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EPIGRAFE

Dr. Jekyll e Mr. Hyde

(A participacao de citocinas na imunomodulacio das doencgas periodontais)

O fog sobrevoava lento, asfixiando a cidade; e trespassando as
camadas opressoras deste sufocante nevoeiro, a vida estendia-se...

Se o misterioso Edward Hyde e o respeitado Henry Jekyll fossem
investigados, é de se esperar que revelassem muitos segredos. Havia algo
de anormal e surpreendente em suas esséncias, de forma que a meu
interesse em sua natureza foi adicionada uma curiosidade quanto a sua
origem, sua vida, seu destino.

E, aconteceu que a dire¢do de meus estudos cientificos despertou a
consciéncia da perene guerra entre suas duas naturezas: o bem e o mal.
Embora fosse paradoxal, eram reais. A maldi¢do foi a de que esses ramos
incompativeis ficassem fortemente amarrados um ao outro. Se cada um
deles pudesse, ao menos se localizar numa identidade diferente. Como
entdo, dissocid-los?

Porém, esse negocio de ficar fazendo perguntas parece muito com o
juizo final. Comeg¢a-se com uma pergunta, e é como rolar uma pedra.
Vocé se senta trangiiilamente no topo de uma colina, e ld se vai a pedra,
arrastando outras consigo, e, de repente, algum gentil velhote é atingido

na cabeg¢a em seu proprio quintal.

Adaptado de: O Médico e o Monstro (Dr. Jekyll and Mr. Hyde)
Robert Louis Stevenson, 1886
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1. INTRODUCAO

As doengas periodontais (DPs), alteracdes inflamatorias cronicas dos tecidos de
sustentacao dos orgdos dentais, tém sua etiologia relacionada ao biofilme bacteriano aderido a
superficie dental (GENCO 1992, LOESCHE 1993, ADA 1998, KINANE & LAPPIN 2001).
Em termos epidemiologicos, as diferentes modalidades de DP atingem praticamente a
totalidade da populacdo, sendo a patologia dssea mais prevalente em humanos e importante
causa de perda dental entre adultos. Atualmente, as DPs tem sido descritas como fatores
modificadores da saude sistémica dos pacientes (AAP 1996, PAGE 1998, AAP 1999,
EBERSOLE & CAPPELLI 2000, SUSIN et al. 2004).

Mesmo em condic¢des clinicas de saude, os tecidos periodontais estdo em confronto
continuo com microrganismos potencialmente patogénicos, e até certo ponto, convivem
eficazmente com estas agressoes. Porém, na auséncia ou inefetividade de medidas de controle
de placa, comecam a ocorrer alteracdes no microambiente do biofilme. Dessa forma, os
tecidos periodontais do hospedeiro se encontram em intima associagdo com uma crescente
diversidade e quantidade de produtos microbianos no sulco gengival, surgindo entdo os sinais
clinicos de doenga (GENCO 1992, KINANE & LAPPIN 2001, YAMAZAKI et al. 2003,
GEMMEL & SEYMOUR 2004). Embora a presenca de microrganismos
periodontopatogénicos seja fundamental para o inicio do desenvolvimento de doenga, tem-se
mostrado que a amplificacdo e progressdo desse processo sdo altamente dependentes da
resposta imune e inflamatoria gerada pelo hospedeiro em resposta as bactérias ou a seus

produtos (KINANE & LAPPIN 2001, TENG 2003, GEMMELL & SEYMOUR 2004).

Embora tal resposta supostamente proteja o hospedeiro da invasdo microbiana em larga
escala, a relativa inacessibilidade dos leucocitos e de fatores antimicrobianos aos
microrganismos no sulco gengival, somada a protecao conferida por sua organizagdo na forma
de biofilme, inviabilizam a eliminagdo dos agentes infecciosos (EBERSOLE & TAUBMAN
1994, PAGE 1998, EBERSOLE et al. 2001, SOCRANSKY et al. 2002, SBORDONE et al.
2003). Além disso, acredita-se que a presenga de diversos microrganismos com grande
capacidade de invasdo tecidual nos tecidos periodontais propicie acesso a sua disseminagao
pelo organismo. De fato, estudos recentes t€ém demonstrado que pacientes com DP
apresentam uma marcante resposta sistémica de fase aguda, a qual ¢ controlada apds o

tratamento periodontal (SLADE et al. 2000, NOACK et al. 2001, MATTILA et al. 2002,
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D'AIUTO et al. 2004). Tal resposta supostamente estaria envolvida na altera¢do da saude
sist€émica apresentada pelos pacientes com DP. Apesar de certa controvérsia, diversos estudos
tem demonstrado que DP leva a predisposicdo, agravamento e até mesmo a ocorréncia de
diversas patologias, como aterosclerose, parto prematuro, infecgdes respiratdrias e até mesmo
a morte (EBERSOLE & CAPPELLI 2000, CRAIG et al. 2003, LALLA et al. 2003, IDE et al.
2004). Modelos experimentais de DP tem refor¢ado tal hipdtese, demonstrando que a infecgao
por diferentes periodontopatdogenos pode apresentar significantes efeitos sistémicos (GIBSON
FC 3" et al. 2004, LALLA et al. 2003, HAN et al. 2004, STERN et al. 2004). Em conjunto,
esses trabalhos nos levam a questionar o grau de prote¢do conferido ao hospedeiro pela
resposta imune ¢ inflamatoria frente a infeccdo dos tecidos periodontais. Entretanto, os
mecanismos envolvidos no controle da infeccdo periodontal, assim como seu grau de

influéncia na saude sistémica do hospedeiro, ainda sao pobremente conhecidos.

Controvérsias a parte, um fato concreto é que a permanéncia de um foco infeccioso em
intima associa¢ao aos tecidos periodontais leva a manuten¢do de uma reagdo inflamatoria
cronica local. Tal resposta leva a destruicao tecidual através de mecanismos que incluem a
produc¢do de enzimas envolvidas na degradagdo de tecido conjuntivo e da expressao de fatores
de diferenciagdo e ativagdo de osteoclastos (BAKER 2000, GRAVES & COCHRAN 2003,
TENG et al. 2003). Dentre as proteases envolvidas na degradagdo e remodelagdo de proteinas
da matriz extracelular, estdo as metaloproteases de matriz (MMPs), as quais desempenham tal
papel tanto em processos fisiologicos como patologicos. As MMPs sdo uma familia de
proteases cuja atividade ¢ dependente de zinco e/ou calcio, e sdo divididas em 4 subclasses
com base na especificidade de seus substratos: colagenases, como a MMP-1 ou colagenase
interstiticial, ativa contra coldgeno fibrilar; gelatinases, também chamadas de colagenases do
tipo IV (A ou MMP-2, e B ou MMP-9), que apresentam alta atividade contra colageno
desnaturado; estromalisinas, que degradam componentes de natureza ndo coldgena presentes
na matriz extracelular; e metaloproteases de membrana (BIRKEDAL-HANSEN et al. 1993,
WERB 1997). A ativacdo das MMPs ¢ regulada por um grupo de proteinas enddgenas,
chamado de inibidores teciduas de metaloproteases (TIMPs), capazes de inibir praticamente
todos os membros da familia das MMPs, de forma ndo especifica (BAKER 2002). Em
condigdes fisioldgicas, os TIMPs estdo em balango com as MMPs, sendo a matriz extracelular
remodelada de forma extremamente controlada. Contudo, em diversos estados patologicos, se
verifica a elevagcdo dos niveis de MMPs sem o concomitante aumento na expressdo dos

TIMPs, aumentando a atividade proteolitica e levando a destruigdo tecidual (DEAN et al.
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1989, MURPHY et al. 1991, REYNOLDS et al. 1996, NAWROCKI et al. 1997, LI et al.
2000, PARSONS et al. 2004). Por outro lado, a elevagdo dos niveis de TIMPs, ou dimuigdo
dos niveis de MMPs, também est4 associada a processos patologicos, como por exemplo, a
quadros de fibrose (IREDALE et al. 1997).

Diversas MMPs sdo identificadas em tecidos periodontais (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-9, MMP-8, MMP-13, MT-1IMMP) (KUBOTA et al. 1996,
TERVAHARTIALA et al. 2000, SEGUIER et al. 2001, KIILI et al. 2002, ACHONG et al.
2003, EJEIL et al. 2003, SMITH et al. 2004, CESAR NETO et al. 2004) e no fluido gengival
(MMP-1, MMP-2, MMP-3 MMP-8, MMP-13)(ALPAGOT et al. 2001, KIILI et al. 2002,
TUTER et al. 2002, GRAYSON et al. 2003, REDDY et al. 2003, KINANE et al. 2003,
EMINGIL et al. 2004), sendo encontradas em baixos niveis em tecidos normais, e altas
concentragdes sdo verificadas em tecidos inflamados (ALPAGOT et al. 2001, KINANE et al.
2003, SMITH et al. 2004). Diversos TIMPs também sdo encontrados em tecidos periodontais
(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3) (KUBOTA et al. 1996, SEGUIER et al. 2001, REDDY et al.
2003), no fluido gengival (TIMP-1, TIMP-2) (NOMURA et al. 1998, ALPAGOT et al. 2001,
TUTER et al. 2002), assim como sdo produzidos por fibroblastos gengivais in vitro (TIMP-1,
TIMP-2) (KUT-LASSERRE et al. 2001). Dessa forma, acredita-se que MMPs e TIMPs
estejam envolvidos no “turnover” fisiologico dos tecidos periodontais, assim como na
destruigdo tecidual vista nas DPs (BIRKEDAL-HANSEN et al. 1993, REYNOLDS et al.
1994, VAN DER ZEE et al. 1997, GOLUB et al. 2001, EMINGIL et al. 2004, BIORNSSON
et al. 2004, REDDY et al. 2003, EJEIL et al. 2003, RAMAMURTHY et al. 2002). Contudo,
os estudos a respeito do balangco entre MMPs e TIMPs em tecidos periodontais doentes e
saudaveis sdo contraditorios (DAHAN et al. 2001, NOMURA et al. 1998, AIBA et al. 1996,
INGMAN et al. 1996, KUBOTA et al. 1996, GARLET et al. 2004, ALPAGOT et al. 2001), e
a contribuicao de tais moléculas para a patogénese das DPs ndo ¢ completamente conhecida.

