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Rocha FRG. Inflamassomos NLRC4 e NLRP3 na doenca periodontal
induzida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

Inflamassomos sdo complexos multi protéicos capazes de amplificar o
sinal inflamatério em condi¢cdes de interagdes microbiota-hospedeiro e
destruicdo tecidual, como a doenca periodontal crbénica. Devido a
escassez de informagOes sobre o papel dos inflamassomos NLRC4 e
NLRP3 na doenca periodontal, utilizamos neste estudo um modelo de
doenca periodontal induzida por bactérias em camundongos WT, Ipaf-
knockout (Ipaf-KO), Caspase 1-knockout (Caspl-KO) e NLRP3-knockout
(NLRP3-KO) para descrever o efeito destes na inflamagéo e reabsorcéo
Ossea alveolar. Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) inativadas
pelo calor foram injetadas nos tecidos gengivais palatais adjacentes aos
primeiros molares dos camundongos normais e knockout, e 0s grupos
controle receberam o mesmo volume do veiculo de suspensédo (PBS). A
severidade da reabsorcdo 6ssea foi quantificada por analise de uCT. A
inflamacéao foi avaliada por imunofluorescéncia, verificando-se presenca e
intensidade da coloracdo por marcadores de leucécitos (CD45) e
neutrofilos (Ly6G). O numero de osteoclastos foi determinado por TRAP e
a expressao génica de RANKL, MMP-13, TNF-a, IL-6 e IL-10 nos tecidos
gengivais avaliada por RT-qPCR. A publicagdo 1 mostra uma reabsorgéo
O0ssea inflamatéria significativamente maior nos camundongos Ipaf-KO,
sem diferencas, porém, no nimero de osteoclastos entre WT e Ipaf-KO. A
expressdo dos genes-alvo aumentou com a inducdo da doenca
periodontal, exceto de TNFa e IL-10, que foram altas nos animais Ipaf-KO
mesmo em auséncia da doenca periodontal, podendo-se concluir que o
inflamassomo NLRC4 teve um papel protetor na reabsor¢cdo 6ssea
inflamatoria neste modelo experimental. Na publicacdo 2 observamos que
a severidade da reabsorcdo Ossea nao foi afetada pela auséncia do
inflamassomo NLRP3, mas foi significantemente reduzida nos
camundongos Caspl-KO, sendo acompanhada nestes por um aumento
significante no nimero de osteoclastos. Nao houve, no entanto, diferencas
no infiltrado inflamat6rio ou na expressdo dos genes-alvo, concluindo-se
gue NLRP3 nao teve papel significante na inflamacao e reabsorcéo éssea,
e caspase-1 contribuiu para a reabsorcdo O0ssea nas condicbes deste
estudo.

Palavras-chave: Doenga periodontal. Inflamagdo. Inflamassomos.
Imunidade inata. Aggregatibacter actinomycetemcomitans.



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 (Caspl-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, Caspl-KO and NLRP3-KO mice, and
control animals received the suspension vehicle (PBS). Severity of bone
resorption was quantitated by uCT 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-gPCR. In the first
publication, uCT 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 Caspl-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 INTRODUGCAO

1.1 Doengas periodontais como modelo de estudo das interagdes

microbiota-hospedeiro

As diferentes formas de doenca periodontal destrutiva representam
a lesdo litica de tecido 6sseo mais prevalente na espécie humana
(Pacios*?, 2012) Atualmente consideradas como infeccdes mediadas e
moduladas pela resposta do hospedeiro, as doencas periodontais tem
como agente etiolégico extrinseco fundamental microrganismos do
biofilme dental. As doencas periodontais proporcionam um modelo Unico
para o estudo das interagbes microbiota-hospedeiro. Mais de 500
diferentes espécies microbianas podem ser encontradas no biofilme
dental (Paster*?, 2001) contudo apenas algumas sdo frequentemente
associadas as doencas periodontais (Socransky*>%, 1998, 1999). Assim,
a cavidade bucal é continuamente colonizada por microrganismos néo-
patogénicos, de forma similar a outras superficies mucosas, em especial

a mucosa intestinal.