Além da destruicao de tecido conjuntivo, a reabsorc¢ao dssea alveolar ¢ um evento chave
nas DPs. A integridade do tecido 6sseo depende da manutencdo de um delicado equilibrio
entre a rebsorcdo Ossea pelos osteoclastos e a formacdo Ossea pelos osteoblastos. RANKL
(ligante do receptor de ativacdo do fator nuclear kB), seu receptor celular RANK (receptor de
ativacdo do fator nuclear kB), e osteoprotegerina (OPG), que atua como seu receptor “decoy”
de RANKL, foram recentemente identificados como os componentes moleculares do sistema
de remodelacdo ossea. A ligagio de RANKL a RANK, expresso nos precursores de

osteoclastos, ¢ o principal evento estimulatorio para sua diferenciag@o e posterior ativagdo. Os
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efeitos de RANKL sdo regulados pela OPG, que inibe a reabsor¢do 6ssea impedindo a
interacdo entre RANK ¢ RANKL (TEITELBAUM 2000, KATAGIRI & TAKAHASI 2002).
Assim como previamente descrito para o sistema MMPs/TIMPs, alteragdes no balanco da
expressao de RANKL e OPG estao relacionados como componentes chave na patogénese de
diversas patologias 6sseas (RODAN & MARTIN 2000, SEZER et al. 2002, ROMAS et al.
2002). Com relagdao as DPs, estudos recentes tem demonstrado que niveis elevados de
RANKL sdo encontrados no fluido gingival e no tecido periodontal em condi¢des de doenca.
Tais estudos também sugerem que o balanco entre RANKL e OPG supostamente determina a
atividade da doenga (TENG 2000, CROTTI et al. 2003, LIU et al. 2003, GARLET et al.
2004, MOGTI et al. 2004).

Tendo em vista o potencial envolvimento dos sistemas MMPs/TIMPs e RANKL/OPG
na patogénese das DPs, se torna importante o conhecimento dos fatores potencialmente
envolvidos na regulacdo de tais fatores no microambiente periodontal. Diversos estudos tém
sugerido que a producdo de diversas citocinas pré e anti inflamatorias nos tecidos periodontais
seria um fator relevante para a determinagdo do curso e/ou severidade da doenga,
provavelmente regulando o balango entre MMPs e TIMPs, e entre RANKL e OPG (UKALI et
al. 2001, TAUBMAN & KAWAI 2001, TENG 2002, GARLET et al. 2003, YAMAZAKI et
al. 2003, GEMMEL & SEYMOUR 2004, GARLET et al. 2004). Contudo, o papel
individual das diversas citocinas potencialmente envolvidas na patogénese da DP, os
mecanismos moleculares envolvidos em sua funcdo e sua relevancia para a progressdo da
doenga sdo pobremente conhecidos.

Provavelmente o conhecimento mais bem estabelecido com relagdo a patogénese das
DPs esteja relacionado ao papel de citocinas inflamatorias classicas, dentre as quais se destaca
o TNF-a (GENCO 1992, BAKER 2000, KINANE & LAPPIN 2001, SEYMOUR &
GEMMEL 2001). O TNF-a age em diversos passos nos mecanismos de recrutamento de
leucécitos, induzindo o aumento da expressdo de moléculas de adesdao em células endoteliais
e em leucdcitos; e estimulando a produgdo local de quimiocinas, que por sua vez, atuam na
manuten¢do e/ou na amplifica¢do da reac¢do inflamatoria local (OFFENBACHER et al. 1989,
JIANG et al. 1999, GRAVES & COCHRAM 2003, GRAVES & JIANG 1995). Além disso, o
TNF-a participa diretamente da estimulacao da imunidade inata e da atividade bactericida de
fagocitos (DINARELLO 1990, DINARELLO et al. 2000, PFIZENMALIER et al. 1996). Dessa
forma, o TNF-a apresenta importante papel na resisténcia a infec¢des por diversos patogenos

(FERRANTE et al. 1992, GRAVES et al. 2000). Os efeitos inflamatorios e antimicrobianos
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do TNF-a sao mediados por seu receptor pS5 (TNFRp55), enquanto o outro receptor de TNF-
a, p75, atua no sentido de atenuar tal resposta inflamatoria (AMAR et al. 1995, PESCHON et
al. 1998).

Embora o TNF-a apresente papel essencial na iniciagdo e efetuacio das respostas imune
e inflamatoria, diversos estudos tém demonstrado que a expressao inadequada de tal citocina
pode levar a um significante dano colateral ao hospedeiro. De fato, TNF-a apresenta um
evidente papel na patogénese de diversas doengas autoimunes e inflamatorias, como a artrite
reumatoide (AR) (STASHENKO et al. 1987, RIDDERSTAD et al. 1991, HENDERSON et
al. 1994, FEGHALI et al. 1997, DINARELLO et al. 2000). A inibi¢do de TNF-a na AR leva
a um menor recrutamento de células para o sitio de inflamagdo, regulacdo negativa da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias e MMPs no tecido sinovial, além de significante
reduc¢do na reabsor¢do ossea (TAK et al. 1996, GOLDRING et al. 2000, ULFGREN AK
2000). Estudos demonstram que a AR compartilha com as DPs aspectos como a natureza
cronica da resposta inflamatdria, a intensa destrui¢do tecidual e reabsor¢do 6ssea. Além disso,
verifica-se uma interessante associacdo entre DP e AR, uma vez que uma maior prevaléncia e
maior severidade das DPs sdo verificadas nos pacientes com AR (MERCADO et al. 2001,
MERCADO et al. 2003, HENDERSON et al. 2003, MIRANDA et al. 2003).

Com relagao as DPs, TNF-a tem sido identificado em altos niveis em lesdes peridontais
(MATSUKI et al. 1992, STASHENKO et al. 1991, WANG et al. 2003, GORSKA et al.
2003, GRAVES & COCHRAM 2003) e no fluido gengival de pacientes com DP
(ENGEBRETSON et al. 1999, ROSSOMANDO et al. 1990). De forma similar, o receptor
p55 é amplamente expresso em tecidos periodontais inflamados (TERVAHARTIALA et al.
2001). Além disso, polimorfismos no gene de TNF-o tem sido relacionados a maior
severidade da DP em diferentes populagdes (FASSMANN et al. 2003, SOGA et al. 2003). De
fato, em modelos experimentais de DP, o TNF-a esta envolvido na migragao de leucocitos
aos tecidos periodontais, na reabsor¢ao dssea alveolar e na perda de inser¢do conjuntiva
(ASSUMA et al. 1998, GRAVES et al. 1998, DELIMA et al. 2001, OATES et al. 2002,
GRAVES et al. 2001). Contudo, apesar da clara demonstragdo da relagdao causa-efeito de
TNF-o. na patogénese da DP experimental, os mecanismos moleculares pelos quais tal
citocina modula a resposta inflamatéria ¢ a severidade da doenca ndo sdo conhecidos. Além
disso, o potencial papel de TNF-a no controle da infec¢ao periodontal permanece incdgnito.

Uma das possiveis vias de regulacdo da resposta inflamatoria nas DPs seria a producao

de citocinas pelas diferentes subpopulagdes de linfocitos T auxiliares (ou T “helper”: Th), que
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atuariam atenuando ou potencializando a reag¢ao inflamatoria nos tecidos periodontais, e desta
forma, determinando a atividade ou laténcia das DPs (YAMAZAKI et al. 2003, TENG 2003,
GEMMEL & SEYMOUR 2004, BAKER et al. 2001, BERGLUNDH et al. 2002). As
respostas mediadas por linfécitos Th podem exibir um padrdo Thl, que consiste
predominantemente de uma resposta imune celular e pro-inflamatéria, ou um padrao do tipo
Th2, com caracteristicas anti inflamatdrias e de resposta imune predominantemente humoral.
Tal polarizacdo ¢ determinada por citocinas tipicas de cada padrdo, envolve a participacao
quimiocinas e tipos celulares caracteristicos, e determina o progndstico e o curso de diversas
doencas infecciosas, inflamatorias e autoimunes (ABBAS et al. 1996, MOSMANN &
COFFMAN 1989, JANKOVIC et al.. 2001).