A discriminacdo entre espécies patogénicas e nao-patogénicas
requer mecanismos enddgenos de regulacdo negativa da sinalizacao por
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) para evitar o0
desenvolvimento de uma resposta imune exagerada e com
consequéncias deletérias ao proprio hospedeiro. No entanto, €
justamente a resposta imune desregulada e cronica a responsavel pela

maior parte da destruicao tecidual caracteristica de diversas doencas
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inflamatorias, incluindo as doencas periodontais. Existem evidéncias
sugerindo que a desregulacdo da resposta imune localizada no
periodonto representa um dos principais mecanismos biolégicos para a
possivel influéncia negativa das infec¢cbes periodontais sobre 6rgéos e
sistemas a distancia, como o0s sistemas cardiovascular, respiratorio e
reprodutivo (Prizzo*®, 2010), sendo este fato, se confirmado, suficiente
para aumentar arelevancia desta condicdo local para a saude geral dos

individuos.

Histologicamente, as doencas periodontais se caracterizam por
um infiltrado inflamatério créonico, com predominéancia de linfécitos e
macréfagos, porém com presenca também de neutréfilos (Page?,
1976). A caracterizacdo bioguimica das doencas periodontais é
complexa devido a auséncia de um consenso quanto aos critérios
diagnosticos de atividade de doenca. Assim, existem descricdes na
literatura de um desvio para um padrdo de resposta Thl, Th2 e
participacdo de células Th17 (Garlet'8, 2010; Graves?®, 2011). Ainda que
células T sejam consideradas as principais reguladoras da resposta
imune nas doencas periodontais e também a principal fonte de RANKL
no microambiente periodontal, existem evidéncias de que os linfocitos B
também tem papel relevante na destruicdo tecidual associada as
doencas periodontais (Eastcott,’® 1994; Teng> 1999; Baker! 1999;
Kawai,?® 2006). Mais recentemente, a polarizacdo de macréfagos

(M1/M2) presentes nos tecidos afetados por diferentes condigbes



20

infecciosas também tem sido relacionada com a destruicdo tecidual e
desfecho clinico destas condicbes (Benoit®, 2008). De qualquer forma,
existem abundantes informacfes sobre a expressdo de citocinas,
guimiocinas e outros mediadores inflamatérios nas doencas periodontais,
como membros da familia TNF, IL-1, INF, Cicloxigenases, Prostaglandinas
e, coletivamente, estas informacdes indicam uma importante e complexa

ativacdo da resposta imune (Yu®®, 2011; Graves?°, 2011).

Tradicionalmente dividida em imunidade inata e adaptativa, a
resposta imune tem a funcdo basica de proteger o organismo, sendo
responsavel pelo reconhecimento inicial do desvio da normalidade e/ou
da presenca de microrganismos. Este reconhecimento € 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 viruléncia, por exemplo, 0s
sensores daimunidade inata também reconhecem padrées moleculares
derivados do préprio hospedeiro, que séo indicativos de um desvio da
homeostasia e, portanto, entendidos como sinais de perigo resultantes do
dano e destruicdo tecidual. Estes sdo denominados padrées moleculares
associados ao dano (DAMPs, damage-associated molecular patterns)
(Pedra*4, 2009). No entanto, uma vezestabelecida a resposta imune em
quadros inflamatérios cronicos, os bracos inato e adaptativo da
resposta imune estdo continuamente ativos, e apresentam regulacao

reciproca. Estes dados estabelecem a doenca periodontal como um
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problema relevante Também como um importante modelo de estudo de
condicbes envolvendo interacbes microbiota-hospedeiro e inflamacao

cronica.

1.2 Inflamassomos: sensores microbianos da resposta imune inata

Uma questdo fundamental em Imunologia diz respeito ao inicio da
resposta do hospedeiro a presenca de microrganismos. A identificacdo de
receptores especificos capazes de reconhecer diferentes ligantes
microbianos, os padrdes moleculares associados a microrganismos
(MAMPS), representa um dos maiores avancos cientificos no
entendimento da resposta imune inata, reconhecido com o prémio 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 a Toll, TLRs), em especial nas
células participantes da resposta imune inata (Garlet!®, 2010; Graves?®,
2011). Outros sensores moleculares da resposta imune inata vem sendo
identificados, cujo papel ndo é redundante ao dos TLRs, como as
proteinas com dominio de ligacdo a nucleotideos e oligomerizacdo (Nod)
presentes no citosol e que apresentam como ligantes componentes
derivados primariamente de microrganismos Gram-negativos (Nodl) 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 Nodl e Nod2 na
reabsorcdo 0ssea associada a doenca periodontal e osresultados obtidos
até o momento indicam que Nodl tem papel protetor, inibindo a
reabsorcdo Osseaassociada a doenca periodontal experimental. Estes
sensores da imunidade inata sdo  altamente conservados

evolucionariamente, indicando sua relevancia na resposta do hospedeiro.