A polarizacao de linfocitos “naive” para um padrdo Thl ¢ primariamente dependente da
producdo de IL-12 por células apresentadoras de antigeno, especialmente pelas células
dendriticas. Além de determinar uma resposta imune adaptativa do tipo celular, a IL-12 induz
a produgdo de IFN-y por células NK, células dendriticas e macréfagos, sendo um importante
fator de regulac¢do da resposta imune inata (BASTOS et al. 2004). Contudo, estudos recentes
demonstram que na auséncia de IL-12, outras citocinas como a IL-23 (pertencente a familia
da IL-12) ou a IL-18 também sdo capazes de induzir a producdo de IFN-y e a polarizacdo de
linfocitos Th1 (NAKANISHI et al. 2001, BROMBACHER et al. 2003, SZABO et al. 2003,
WATFORD et al. 2003).

Apds a polarizagdo, as células Thl passam a expressar receptores de quimiocinas
caracteristicos, como CXCR3 e CCRS, tornando-as responsivas a quimiocinas como CCL3 e
CXCL10 (ROSSI & ZLOTNIK 2001, SCHRUM et al. 1996, SALLUSTO et al. 1998). Além
disso, as células Thl se tornam capazes de secretar a prototipica caracteristica citocina Thl,
IFN-y (BROMBACHER et al. 2003, SZABO et al. 2003). O IFN-y apresenta diversos efeitos
no sistema imune, sendo a principal citocina ativadora de macrdfagos, estimulando a
fagocitose, captacdo e apresentacdo de antigenos, producdo de citocinas inflamatdrias e
mediadores antimicrobianos, como o 6xido nitrico (NO) (O'GARRA et al. 1989, SZABO et
al. 2003, BOGDAN et al. 2001, BOGDAN et al. 2000). Desta forma, no desenvolvimento de
uma resposta do tipo Thl, que apresenta um papel critico na imunidade protetora contra
diversos patogenos intracelulares, a IL-12 atua basicamente como indutora da polarizagao,
enquanto o IFN-y pode ser considerado a citocina efetora desse padrdo de resposta imune
(BOGDAN et al. 2001, VAN DER VEEN et al. 2001, COOPER et al. 2002, SZABO et al.
2003, CHAKRAVORTTY & HENSEL 2003).
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Com relagdo as DPs, tanto IFN-y quanto IL-12 tém sido identificados em lesdes
periodontais e considerados como fatores potencialmente envolvidos na patogénese da doenca
(TOKORO et al. 1997, ROBERTS et al. 1997, LAPPIN et al. 2001, UKAI et al. 2001,
BERGLUNDH et al. 2002). A expressdo de IL-12 tem sido verificada em tecidos periodontais
inflamados (SALVI et al. 1998, YAMAZAKI et al. 1997, GEMMELL et al. 1998,
ROBERTS et al. 1997). Além disso, IL-12 ¢ produzida por células dendriticas e mondcitos
estimulados com periodontopatégenos (KOBAYASHI et al. 2000, JOTWANI et al. 2001,
KIKUCHI et al. 2004, JOTWANI et al. 2004), e citada como fator potencialmente envolvido
na patogénese da DP, porém, sem afirmacdes a respeito de ser um fator positivo ou negativo
na progressao da doenga.

O IFN-y parece ser a principal citocina produzida por células T na DP, e diversos
estudos tém demonstrado uma associagao entre IFN-y e lesdes progressivas ou formas mais
severas de DP (TAKEICHI et al. 2000, UKAI et al. 2001, ROBERTS et al. 1997,
EBERSOLE & TAUBMAN 1994, KAWALI et al. 2000, GORSKA et al. 2003, SIGUSCH et
al. 1998, SALVI et al. 1998). Nesse sentido, demonstramos que pacientes com periodontite
agressiva (de carater mais severo e de progressdo mais rapida) apresentam uma resposta
predominante do tipo Thl, com intensa expressao de IFN-y, correlacionada com uma intensa
expressio de MMPs e RANKL (GARLET et al. 2003, GARLET et al.,, 2004). Em
concordancia com tais resultados, estudos demonstram que o IFN-y leva a um aumento de
responsividade de fibroblastos gengivais a a¢ao do LPS, levando a uma maior produgdo de
citocinas inflamatorias (TAMALI et al. 2002, MOCHIZUKI et al. 2004). Além disso, o IFN-y
estd associado a diminui¢do na sintese de coldgeno e ao aumento na sintese de MMPs por
fibroblastos gengivais in vitro (MARTELLI-JUNIOR et al. 2003). De fato, a inoculagdo de
Porphyromonas gingivalis em animais geneticamente deficientes de IFN-y resulta em uma
menor reagdo inflamatoria e reabsor¢ao 6ssea (BAKER et al. 1999), sugerindo um importante
papel de IFN-y na potencializacdo da severidade da DP. Ao contrario, certos estudos tem
sugerido que altos niveis de IFN-y no tecido gengival estariam envolvidos na atenuagdo da
severidade da doenga (YAMAZAKI et al. 1995, GEMMELL et al. 1997, GEMMELL et al.
1998, BARTOVA et al. 2000, PETIT et al. 2001, KOBAYASHI et al. 2000). Tal hip6tese
encontra suporte em trabalhos que demonstram que IFN-y estd associado a redugdo na
diferenciacdo e ativagdo de osteoclastos, principalmente in vitro (MORIYAMA et al. 2002,
TAKAYANAGTI et al. 2002, UDAGAWA et al. 2003).
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Além de atuar na determinagdo da severidade da doenca, o IFN-y estd potencialmente
envolvido no controle da infec¢do periodontal, uma vez que tal citocina estimula fibroblastos
gengivais a produzirem NO (KENDALL et al. 2000, DAGHIGH et al. 2002), potencialmente
envolvido no controle de microrganismos no microambiente periodontal (RAUSCH-FAN et
al. 2001, KENDALL et al. 2001). Contudo, apesar das evidéncias sugestivas da participagdo
de IL-12 e IFN-y na patogénese das DPs, seu real papel na modulagdo da severidade da
doenca e no controle da infec¢do periodontal, assim como os mecanismos envolvidos em tais
fungdes, permanecem desconhecidos.

Além de mediadores de respostas do tipo Thl, citocinas envolvidas em respostas Th2
tém sido identificadas em lesdes periodontais e também estdo potencialmente envolvidas na
patogénese da doenca (YAMAZAKI et al. 1995, GEMMELL et al. 1997, GEMMELL et al.
1998, BARTOVA et al. 2000, PETIT et al. 2001). A polarizagao de células Th2 ¢ dependente
da produgdo de citocinas como IL-4, e em alguns casos IL-13 (NELMS et al. 1999,
MURPHY et al. 2002, ZHOU et al. 2003, JARNICKI et al. 2003, AGNELLO et al. 2003,
STETSON et al. 2004, WYNN et al. 2004). Uma vez polarizadas, as células Th2 expressam
preferencialmente receptores de quimiocinas como CCR4 e CCRS, (tornado-as responsivas a
quimiocinas como CCL1 ¢ CCL22) (ROSSI & ZLOTNIK 2001, HAMILTON et al. 2002,
ROT et al. 2004), e se tornam competentes para produzir citocinas caracteristicas do padrdo
Th2, como IL-4 ¢ IL-10 (NELMS et al. 1999, PESTKA et al. 2004).

IL-4 é uma citocina pleiotropica produzida principalmente por células Th2, que pode
exercer efeitos estimulatdrios ou supressivos em diferentes tipos celulares. As propriedades
supressoras e anti-inflamatérias de IL-4 sdo em grande parte devidas a sua capacidade de
inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias e IFN-y, impedindo dessa forma a polarizagao
de células Thl (NELMS et al. 1999, AGNELLO et al. 2003, HAMILTON et al. 1999). Por
outro lado, a IL-4 promove a maturacao de células Th2 e age como fator de crescimento de
células B, estimulando preferencialmente respostas imune do tipo humoral, e favorecendo o
“switch” de classe para a produgdo de IgG1 e IgE (NELMS et al. 1999, AGNELLO et al.
2003). A IL-4 também pode agir amplificando respostas do tipo Th2 através da expressao de
quimiocinas que levam ao recrutamento outras células Th2 (YAMASHITA et al. 2002,
HAMILTON et al. 2002, ROT et al. 2004), ou estimulando a produ¢do de outras citocinas
que podem atuar de forma complementar ou sinérgica a IL-4 (JARNICKI et al. 2003,
BRUBAKER et al. 2001, PESTKA et al. 2004). Uma dessas citocinas, a IL-10, também

apresenta propriedades anti inflamatorias, reduzindo a expressdo de moléculas co-
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estimulatérias em células apresentadoras de antigenos e inibindo a sintese de citocinas
inflamatorias e Thl por células T, NK e macrofagos (HAMILTON et al. 1999, PESTKA et al.
2004, MOORE et al. 1993, ROUSSET et al. 1992, HSU et al.1992). Tal citocina esta
geralmente associada a uma significante redu¢do na reacao inflamatdria, mas uma vez que
interfere na resposta imune celular mediada por TNF-a e IFN-y, a produgdo de IL-10 pode
prejudicar eliminagdo de agentes infecciosos, levando a laténcia de infecgdes (BELKAID et
al.2002, SAKAGUCHI 2004, MITTRUCKER et al. 2004).

As propriedades regulatdrias tanto de IL-4 como de IL-10 também incluem a inibi¢do da
produ¢do de MMPs e fatores osteoclastogénicos, além de estimular a produgdo de seus
respectivos antagonistas TIMPs e OPG (MERTZ et al. 1994, REYNOLDS et al.
1996,BESSIS et al. 2001, BAKER et al. 2002, CHAKRABORTI et al. 2003, VISSE et al.
2003, CHENG et al. 2003, SAIDENBERG-KERMANAC'H et al. 2004, KWAN TAT et al.
2004). Tais estudos sugerem que IL-4 e IL-10 podem apresentar um efeito protetor com
relacdo a destrui¢do tecidual nas DPs.

Contudo, a presenga ¢ a funcao de IL-4 nos tecidos periodontais sdo controversas.
Alguns estudos relatam a auséncia, ou a rara e discreta detec¢do de IL-4 em lesdes
periodontais ou no fluido gengival de sitios com DP (FUJIHASHI et al. 1993, FUJITHASHI et
al. 1996, KABASHIMA et al. 1996, YAMAZAKI et al. 1997, TOKORO et al. 1997,
YAMAMOTO et al. 1997, SALVI et al. 1998). Entretanto, certos estudos demonstram uma
intensa expressao de IL-4 e IL-13 em lesdes periodontais e sugerem que a predomindncia de
uma resposta do tipo Th2 contribua para a destrui¢do tecidual no periodonto (LAPPIN et al.
2001, TOKORO et al. 1997, YAMAZAKI et al. 1996, YAMAZAKI K 1995). Tal hipotese ¢
sustentada por achados histoloégicos que demonstram o acimulo de células B em lesdes
periodontais cronicas, € que associam tal resposta a destrui¢do dos tecidos periodontais
(SEYMOUR et al. 1979, SEYMOUR et al. 1985, TOKORO et al. 1997, GEMMELL et al.
1998, BARTOVA et al. 2000). Ao contrario, estudos recentes demonstram que os niveis de
IL-4 no fluido e no tecido gengival estdo inversamente correlacionados com os niveis de
citocinas pro-inflamatorias a com severidade da doenga (UKAI et al. 2001, GORSKA et al.
2003, GIANNOPOULOU et al. 2003).

De forma similar, a expressao de IL-10 nos tecidos periodontais doentes também foi
verificada em diversos estudos, tendo normalmente sido inversamente correlacionada a
producgédo de citocinas pro-inflamatorias e a severidade da doenga (YAMAZAKI et al. 1997,
YAMAMOTO et al. 1997, LAPPIN et al. 2001, GEMMELL et al. 1998, FUJIHASHI et al.
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1996, ARAMAKI et al. 1998). Nesse sentido, demonstramos que pacientes com periodontite
cronica (menos grave e de progressao mais lenta) apresentam uma intensa expressao de 1L-4 e
IL-10, correlacionada a uma maior expressdao de TIMPs e OPG, possivelmente envolvida na
atenuagdo da severidade da doenga (GARLET et al. 2003, GARLET et al. 2004). Dados
provenientes de modelos experimentais de DP suportam tal hipdtese, demonstrando que a
auséncia de IL-10 leva a uma maior reabsor¢do ossea alveolar (SASAKI et al. 2001, AL-
RASHEED et al. 2003, SASAKI et al. 2004), e que células Th2 apresentam papel protetor
com relagdo a severidade da doenga (EASTCOTT et al. 1994). Entretanto, enquanto alguns
estudos demonstram que os niveis de IL-10 parecem aumentar apos o tratamento periodontal
(CUTLER et al. 2000, GORSKA et al. 2003,GOUTOUDI et al. 2004), outros estudos
demonstram uma maior concentracdo dessa citocina nos sitios apresentando doenca ativa e
uma diminui¢do em seus niveis apos a terapia periodontal (GAMONAL et al. 2000). Dessa
forma, assim como acontece com as demais citocinas anteriormente citadas, os reais papéis de
IL-4 e IL-10 na determinagdo da severidade da DP e no controle da infec¢do periodontal,
assim como os mecanismos moleculares envolvidos em sua fungdo, permanecem pouco
conhecidos.

Apesar das inumeras controvérsias anteriormente citadas, estudos recentes tém
demonstrado que mediadores de ambos os tipos de resposta Th estdo presentes no tecido
periodontal, e que o balango dessa resposta poderia determinar o curso da doenca: citocinas
pré inflamatorias e Thl estariam relacionadas a uma maior severidade da doenga, enquanto
mediadores anti-inflamatorios e Th2 atenuariam a severidade da doenca (BAKER et al. 2001,
TENG 2003, BERGLUNDH et al. 2001). Porém, o estabelecimento direto de uma relagdo de
causa e efeito entre tais resultados e o estado clinico dos pacientes ¢ um processo complexo,
dificultado por possiveis diferengcas com relacdo a composi¢cdo da microbiota periodontal,
época de estabelecimento, gravidade e progressao da doenga, além da influéncia genética, de
condicoes sistémicas e ambientais.

Visando facilitar o estudo da imunopatogénese das DPs, modelos animais tém sido
utilizados com sucesso, uma vez que tais variaveis podem ser controladas ou minimizadas,
possibilitando a analise individual de fatores da resposta do hospedeiro, assim como o papel
de diferentes periodontopatogenos (GENCO et al. 1998). Modelos utilizando camundongos
apresentam vantagens como a ocorréncia natural da doenga em determinadas espécies, com
prevaléncia e caracteristicas comparaveis a doenga humana (WIEBE et al. 2001), além da

suscetibilidade a indugdo experimental de DP (BAKER et al. 1994, IWASAKI et al. 1998).
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Além disso, camundongos apresentam custo relativamente baixo, sdo de facil manejo e os
processos inflamatorios e imunologicos sdo extensamente estudados e bem conhecidos. Seu
“background” genético ¢ conhecido e manipulavel, permitindo que aspectos muito bem
definidos possam ser avaliados de maneira precisa, através da geracdo de animais
geneticamente modificados, ou da utilizacdo de substancias bloqueadoras ou antagonistas, que
em sua grande maioria sdo desenvolvidas experimentalmente em camundongos (GENCO et
al. 1998). O modelo experimental que temos empregado em nossos estudos foi baseado no
originalmente desenvolvido por Baker e colaboradores (BAKER et al. 1994), diferindo
basicamente na utilizagdo do Actinobacillus actinomycetemcomitans.

O A. actinomycetemcomitans ¢ considerado um dos principais periodontopatogenos,
sendo relacionado como fator etioldgico de determinados casos de periodontite agressiva, e
presente em grande ntmero dos casos de periodontite cronica. A viruléncia de tal
microrganismo ¢ relacionada a sua marcante capacidade de invasdo tecidual, produgdo de
diversas proteases ¢ de uma potente leucotoxina, especialmente por determinados clones
extremamente virulentos, como o JP2 (SPITZNAGEL et al. 1991, HAUBEK et al. 2004).
Acredita-se que tais fatores de viruléncia interfiram na resposta imune contra tal patogeno,
resultando em maior dificuldade na obtencdo de sucesso no tratamento de pacientes com
infectados com A. actinomycetemcomitans, assim como provavelmente potencializem os
efeitos sistémicos da infecg¢@o periodontal (SAITO et al. 1993, WILSON & HENDERSON
1995, FIVES-TAYLOR et al. 1995, FIVES-TAYLOR et al. 1999). Entretanto, o papel
individual de periodontopatogenos como o A. actinomycetemcomitans nos efeitos locais e
sist€émicos durante o curso da DP nao sdo conhecidos, assim como pouco se sabe a respeito
dos mecanismos imunes envolvidos no controle da infec¢do periodontal.

Em conjunto, caracteristicas peculiares da DP como a anatomia da regido periodontal e a
diversidade de microrganimos no biofilme periodontal, constituem um verdadeiro desafio aos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Ao mesmo tempo que a permanéncia de um foco
infeccioso € potencialmente perigosa a saude do hospedeiro, a manuten¢do de uma resposta
imune e inflamatéria cronica local leva a ocorréncia de danos aos tecidos periodontais. Uma
vez que as diversas citocinas presentes nas lesdes periodontais podem regular tal processo,
tanto no que diz respeito ao controle da infec¢cdo, como a determinacdo da severidade da DP,
o objetivo deste estudo foi investigar a participagdo de citocinas na imunomodulagdo da

doenga periodontal experimental induzida por A. actinomycetemcomitans.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar a participacdo de citocinas na imunomodulagéo da

doenga periodontal experimental induzida por Actinobacillus actinomycetemcomitans.

Mais especificamente, os objetivos deste estudo foram:

1- Analisar o papel do TNF-a na modulacdo da resposta inflamatéria e na reabsorcéo
0ssea alveolar durante o curso da doenca periodontal experimental, assim como seu papel no

controle da infeccdo periodontal por A. actinomycetemcomitans.

2- Analisar o papel de IFN-y e IL-12 na modulacdo da resposta inflamatéria e na
reabsorcdo Ossea alveolar durante o curso da doenga periodontal experimental, assim como

seu papel no controle da infeccdo periodontal por A. actinomycetemcomitans.