Inflamassomos sdo uma familia de complexos multiprotéicos
citosélicos que participam no inicio e modulacdo da resposta imune
iniciada por patdogenos microbianos (MAMPs), além de sinais de dano
tecidual (DAMPSs) e grande numero de espécies microbianas e fatores de
viruléncia derivados de microorganismos (Yilmaz Lee®, 2015). Estes
complexos tem proteinas semelhantes a receptores Nod (NLR, Nod-like
receptors) que incluem 22 proteinas citosélicas. Estas proteinas NLR
representam o centro do complexo multiprotéico e ddo o nome ao
inflamassomo, como NLRP1, NLRP3 e NLRC4, por exemplo, que sdo os
Unicos inflamassomos com funcgéao fisioldgicademonstrada até o momento
(Jim?6 2007). Além da proteina central NLR, os inflamassomos também
incluem as proteinas caspase-1 e a proteina adaptadora denominada
proteina semelhante a particula associada a apoptose contendo um
dominio CARD (ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing
a CARD). A relevancia do inflamassomo para a resposta imune €
demonstrada pela associagdo entre mutacbes nos genes codificando

proteinas componentes do complexo protéico e condi¢des inflamatorias
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autoimunes, como vitiligo, sindrome de Muckle-Wells e sindrome
periodica associada a criopirina (cryopyrin-associated periodic syndrome,
CAPS) (Hoffman?3, 2001; Valk®®, 2010). Outras condicdes associadas a
desregulacdo da resposta imune, como as neoplasias, também estao
associadas a alteracbes na ativacdo dos inflamassomos, incluindo
cancer de pulméo (Hu?4, 2010). Em camundongos, aativacdo de NLRC4
tem efeito preventivo em cancer de colon, possivelmente por meio de
modulacdo da proliferacdo e apoptose de células epiteliais da mucosa
intestinal (Miao®®, 2010). Os diferentes inflamassomos sdo montados e
ativados por diversos sinais exodgenos e endogenos. Enquanto NLRP3
pode ser ativado por MAMPs e DAMPs, NLRC4 ¢é ativado
preferencialmente por MAMPs, incluindo DNA dupla-fita e proteinas
bacteriana especificas. A proteina 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 inflamatorias IL-1f3, IL-18 e IL-33. Assim, o0 ganho de funcdo com
ativacao constitutiva doinflamassomo e, consequentemente, de caspase-1
pode levar a exacerbacdo da resposta inflamatéria, com aumento da
secrecdo de IL-1B ativa e aumento da apoptose; enquanto que a perda
ou reducdo da funcdo do inflamassomo pode atenuar a resposta
inflamatéria e inibir a resposta imune, reduzindo a capacidade do
hospedeiro detectar e reagir aos MAMPs. A importancia dos

inflamassomos na resposta imune € demonstrada por mecanismos de
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evasdo desenvolvidos por diferentes microrganismos, como S.

typhimurium e NLRC4 (Gong?®, 2012).

Independentemente dos ativadores e ligantes especificos para
NLRC4 e NLRP3, a doenca periodontal, como uma condi¢ao inflamatoria
cronica, € caracterizada por altos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e também por degradacdo tecidual, com acumulo, 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 Lee®*, 2015). A
ativacdo dos inflamassomos pode, entdo, ser proveniente de interacdes
diretas do reconhecimento dos ligantes bacterianos pela
proteinas/sensores centrais dos inflamassomos, ou também pode pela
deteccdo de alteracBes celulares induzidas por estimulos microbianos ou

estresse (Franchi?t, 2012).

Coletivamente, estas informacfes indicam o papel relevante dos
inflamassomos na resposta imune e sugeremque o melhor entendimento
de suas funcdes biolégicas e dos mecanismos biolégicos envolvidos em
sua ativacdo pode levar a novas estratégias de intervencdo terapéutica
direcionadas a modulacdo de vias reguladas pelos inflamassomos

envolvidas na patogénese de diversas condi¢cdes associadas a interagdes

microbiota-hospedeiro ea inflamagéo croénica.