3- Analisar o papel do IL-4 e IL-10 na modulacdo da resposta inflamatoria e na
reabsorcdo Ossea alveolar durante o curso da doenga periodontal experimental, assim como

seu papel no controle da infeccdo periodontal por A. actinomycetemcomitans.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais de experimentacdo. Foram utilizados camundongos C57BL/6, camundongos
geneticamente deficientes do receptor p55 do TNF-a (TNFp55KO0), camundongos
geneticamente deficientes do gene citocina IFN-y (IFN-yKO), camundongos geneticamente
deficientes do gene que codifica a subunidade p40 da citocina IL-12 (IL-12KO),
camundongos geneticamente deficientes do gene da citocina IL-4 (IL-4KO), camundongos
geneticamente deficientes do gene da citocina IL-10 (IL-10), camundongos geneticamente
deficientes do gene da enzima iNOS (iNOS-KO), todos do background C57BL/6, machos,
com idade aproximada de 8 semanas, criados e mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica e Imunologia (FMRP-USP). As matrizes dos animais geneticamente modificados
sdo provenientes do Jackson Laboratories (Bar Harbor, EUA). No decorrer do protocolo
experimental os animais foram alimentados normalmente com racao e 4gua, sendo que apenas
nos dias das inoculagdes dos microrganismos a alimentacdo foi suprimida. Os grupos
experimentais eram compostos por 12 a 20 camundongos, que foram monitorados durante o
experimento diariamente com relacdo a possivel mortalidade, e tiveram seu peso aferido
durante o curso da infeccdo. O presente projeto foi submetido e aprovado pela comissdo de

ética em pesquisa animal (CETEA) da FMRP/USP (Anexo 01).

3.2. Protocolo de inducdo de doenca periodontal. O modelo de doenca periodontal
experimentalmente induzida foi baseado no protocolo usado por Baker e colaboradores
(BAKER et al. 1994). Actinobacillus actinomycetemcomitans JP2 (ATCC 700685) foi
cultivada em jarro de anaerobiose em meio agar suplementado (TSBV), como previamente
descrito (AVILA-CAMPOS et al. 1995). Uma vez colhidos da placa, os microrganismos

foram resuspendidos em 100 nul de PBS, e a concentragcdo determinada comparando-se com
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uma escala padrao de densidade bacteriana em meio liquido. As bactérias em suspensdo eram
diluidas de modo a atingir a concentracdo de 1x10° CFU em 100ul de PBS. O protocolo de
inducdo de doenca periodontal consistiu da inoculacdo oral de 10° CFU de A.
actinomycetemcomitans em 100ul de PBS, acrescida de 2% de carboximetilcelulose, sendo
esta suspensdo aplicada diretamente na cavidade oral dos animais com o auxilio de um
micropipetador automatico. Apds 48 horas e 96 horas, o procedimento de inoculacéo oral era
repetido. A adicdo de carboximetilcelulose a suspensdo de bactérias possibilita a retencéo
temporaria dos microrganimos e a colonizagdo da cavidade oral pelo A.
actinomycetemcomitans; eliminando a necessidade da injecdo direta das bactérias dentro do
tecido periodontal ou uso de ligaduras, que podem resultar em trauma mecanico ao tecido.
Para a contagem de tempo de infeccdo, a primeira administracdo dos microrganismos foi
considerada como tempo Oh. Grupos de camundongos C57BL/6 (WT), TNFp55-KO, IFN-
yKO, IL-12KO, IL-4KO, IL-10KO e IiINOS-KO receberam a inoculagdo de A.
actinomycetemcomitans simultaneamente, sendo denominados de “infectados”. Grupos
adicionais de camundongos C57BL/6 (WT) e IFN-yKO receberam a adminstragdo oral de
Porphyromonas gingivalis (ATCC 49417; cultivada como previamente descrito por BAKER
et al. 1994), em protocolo similar ao descrito para a inoculacéo de A. actinomycetemcomitans.
Grupos controle consistiam de animais “sham-infectados” (0s quais recebiam a administracéo
oral de 100ul de uma solucdo 2% de carboximetilcelulose em PBS, com metodologia

semelhante a descrita para o grupo anterior) e de um grupo de animais nao infectados.

3.3. Coleta de amostras. Diferentes amostras foram coletadas para distintos métodos de
investigacdo. Para a extracdo de RNA e posterior analise de expressdo génica, foram coletadas
amostras compostas pelo tecido gengival palatino e vestibular, molares superiores e tecido

periodontal subjacente (ligamento e tecido 6sseo alveolar e palatino). Para sua remoc¢éo, eram
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realizadas duas incisdes na regido palatina, uma mesial e outra distal aos molares, ambas
perpendiculares a linha média, sendo em seguida seccionado o0 arco zigomatico, assim como
as bases dos processos alveolares direito e esquerdo. As amostras eram entdo fragmentadas
com auxilio de um cinzel, transferidas para um tubo “eppendorf” contendo Trizol (Invitrogen
Life Technologies, EUA), e armazenadas a -70°C (para as andlises de expressdo génica). As
amostras coletadas para a analise histopatolégica também eram compostas pelo tecido
gengival palatino e vestibular, molares superiores e tecido periodontal subjacente (ligamento e
tecido dsseo alveolar e palatino), embebidas solucdo de formol a 10% e armazenadas a

temperatura ambiente.

As amostras de tecido gengival palatino foram utilizadas para a analise quantitativa e
qualitativa das células inflamatdrias, analise da carga bacteriana no tecido periodontal, analise
dos niveis de MPO, e para a quantificacdo de citocinas por ELISA. Para sua remocdo, foi
realizada uma incisdo no palato, distal aos molares, perpendicular a linha média. A partir da
incisdo o tecido palatino foi descolado em toda a sua extensdo com um descolador de Molt,
até a mesial dos molares, sendo entdo realizada uma nova incisdo de modo a remover o
tecido. Para a anélise do infiltrado inflamatdrio as bidpsias eram colocadas temporariamente
em uma solucdo salina e imediatamente processadas. Para analise da carga bacteriana nos
tecidos periodontais as amostras eram armazenadas em agua mili-Q e armazenadas a -70°C.
Para analise dos niveis de MPO as amostras eram e congeladas em nitrogénio liquido e
conservadas a temperatura de -70°C. Para os ensaios de ELISA, as amostras eram
homogenizadas em solugdo de PBS 1X contendo inibidor enziméatico (Protease Inhibitor -
Boehringer Mannhein, Alemanha), e armazenadas a -70°C até a realizagdo dos ensaios de

ELISA.

Para a analise do nivel 6sseo alveolar, apds a remocédo do tecido gengival palatino

descrita anteriormente, foram realizadas duas incisdes na regido palatina, uma mesial e outra
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distal aos molares, ambas perpendiculares a linha media, sendo em seguida seccionado o arco
zigomatico, assim como as bases dos processos alveolares direito e esquerdo. A peca
cirurgica, contendo os processos alveolares direito e esquerdo, os dentes e o palato 6sseo era

lavada em PBS 1X, e entdo armazenada a —20 C.

Além da coleta de amostras de tecido periodontal, fragmentos de estdbmago, intestino,
coracdo, pulmdo, figado, cérebro, rim e baco foram coletados para analise histoldgica
(armazenados em formol, como previamente descrito) e quantificacdo da carga bacteriana
(armazenados em &gua mili-Q e armazenados a -70°C, como previamente descrito).
Fragmentos de figado também foram para andlise da expressdo de proteina C reativa, sendo
armazenados em Trizol (Invitrogen Life Technologies). Determinados com base em estudos
anteriores, o sacrificio dos animais e coleta de amostras foram realizadas nos tempos de Oh, 1,

7, 15, 30 e 60 dias ap6s a inoculacdo inicial de A. actinomycetemcomitans.

3.4. Avaliacao da reabsorcdo 6ssea alveolar. Para a avaliacdo do nivel 6sseo alveolar a peca
cirurgica, contendo os processos alveolares, dentes e palato ésseo, foi separada em duas hemi-
arcadas pela ruptura da sutura palatina. As pecas cirurgicas foram entdo tratadas com solucéo
de perdxido de hidrogénio 15% em agua, por 24 horas, para a remocgao dos tecidos moles,
lavadas em seguida com PBS 1X e deixadas para secar a temperatura ambiente. O material foi
entdo fotografado em lupa de dissecgdo (Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiga), com
aumento de 20 vezes, com a face oclusal dos molares posicionada perpendicularmente a base
da lupa, de modo a ser fotografada a face palatina. As imagens foram digitalizadas via scanner
(Color Page Vivid Pro Il — Genius, Brasil), com resolucdo de 300 dpi, recebendo entdo um
cddigo aleatorio, de modo a que quando fosse realizada a medicéo o examinador ndo soubesse
a que grupo ou tempo a amostra fazia parte. Com o auxilio do programa de anédlise de

imagens ImageTool 2.0 (The University of Texas Health Science Center, EUA), foi realizada
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entdo a medicao da area compreendida entre a juncdo amelo-cementaria (JAC) e a crista 6ssea
alveolar (COA), em unidades arbitrarias de area (UAA), correspondentes aos pixels contidos
na area selecionada. As medicdes foram realizadas por um Unico examinador calibrado, em
duplicata, com intervalo de 1 semana entre as medices. Para cada animal, a perda 6ssea
alveolar foi definida como a média do aumento na area entre a JAC e a COA (avaliada na face
palatina dos 6 dentes posteriores), com relacdo aos valores de da area JAC-COA provenientes
dos animais WT ndo infectados, em cada tempo analisado. Para as analises da reabsorcao
Ossea alveolar, foram analisadas maxilas proveniente de 3 camundongos de cada grupo
experimental, coletadas nos tempos de Oh, 7, 15, 30 e 60 dias ap6s a infecgdo. Os resultados

apresentados representam os valores da média + SD de trés experimentos independentes.