Especificamente no contexto da doenga periodontal, hé&

relativamente escassas informacgfes disponiveis até o momento. Um
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aumento na expressao génica de NLRP3 e NLRP2, mas nao de ASC-1, foi
relatado em presenca de doenca periodontal em humanos, e estes niveis
elevados foram relacionados a aumento de RNAmM também das citocinas
IL-1beta e IL-18, que sdo processadas pelos inflamassomos (Bostanci’,
2009). Elevada expressdo de NLRP3 e AIM2 em tecido gingival de
pacientes com doenca periodontal ja foi também correlacionado com
niveis de IL-lbeta e IL-18 também por outros autores, sugerindo uma
possivel participacdo de diversos inflamassomos na doenca periodontal
(Park*3, 2014; Ramos-Junior*® 2015). N&o foi encontrado, no entanto, até o
momento nenhum estudo in vivo utilizando a inducdo de doenca
periodontal em modelos geneticamente modificados, 0 que evidencia o

aspecto de interesse e novidade em nosso trabalho.

1.3 O inflamassomo NLRC4 (Ipaf)

Os principais MAMPs capazes de iniciar a ativacdo do NLRC4, também
conhecido como Ipaf, sdo flagelinas bacterianas e proteinascomponentes
do sistema secretor bacteriano tipo Il e IV, utilizado pelos
microorganismos para injetar fatores de viruléncia nas células do
hospedeiro (Figura 1). Estas proteinas s8o comuns a varios
microorganismos Gram-negativos causadores de infec¢cdes graves, como
Yersinia spp (peste e desordens gastrointestinais), Shigella spp

(disenteria), Salmonella spp (febre tiféide), Eschericia coli (infeccbes
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alimentares), Legionella pneumophila (pneumonia) e Pseudomonas spp
(diversas infeccdes, incluindo doencas periodontais) (Jin'®, 2007). A
ativacdo deNLRC4 por patdgenos representa o nivel de sofisticacdo da
resposta imune inata na deteccdo diferencial de patdgenos e
microrganismos comensais. Espécies comensais ndo patogénicas de E.
coli presentes na flora intestinal devem ser distinguidas de strains da
mesma espécie com fatores de viruléncia associados a doengas, como a E.
coli enteropatogénica (EPEC). Recentemente, o sistema excretdério
tipo Il do patdégeno Shigella flexneri tem sido reconhecido como
ativador indireto do inflamassomo NLRC4 (Suzuki®*, 2014). Forma-se um
complexo de ativacdo do sistema complemento que pode induzir
indiretamente a ativacdo dos inflamassomos, por alteracbes celulares
associadas como a lise e alteracdes na concentracdo de calcio do meio
intracelular (Tirantafilou®’, 2015). A producédo diferencial de citocinas
inflamato6rias como a IL-18 e IL-18 por células da resposta imune inata em
resposta a espécies patogénicas e ndo a espécies comensais envolve a
ativacdo de inflamassomos (Miao®°, 2010), uma vez que estes complexos
protéicos funcionam como mediadores do processamento final destas
citocinas e podem modular a resposta adaptativa ao promoverem a
polarizagcdo da resposta de linfécitos T auxiliares para um perfil Thl e
também a ativacdo de células natural killer (Dinarello*?, 2010).

Ha evidéncias de que o inflamassomo NLRC4 tem func¢des efetoras

Unicas em diferentes tipos celulares. A ativagdo de NLRC4 em macrofagos
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peritoneais em camundongos, por exemplo (mas ndo macréfagos
derivados da medula 0ssea, resulta em aumento da producao de lipideos
pro-inflamatérios (Von Moltke®3, 2012). Ha recentes relatos também de que
a ativacdo de NLRC4 pode levar células epiteliais, mas nao neutrofilos, a

morte celular por piroptose (Vance®!, 2015).

Tal ativacdo de NLRC4, assim como a de outros inflamassomos,
tem como resultado o recrutamento e dimerizagcdo de caspase-1,
necessaria para sua ativacdo. Assim, caspase-l, que é a proteina
efetora de NLRC4, bem como dos outros inflamassomos, € responséavel
tanto pela morte celular por pirocitose como pelo processamento final e
ativagdo das citocinas inflamatérias IL- 18, IL-18 e IL-33 (De Santis'?,

2013).