3.5. Andlise histopatoldgica. Para a analise histopatoldgica, aos tempos de 0, 15, 30, e 60
apos a infeccdo dois animais foram selecionados aleatériamente de cada grupo experimental e
sacrificados. A peca contendo tecido peridontal, 6sseo e os molares superiores foi entdo
fixada em solucdo de paraformaldeido 4%, pH 7.4, em temperatura ambiente, pelo tempo
minimo de 48h. Apds a fixacdo, as pecas foram descalcificadas em solucdo a 10% de acido
tricloroacético, em temperatura ambiente, pelo tempo de 5 horas. Em seguida, as pecas foram
colocadas em solucdo de sulfato de sédio a 5%, para neutralizacdo da reacdo. O passo
seguinte foi a desidratacdo gradativa em alcool, seguida de xilol e processamento em parafina.
Cortes seriados com espessura de 5um foram obtidas através de um micrétomo, montados em
laminas pré-tratadas com poli-L-lisina a 0,1% (Sigma, St. Louis, EUA), e corados com
coloracdo em hematoxilina e eosina. A analise histopatoldgica foi realizada através da analise
de cortes seriados em microscopia Otica, visando basicamente a analise da presenca e da

localizacdo de células inflamatérias nos tecidos periodontais, assim como as caracteristicas
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histoldgicas do epitélio juncional. Para a analise histopatoldgica, aos tempos de 0, 15, 30, e 60

apos a infecgdo foram selecionados aleatdriamente dois animais de cada grupo experimental.

3.6. Analise quantitativa e qualitativa do infiltrado inflamatdrio. A anélise quantitativa e
fenotipica de células extraidas dos tecidos periodontais foi realizada por contagem em camara
de Neubauer e citometria de fluxo. Para tanto, as amostras de tecido periodontal palatino
foram coletadas (como previamente descrito) e depositados, com o tecido conjuntivo em
contato com fundo de pogo, em placas de 12 orificios (Corning Incorporated, Corning, EUA)
e entdo incubadas a 37°C durante 1 hora em 1 ml de meio incompleto (RPMI) e liberase
(Liberase Blendzyme CI - Roche Ltd, Suica)(1:100). As amostram foram entdo colocadas em
camaras para trituracdo (Medcons - BD Biosciences EUA) juntamente com meio contendo
soro bovino fetal a 10% e DNAse 0,05% (Sigma DN-25; Sigma Co, EUA) e processsados no
aparelho triturador (MedMachine; BD Biosciences) por 4 min. O liquido foi aspirado com
uma seringa de 10ml, filtrado (Filcons; BD Biosciences) em tubo Falcon de 15ml e
adicionados aproximadamente 10ml de meio completo e DNAse. A suspensao celular foi
centrifugada a 500g por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspenso em 1ml de meio
completo a 10%. Ap6s o processamento, a viabilidade celular foi verificada através de
coloragdo com azul de tripam, e as células vidveis foram entdo contadas em camara de
Neubauer. O nimero absoluto de células viaveis foi entdo utilizado para a analise quantitativa
das células inflamatérias. Para as analises de citometria de fluxo, 1x10° células foram filtradas
em filtro de 50-um, incubadas com anticorpos bloqueadores da porgdo Fc de imunoglobulinas
(anti-CD16/CD32- clone 2.4G2- BD Biosciences Pharmingen) por 45 minutos a 4°C e, em
seguida, com os anticorpos contra determinantes especificos por 30 minutos a 4°C. Para a
fenotipagem celular foram utilizados anticorpos conjugados a PE ou FITC especificos para os

seguintes marcadores: CD3, CD4, CD8, GR1 e F4/80, assim como seus respectivos isotipos
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controle (BD Biosciences). As células foram centrifugadas, ressuspensas em PBS-formol e a
leitura realizada em FACScan (FACScan™ and CELLQuest™ software; BD Biosciences).
As células foram adquiridas em FACsorting (BD Biosciences), utilizando os canais de
fluorescéncia 1 (FL1) para FITC e canal 2 (FL2) para PE. As andlises foram feitas usando
programas Cell Quest (CELLQuest software; BD Biosciences) e WinMDI (WinMDIv2.8; —
The Scripps Research Institute, EUA) os quais permitem analisar todas as células adquiridas
(10000/amostra) ou apenas determinadas populagdes, individualizadas por janelas
estabelecidas com base em pardmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou
fluorescéncia (FL). O numero absoluto das células GR1+, CD3+CD4+ , CD3+CD8+, F4/80+,
CD19+, foi calculado proporcionalmente em relacdo ao ndmero de células totais. Para as
analises quantitativa e qualitativa das células inflamatérias nos tecidos peridontais, foi
utilizado um “pool” contendo o tecido gengival palatino de 3 animais de cada grupo
experimental, coletados nos tempos de Oh, 7, 15, 30 e 60 dias ap6s a infec¢do. Os resultados
apresentados representam os valores da média + SD, do nimero de células por animal,

provenientes de trés experimentos independentes.

3.7. Extracdo de RNA e transcrigéo reversa. A extracdo do RNA total foi realizada com o
reagente Trizol, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante (Invitrogen Life
Technologies, EUA). Brevemente, ap6s a coleta de cada amostra, estas eram fragamentadas
com auxilio de um cinzel (autoclavado e tratado com &gua DEPC), e transferidas para um
tubo tipo “eppendorf”, ao qual foi adicionado o reagente Trizol (na propro¢do de 1ml de
Trizol para cada 1mg de tecido), sendo agitado por 30 segundos e deixado a temperatura
ambiente por 5 minutos. Para cada 1 ml da suspensdo foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio
(Sigma), sendo as amostras e centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi

transferida para um tubo novo, ao qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol,
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sofrendo agitacdo em *“vortex” e incubado por 20 minutos a -20°C para precipitar o RNA da
fase aquosa. Novamente os tubos foram centrifugados a 12000g por 15 minutos a 4°C. O
precipitado foi lavado em etanol 100%, sendo entdo seco a temperatura ambiente, com o tubo
invertido sobre um papel de filtro. As amostras de RNA foram suspensas em 50ul de agua
deionizada e livre de RNAse, sendo entdo as amostras armazenadas a —70°C. Uma aliquota de
5ul foi utilizada para determinar a concentragdo de RNA/ul nas amostras, usando o aparelho
GeneQuant (Pharmacia Amersham Biosciences, EUA). O DNA complementar (cDNA) foi
sintetizado atraves de uma reacdo de transcricdo reversa, com a utilizacdo de uma
transcriptase reversa (Superscript Il — Invitrogen Life Technologies) utilizando 5ug de RNA;

e tendo como volume final de reagédo 200ul.

3.8. Reacdes de RealTimePCR. A expressdo quantitativa de genes de citocinas e
qguimiocinas, assim como a quantificacdo da carga bacteriana no tecido periodontal, foi
analisada através de reacdes de Real TimePCR, utilizando-se o sistema SYBRGreen em um
aparelho ABI5700 (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido). Primers adequados para
tais reacOes foram criados a partir de seqiiéncias de mRNA para os genes alvos, do programa
Primer Express (Applied Biosystems), e se encontram descritos, assim como as propriedades
de cada reacdo (concentracdo de primer utilizada, temperatura de annealing, temperatura de
melting, tamanho do fragmento de amplificacdo) no Anexo 02. Para as reagOes de
RealTimePCR, foram utilizados 12,5ul do reagente SYBRGreen Master Mix (Applied
Biosystems; que contém o fluor6foro SYBRGreen 1; a enzima polimerase AmpliTag Gold;
DNTPs com dUTP; o fluor6foro ROX, utilizado como referéncia passiva para normalizacdo
dos niveis de fluorescéncia; e os demais componentes de tampéo, ja devidamente otimizados),

5ul da solucdo de cDNA (sintetizado como previamente descrito), 4ul de dgua MiliQ tratada

com DEPC, e 1ul da solucdo contendo cada primer (a partir de uma solucéo stock, na qual
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cada primer se encontra na concentracdo de 1 pg/ul, eram preparadas aliquotas de modo a
ajustar a concentracgéo ideal de primer a ser utilizada em cada reacdo para o volume de 1ul; as
concentracOes exatas de cada primer utilizado estdo descritas no Anexo 02). A reacdo de
amplificacdo compreende basicamente 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e quarenta ciclos
de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de vinte minutos, com
temperatura crescente de 60 a 95°C, empregada para a obtencdo de uma curva de dissociacéo
dos produtos da reacdo, utilizada para a analise da especificidade de amplificacdo. VariacGes
na temperatura de annealing para cada primer utilizado estdo descritas no Anexo 02.
Previamente, as reagdes de RealTimePCR foram otimizadas com relacdo as concentracfes
ideais de cada par de primers e temperatura de annealing, de modo a maximizar eficiéncia e a
especificidade de amplificacdo (exemplificado no Anexo 03). Durante a padronizacdo, 0s
produtos de amplificacdo também foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
6%, corados com nitrato de prata 0.2% diluido em &gua bidestilada, e analisados quanto a sua
especificidade através da andlise no gel (anélise do tamanho do fragmento de amplificacdo em
comparacdo a padrdes de peso molecular, e andlise da presenca ou auséncia de bandas
inespecificas). O sistema utilizado realiza as reagdes de amplificacdo e deteccdo, e quantifica
as amostras (o termociclador ABI5700 associado ao Software ABI Prism, Applied
Biosystems) através da analise do nivel de fluorescéncia gerado pela incorporacdo nucleases
fluorogénicas (SYBRGreen 1) aos produtos de amplificacdo durante o curso da reacdo. Os
resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou ciclo limiar), sendo
este 0 ponto correspondente ao nimero de ciclos aonde a amplificacdo das amostras, atinge
um limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de
amplificacdo exponencial das amostras) que permite a andlise quantitativa da expressdo do
fator avaliado; exemplificado no Anexo 04. Todas as amostras também foram submetidas a

reacOes para a deteccdo de RNA mensageiro para a beta-actina, um gene de expressao
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constitutiva, utilizado como controle positivo da reacdo de amplificacdo; assim como o0s
niveis de expressdo de beta-actina foram utilizados para a normalizacdo dos niveis de
expressdo do gene alvo. Uma amostra negativa (dgua) foi submetida a reacdo com cada par
das sequéncias dos primers utilizados. Para as reacOes de RealTimePCR, foram utilizadas
independentemente amostras de cDNA proveniente do RNA extraido do tecido periodontal de
2 animais de cada grupo experimental, coletados nos tempos de 0h, 7, 15, 30 e 60 dias apds a
infeccdo. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de
expressdao de mMRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de
2 animais de cada grupo experimental. Um experimento representativo de trés experimentos

independentes.

3.9. Detecgdo e quantificacédo de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis. Para a detec¢éo
da presenca de A. actinomycetemcomitans nos diferentes érgdos analisados (tecido gengival
palatino, estdmago, intestino grosso, figado, rins, coracdo, pulmao, cérebro), foram utilizadas
reacdes de PCR. A extracdo de DNA bacteriano foi realizada conforme método previamente
descrito (AVILA-CAMPOS et al. 2002), com pequenas modificacbes. Para tanto, apos a
coleta dos 6rgdos em agua mili-Q estéril, como previamente descrito, 0s mesmos foram
homogenizados através da utilizacdo de um triturador de tecidos (UltraTurrax 8.0; IKA,
Staufen, Alemanha). As amostras foram entdo centrifugadas a 13000g por 10 minutos, sendo
o sedimento resuspendido em 500 pl de agua mili-Q estéril, e novamente centrifugadas e
resuspendido em 500 ul de &gua mili-Q estéril. As amostras foram entdo fervidas por 10
minutos, e novamente centrifugadas. Apos a centrifugacao, as amostras foram ressuspendidas
em 10ul de agua mili-Q estéril. Para a deteccdo do DNA de A. actinomycetemcomitans, 3ul
da amostra foram utilizados para a realizacdo de reacGes em cadeia da polimerase (PCRS)

foram realizadas utilizando a enzima Taq polimerase (Gibco — Life Technologies) no
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termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, EUA). Primers adequados para tal reacéo
foram utilizados conforme previamente descrito (AVILA-CAMPOS et al., 2002), e se
encontram descritos, assim como as propriedades de reacdo; no Anexo 01. As condicdes
béasicas da reacdo de PCR para deteccdo de A. actinomycetemcomitans foram: 30 ciclos de 1
minuto a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto a 54°C anelamento dos primers as fitas do cDNA
e 2 minutos 72°C de extensdo, acrescidos de um passo de extensao final de 7 minutos a 72°C,
com os primers especificos descritos no apéndice. Como controle positivo da reacdo de
amplificagéo, foi utilizada uma amostra de DNA proveniente de cultura de AA. Uma amostra
negativa (dgua) foi submetida a reacdo com cada par das sequéncias dos primers utilizados.
Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e corados
com nitrato de prata 0.2% diluido em &gua bidestilada. Apds secos em temperatura ambiente,
os geis foram digitalizados com a utilizacdo de um scanner. Para a quantificagdo da carga
bacteriana nos tecidos periodontais, o DNA genomico bacteriano foi extraido como
previamente descrito, e submetido a reaces de RealTimePCR, como previamente descrito
(SAKAMOTO et al. 2001), utilizando-se o sistema SYBRGreen em um aparelho GeneAmp
7000 (Applied Biosystems). O DNA bacteriano foi utilizado juntamente com o reagente
SYBRGreen Master Mix (Applied Biosystems). Para a quantificagdo de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis, empregamos reacOes de reacOes de RealTimePCR,
nas quais foram utilizados 12,5ul do reagente SYBRGreen Master Mix (Applied Biosystems),
5ul da solugdo de DNA bacteriano, 4ul de agua MiliQ tratada com DEPC, e 1ul da solucao
contendo cada primer (as concentracOes exatas de cada primer utilizado estdo descritas no
Anexo 02). A reagdo compreende basicamente 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e
quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de vinte
minutos, com temperatura crescente de 60 a 95°C, empregada para a obtencdo de uma curva

de dissociagdo dos produtos da reacdo, utilizada para a analise da especificidade de
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amplificacdo. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou
ciclo limiar), como previamente descrito. Para a normalizagdo dos valores de expressdo de
DNA de A. actinomycetemcomitans, foram utilizados os valores do peso do fragmento de
tecido periodontal utilizado para a extracdo. Assim como descrito para as analises de
expressao génica, as reacbes de PCR e RealTimePCR para detecgcdo e quantificacdo de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis foram otimizadas com relacéo as concentracdes ideais
de cada par de primers e temperatura de annealing, de modo a maximizar eficiéncia e a
especificade de amplificacdo. Para as reacOes de deteccdo e quantificacdo de A.
actinomycetemcomitans ou P. gingivalis, foram utilizadas independentemente amostras de
DNA proveniente do tecido gengival palatino de 2 animais de cada grupo experimental,
coletados nos tempos de Oh, 7, 15, 30 e 60 dias apés a infec¢do. Os resultados representam 0s
valores da média + SD, da intensidade de deteccdo do DNA alvo, obtidos de 2 animais de

cada grupo experimental. Um experimento representativo de trés experimentos independentes.

3.10. Dosagem de citocinas por ELISA. A producgéo de citocinas nos tecidos periodontais
também foi analisada por ELISA, como previamente descrito (TALVANI A et al. 2003). Para
tanto, o tecido gengival palatino foi coletado (conforme previamente descrito), pesado, e
homogenizado com o0 homogenizador de tecidos (Ultra Turrax — IKA, Alemanha) em solucéo
de PBS 1X contendo inibidor enzimatico (Protease Inhibitor - Boehringer Mannhein,
Alemanha). O homogenizado foi centrifugado a 2500g por 10 minutos a 4°C, sendo entéo o
sobrenadante coletado e armazenado a -70°C até a realizacdo dos ensaios de ELISA. As
citocinas IL-13, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10, foram quantificadas utilizando Kits Quantikine
(R&D Systems, EUA), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. A
concentracdo das diferentes citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes de tecido periodontal

foi determinada a partir dos valores obtidos com as respectivas curvas-padrdo. Os niveis de
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sensibilidade dos kits utilizados eram de: IL-18 >3 pg/ml, TNF-a >3,4 pg/ml, IFN-y >2
pg/ml, IL-4 >2 pg/ml e IL-10 >4 pg/ml. Para os ensaios de ELISA foi utilizado um pool de
tecido gengival palatino, proveniente de 5 camundongos por grupo, sacrificados nos tempos
de Oh, 7 e 30 dias apds a infeccdo. Os resultados apresentados sdo expressos como valores da
média + SD de picogramas de citocina por miligrama de tecido, e representam os valores de

duplicatas de cada amostra, obtidos em dois experimentos independentes.

3.11. Analise qualitativa e semi-quantitativa dos niveis de proteina C reativa (CRP). A
analise qualitativa e semi-quantitativa da presenca CRP no soro dos animais infectados com
A. actinomycetemcomitans foi realizada através de kit comercial, utilizado para diagndstico
laboratorial, baseado nas recomendacdes do fabricante (Labtest Diagnostica, Brasil), com
algumas modificacdes. Amostras de soro em volume de 50 ul, nas diluicdes de 4, 16, 64, 128
e 256 vezes, foram depositadas em orificios de uma placa de 96 pogos, assim como 50ul dos
controles positivo e negativo. A cada orificio foi adicionado 50 ul de NaCl a 0,9% e 50ul da
solucdo contendo as particulas de latex sensibilizadas com anticorpos anti-CRP. A placa foi
entdo submetida a agitacdo em movimentos circulares em um agitador por 2 minutos, sendo
entdo analisada a presenca ou ndo de aglutinacdo macroscopica, comparando o resultado da
amostra com os padrdes e controles. Foi considerado como titulo da amostra a maior diluicdo
que apresentou aglutinacdo macroscopica. Para a analise semi-quantitativa, foi realizado um
calculo no qual o nivel de sensibilidade do teste (6,0 mg/L), foi multiplicado pelo no titulo de
cada amostra, sendo o resultado expresso em mg/ml. Para as analises qualitativa e semi-
guantitativa dos niveis de proteina C reativa no soro dos animais durante o curso da DP
experimental, foram utilizadas independentemente amostras de soro provenientes 3 animais

de cada grupo experimental, coletadas nos tempos de Oh, 15, 30 e 60 dias apés a infeccdo. Os
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resultados representam os valores da média £ SD, dos niveis de CRP em ug/ml, de 3

experimentos independentes.