IL-1B € a citocina inflamatéria prototipica, com diversas acdes
biolégicas importantes para a inflamacdo com a estimulacdo da
proliferacdo de timdécitos, da producdo e liberacdo de colagenase e
prostaglandinas e dadiferenciagdo de osteoclastos, entre outras fungdes
biolégicas (Tripodi®®, 2011). IL-18 é outra citocina pré-inflamatéria capaz
de induzir a producdo de interferon-gama por linfécitos T, polarizando a
resposta para um padrdo Thl e também de ativar células natural killer
(Schimitz#’, 2005) IL-33, por outro lado, estimula a producdo de
citocinas relacionadas ao padrdo de resposta Th2 e inibe a producao
de interferon-gama por células Thil (Barksby?, 2007) porém seu papel

em condi¢bes inflamatérias crénicas é pouco conhecido (Figueiredo4,
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2008). Maiores niveis de IL-18 (Becerik?, 2012) e IL-1B (Sutterwala®?,
2007) sao associados a presenca de doenca periodontal. Nao ha
informacdes especificas sobre o papel de IL-33 e caspase-1 na doenca

periodontal.
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FIGURA 1 — Esquema representativo da ativacdo do inflamassomo
NLRC4 por flagelinas bacterianas e proteinas componentes do sistema secretor
bacteriano tipos 1ll e 1V, ndo sendo confirmadas ainda outras vias de ativacao,
como citocinas, outros mediadores biolégicos, e periodontopatégenos, por

exemplo.
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1.4 O inflamassomo NLRP3 (Nalp3)

NLRP3 (ou Nalp3) é o inflamassomo mais extensamente
estudado até o momento, e sua ativacdo em humanos envolve a
associacao da proteina central NLRP3, com duas proteinas contendo o
dominio CARD (Cardinal e ASC), permitindo assim o recrutamento de
duas unidades de Caspase-1 por interacbes CARD-CARD. Como nao foi
identificado um homologo murino da proteina Cardinal, diferentemente
dos humanos, acredita-se que a ativacdo de NLRP3 emroedores resulte
no recrutamento de apenas uma molécula de caspase-1 (Sutterwala®s,
2006). Classicamente, a ativacdo do inflamassomo NLPR3 envolve
interacdo microbiota-hospedeiro, via ativacdo de TLRs (Figura 2). A
producdo de IL-1B elL-18 por macréfagos infectados com Staphylococcus
aureus ou Listeria monocytogenes é dependente de NLRP3 (Martinson3®,
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, macrofagos deficientes em NLRP3
estimulados com agonistas de TLR nao produziram IL-1f e IL-18 em
virtude da ndo ativacdo de caspase-1, responsavel pela clivagem e
ativacdo destas citocinas. A relevancia do NLRP3 foi confirmada in vivo,
verificando que camundongos geneticamente deficientes foram mais
resistentes ao choque endotoxémico por injecdo de LPS (Bostanci’,

2009). Além dos microrganismos, o inflamassomo NLRP3 pode ser
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ativado por sinais endodgenos de perigo de origem nao microbiana
(DAMPSs), como por exemplo o acido Urico presente em condicbes como

a gota e também liberado por células necréticas (Bauernfeind® 208

Especificamente em relacdo ao papel de NLRP3 em interacfes
microbiota-hospedeiro nas doencas periodontais, edas ja foram também
relatadas, como quando foi investigada a expressdo de diversos
inflamassomos em células mononucleares em respota a estimulo com A.
Actinomycetemcomitans. Foi encontrado um nivel elevado de NLRP3, bem
como IL-1B e IL-18 (Belibasakis®, 2012). A. actinomycetemcomitans
também induziu secrecdo de IL-1B e ativagdo de caspase-1 a partir da
ativacdo do inflammassomo AIM2 em macréfagos THP-1 (Kim?°, 2016).
Outro periodontopatdgeno relacionado a ativacdo de NLRP3 e transcricao
de IL-1pB foi T. Denticola, que por uma proteina de sua superficie, Td92, a
qual interagiu diretamente com integrina a5B1 para a ativagcao do
inflamassomo NLRP3 e caspase-1, aumentando os niveis de IL-18 em

macréfagos (Jun?’, 2012).

Estudos em humanos ja relacionaram também o inflamassomo
NLRP3 e doenca periodontal. O estado de hiperglicemia mostrou ter
exacerbado a inflamacéo pela ativacdo de NLRP3 em tecidos gengivais
coletados pacientes com diabetes tipo 2 com periodontite. Maiores niveis
de NLRP3 e IL-18 foram encontrados em pacientes com ambas as
doencas, e a inibicdo de NLRP3 contribuiu para diminuicdo de caspase-1 e

IL-18 (Huang 2%, 2015). Outro estudo em humanos demonstrou que a
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expressao génica de NLRP3 em bidpsias de tecidos gengivais inflamados
foi significativamente aumentada em comparacdo a observada em
tecidos normais, estando diretamente correlacionada a expressao génica
de IL-1B e IL-18 nestes tecidos. Estes autores verificaram ainda que o
estimulo de macréfagos humanos in vitro com sobrenadantes de culturas
de Porphyromonas gingivalis, bactéria Gram-negativa associada a
doenca periodontal, aumentou a expressdao génica de NLRP3, IL-1B e
IL-18. Assim, a ativacdo de NLRP3 pode requerer o estimulo de TLRs
como iniciador/indutor da expressdo doscomponentes do inflamassomo,
sendo este estimulo inicial via TLRs também responsavel pela inducao
do substrato (pro-IL-1B e pro-IL-18, por ex.) de acdo do inflamassomo
(Park*, 2014). Mais recentemente, o aumento da expressdo dos
componentes do inflamassomo NLRP3 em tecidos gengivais inflamados
foi confirmada em nivel protéico e correlacionada positivamente com os
niveis das citocinas inflamatérias IL-1B e TNF-a. In vitro, estes autores
verificaram que macréfagos humanos estimulados com P.gingivalis vivos
apresentaram aumento significativo da expressdo protéica de NLRP3, a
gual foi necessaria para o0 aumento da ativacdo de caspase-1, mediando
a ativacdo de IL-1B e também a morte celular por pirocitose (Ciraci®,
2012). NLRP3 foi ativado também, além de via dependente de ATP
(Mariathasan®3, 2006) apés infeccdo com P. gingivalis, via sinalizacédo de
TLR2 e TLR4, levando a secrec¢ao de IL-1b e morte celular por piroptose

(Park*, 2014). Estes estudos sugerem novas abordagens da resposta
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imune inata contra periodontopatégenos, sendo este um possivel alvo para

futuras estratégias no tratamento da doenca periodontal.

Estes dados indicam que o inflamassomo NLRP3 tem importante
papel na regulacdo da expressdo de mediadores inflamatdrios em
situacbes envolvendo interacfes microbiota-hospedeiro e dano tecidual,
sugerindo sua relevancia em processos inflamatorios de natureza
infecciosa como as doencas periodontais (Mariott®*, 2004; McCall®®,

2008).

FIGURA 2 — Esquema representativo da ativagdo ja conhecida do
inflamassomo NLRP3, por meio de interacdo microbiota-hospedeiro, via ativagédo
de TLRs, levando a producgéo de IL-18 e IL-18. NLRP3 pode ser ativado por
sinais enddégenos de perigo de origem ndo microbiana (DAMPS).
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1.5 Inflamassomos e imunidade adaptativa

Classica e didaticamente, a resposta imune é dividida em dois
bracos: inato e adaptativo. Os limites tedrico-didaticos entre imunidade
inata e adaptativa sdo questionaveis, no entanto, na medida em que
células da resposta imune adaptativa apresentam PRRs funcionais, e
também considerando a estreita interacdo e modulacao reciproca dos
dois tipos de resposta imune, especialmente em condi¢des cronicas como
artrite reumatodide e as doencas periodontais. O papel da ativacdo dos
TLRs na modulacdo da resposta imune é extensamente estudado; no
entanto, a questdo 6bvia, mas pouco explorada at¢é o momento, € 0

papel dos inflamassomos na regulacdo da imunidade adaptativa.

A producgdo de citocinas é essencial para o estabelecimento da
resposta imune inata competente e também para a subsequente ativacédo
da imunidade adaptativa. Como ja mencionado, citocinas como IL-1, IL-
18 e IL-33 sao processadas pelos inflamassomos e tem importante
papel na polarizacdo da resposta de linfécitos T CD4+ nos perfis Th17,
Thl, e Th2, respectivamente (Kool®°, 2008; Lasiglie®!, 2011). Uma
sugestdo do papel dos inflamassomos na imunidade adaptativa é
derivada do modelo experimental de alergia respiratéria em
camundongos, que utiliza alum(mistura de aluminio e sais de magnésio),
um ativador do inflamassomo NLRP3, como agente indutor da reacao
alérgica (Hoffman®, 2006; Gris??2, 2010). Em modelo experimental de

encefalite autoimune, camundongos geneticamente deficientes para
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NLRP3 apresentaram reducdo na progressdo da doenca, que foi
associada a menor producéo de IL-18, IFN-y e IL-17, indicando inibicdo da
polarizacdo da resposta Thl e Thl7 (Shaw?*®, 2010). Outro estudo
utilizando modelo de encefalite experimental demonstrou que a
deficiéncia de caspase-1 (efetor comum dos inflamassomos) &
relacionada a menor progressdo da doenca (Van de Veerdonk®?, 2011),
sugerindo um possivel papel para outros inflamassomos além do
NLRP3. Outras evidéncias do papel dos inflamassomos na modulacéo
da imunidade adaptativa, incluem aresposta a microorganismos. Animais
deficientes em caspase-1 sd0 mais susceptiveis a infeccdo disseminada
porfungos, a qual foi associada a inibicdo da polarizacdo de células CD4+
nos perfis Thl e Thl7 (Tomalka®®, 2011). O inflamassomo NLRC4
também foi implicado na resisténcia a infeccdo por fungos (Li%?, 2011).
Assim, h& ainda escassez de informacbes sobre o papel dos
inflamassomos na modulacdo da imunidade adaptativa, em especial do
inflamassomo NLRC4, porém as evidéncias disponiveis sugerem que a
ativacdo destes complexos protéicos citoplasmaticos tem papel relevante

na resposta do hospedeiro.
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6 CONCLUSAO

Considerando a falta de informacdes sobre o papel de NLRC4 no
contexto da doenca periodontal e também sua influéncia no turnover 0sseo,
este estudo traz novas informacdes, indicando que o inflamassomo NLRC4
desempenha um papel protetor na reabsorcdo 6Ossea inflamatoria. Ha
evidéncias, por exemplo, de que NLRC4 teria um papel Gnico e distinto em
diferentes tipos celulares (McCall®?, 2008 e Vance3?, 2015). Com base na
falta de influéncia da osteoclastogénese na severidade do infiltrado
inflamatério e no aumento da expressdo basal de TNF-alfa e IL-10,
podemos especular possivel papel do inflamassomo NLRC4 no efeito
funcional em osteoclastos e células imunes.

Este também €& o primeiro estudo que avalia o papel do
inflamassomo NLRP3 e Caspase-1, proteina efetora de todos os
inflamassomos, em um modelo de doenca periodontal induzida por
bactérias in vitro. NLRP3 n&o teve um papel significante na inflamacao e
reabsorcdo 6ssea, enquanto que a falta de caspase-1 atenuou a
reabsorcao 6ssea inflamatoria.

Utilizamos neste estudo animais com delecdo global dos genes
NLRC4, NLRP3 e Caspase-1. Embora ndo sejam encontrados na literatura
evidéncias de vias alternativas conpensatérias de diferentes inflamassomos
e 0 possivel alteracdo de sua ativacdo em nosso modelo experimental, é
importante considerar as limitacbes deste modelo, no qual ndo ha
necessidade de colonizagdo e interacdo bacteriana com células epiteliais

da mucosa oral e gengiva. Apesar das limitacbes, este modelo induz
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efetivamente a inflamacéo e reabsorcdo Ossea alveolar, simulando assim
as maiores caracteristicas da doenca periodontal em humanos, e tendo a
vantagem de possibilitar grande controle da intensidade e frequéncia do
estimulo indutor da doenca.

Os resultados deste estudo ainda necessitam da finalizacdo de
experimentos in vitro que ja tem sido feitos para aumentar o entendimento
do papel de NLRC4 e NLRP3 na osteoclastogénese induzida por RANKL e
atividade osteoclastica. Juntos, estes achados levardo a futuras
investigacdes sobre o papel dos inflamassomos em condi¢cdes inflamatoérias

cronicas associadas com a destruicdo tecidual.
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