3.12. Dosagem de mieloperoxidase (MPO). A anélise da atividade de MPO nos tecidos
periodontais foi realizada como previamente descrito (SOUZA et al. 2004). Para tanto, o
tecido periodontal palatino foi homogeneizado em tampédo contendo NaCl (1,0M), NaPO4
(0,02M), NaEDTA (0,015M), gelado e em pH 4.7. O homogenato foi centrifugado a 3000g
por 15 minutos, sendo entdo submetido a choque hipoténico com 900ul de NaCl 0,2%,
seguido por 900 ul de NaCl 1,6% e glicose 5%. Depois de novamente centrifugado, o pellet
foi ressuspenso em tampdo NaPO4 (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
tetrametilbenzidine (1,mM) e H202 (0,5 mM). Em seguida, o homogenato foi submetido a
congelamento e descongelamento por 3 vezes, e centrifugado por 10000g por 15 minutos a
4°C. A determinacdo da atividade de MPO foi realizada por meio da anélise da densidade
Optica (DO) a 450nm, utilizando-se tetrametilbenzidine (1,6mM) e H202 (0,5mM). Para a
dosagem de MPO, foi utilizado um pool de tecido gengival palatino, proveniente de 5
camundongos por grupo, sacrificados nos tempos de Oh, 7 e 30 dias apds a infeccdo. Os
resultados representam os valores de duplicatas de cada amostra, obtidos em dois

experimentos independentes.

3.13. Dosagem de anticorpos. Os titulos de anticorpos especificos para o periodontopatdégeno
Actinobacillus actinomycetemcomitans foram aferifos no soro de animais durante o curso da
DP experimental, como previamente descrito (VILKUNA-RAUTIAINEN et al. 2002). O
sangue de animais infectados ou ndo foi coletado via puncéo venosa, nos tempos de Oh, 15, 30
e 60 dias apods a infeccdo. O soro obtido através da centrifugacdo do sangue total a 1000g por

5 min foi aliquotado (100 pL), congelado e armazenado a uma temperatura de -20°C. Placas
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para ELISA de baixa afinidade (Corning) foram recobertas (50ulL/poco) com tampao
carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9.5, contendo os antigenos de A. actinomycetemcomitans
numa concentracdo final de 5ug/mL, sendo entdo a placa por 24 horas a 4°C em camara
umida. As placas foram lavadas 3 vezes com solucdo tamponada de fosfato (PBS), pH 7.2,
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) em lavador automatico de placas (ImmunoWash 1575,
Bio-Rad Laboratories, EUA) e incubadas com solucdo de PBS acrescido de 5% de leite em p6
desnatado (PBS-M), durante 1 a 2 horas, a temperatura ambiente. Apds esse periodo de
incubacéo, a placa foi novamente lavada com PBS-T. Aos pocos da placa foram adicionadas,
em duplicata, as amostras de soro em diluicdo seriada em PBS-M, e incubadas por 2 horas a
37°C em camara Umida. A placa foi novamente lavada com PBS-T, entdo foram adicionados
os anticorpos anti imunoglobulina de camundongo. Foram utilizados anticorpos anti-lgG
marcado com peroxidase (Pierce, EUA) e, para dosagem de 1gG1 e 1gG2a foram utilizados
anticorpos anti-lgG1 ou anti-lgG2a ndo marcados feito em coelho (ZIMED, EUA), os quais
foram entdo detectados utilizando-se anticorpo anti-coelho feito em cabra conjugado com
peroxidase (ZIMED, EUA). Novamente as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C em
camara Umida e lavadas com PBS-T. Foi entdo adicionado as placas o substrato da
peroxidase, o orto-fenilenodiamino-2HCI (OPD) (Abbot Laboratories, EUA). A reacdo
colorimétrica foi bloqueada ap6s 10 minutos com &cido sulfarico (Merck) 1N e a leitura
realizada a 490nm em leitor de microplacas (EMAX - Molecular Devices Corporation, EUA).
A densidade 6ptica obtida no soro de camundongos néo infectados foi utilizado como linha de
corte para a deteccdo para cada isotipo. A densidade dptica de cada diluicdo do soro dos
animais infectados foi comparada com a densidade Optica dos animais controles e o titulo para
cada amostra foi expresso segundo a maior diluicdo conseguida. Para as andlises de
anticorpos especificos para A. actinomycetemcomitans, foram utilizadas independentemente

amostras de soro provenientes 3 animais de cada grupo experimental, coletadas nos tempos de
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Oh, 15, 30 e 60 dias apds a infeccdo. Os resultados representam os valores da media + SD, dos
titulos de anticorpos especificos para A. actinomycetemcomitans, de 3 experimentos

independentes.

3.14. Anélise estatistica. Andlises entre trés ou mais grupos experimentais, como 0s dados
relativos ao nimero de células inflamatdrias, nivies de reabsorcdo dssea, niveis de expressdo
de mRNA, dos grupos de animais C57BL/6(WT) e das diferentes linhagens de camundongos
KOs, infectados ou grupos controle, foram submetidos ao teste estatistico one-way ANOVA,
seguido pelo teste de Bonferroni. Analises entre apenas dois grupos ou amostras, foram
realizadas através do teste “t”. Possiveis correlagdes serdo analisadas através de regressao
linear e do teste de Pearson. Para todas as analises, valores de P<0.05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todos o0s testes estatisticos foram aplicados através do

programa GraphPad Prisma 3.0 (GraphPad Software Inc, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacdo da reacdo inflamatoria e perda dssea alveolar induzida por A.
actinomycetemcomitans

Nosso primeiro passo foi a analise da cinética de desenvolvimento da resposta
inflamatoria em resposta a inoculagdo oral de A. actinomycetemcomitans em camundongos
C57BL/6. Para tanto, os animais submetidos a inoculagdo das bactérias foram analisados
quanto ao desenvolvimento de reagdo inflamatéria nos tecidos periodontais e perda Ossea
alveolar, em diferentes tempos pds-infecgdo (Fig. 1). Nossos resultados demonstram que os
animais infectados apresentaram um significativo aumento do nimero de leucécitos extraidos
do tecido periodontal aos 7 (P<0.001), 15 (P<0.001), 30 (P<0.001) e 60 (P<0.001) dias apos a
inoculacdo inicial dos microrganismos, quando comparados aos animais controle ¢ sham-
infectados (Fig. 1A). Além disso, verificamos que camundongos submetidos ao protocolo de
infec¢do com A. actinomycetemcomitans apresentam significativa reabsor¢do Ossea alveolar,
determinada pelo crescente aumento na area compreendida entre a jungdo amelo-cementaria
(JAC) e a crista 0ssea alveloar (COA) nos tempos de 15 (P<0.01), 30 (P<0.001), 45 (P<0.001)
e 60 (P<0.001) dias pos infeccdo (Fig. 1B), quando comparados aos grupos controle. Ao
contrario, os animais nao infectados e sham-infectados ndo apresentaram perda déssea no

periodo estudado (Fig. 1B).

4.2. Andlise histopatoldgica dos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.
actinomycetemcomitans
No tempo de Oh, visualizamos apenas algumas células inflamatdrias proximas ao

epitélio juncional, o qual se apresenta histologicamente sem alteragdes perceptiveis (Fig. 2A).
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Figura 01 - Quantificacdo da reacdo inflamatéria e perda oéssea alveolar induzida por A.
actinomycetemcomitans. Camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal
com A.actinomycetemcomitans,grupos controle de animais néo infectados e sham-infectados, foram analisados
guanto a cinética de desenvolvimento de reacao inflamatdria nos tecidos periodontais e perda éssea alveolar. A)
NuUmero de leucécitos extraidos através de digestdo enzimatica do tecido periodontal, corados com azul de tripam
e contados em camara de Neubauer. B) Aumento na distancia entre a jungdo amelo-cementéria (JAC) e a crista
6ssea alveolar (COA) na face palatina dos molares, medida em unidades arbitrarias de area (UAA) com o
programa ImageTool 2.0, em relagdo aos animais controle. Os resultados apresentados representam os valores
da média = SD, da area JAC-COA (obtidos de 3 animais) ou numero de células por animal (obtidos de 5 animais)
em cada tempo, representativos de trés experimentos independentes. A) *P<0.001 vs C; B) *P<0.01 vs WT
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Figura 02 - Analise histopatoléogica dos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.
actinomycetemcomitans. Camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal
com A.actinomycetemcomitans foram sacrificados ap6s Oh (A), 15 (B), 30 (C) e 60 (D) dias de infeccdo. Amostras
de tecido periodontal coletadas, fixadas em paraformaldeido, desmineralizadas com acido tricloroacético, inclusos
em blocos de parafina. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos com auxilio de um micrétomo, corados com
hematoxilina e eosina, e submetidos a andlise histopatolégica. Aumento original 40X. Resultados obtidos de dois
animais de cada grupo experimental, representativos de 3 experimentos independentes.
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Contudo, aos 15 dias po6s infec¢do, nota-se a presenga de um significativo infiltrado
inflamatorio no tecido conjuntivo, principalmente na regido adjacente ao epitélio juncional e
nas proximidades da crista Ossea alveolar, além da proliferacdo de células do epitélio
juncional (Fig. 2B). Nos tecidos periodontais coletados 30 dias apds a infecgdo, verifica-se
um infiltrado inflamatério mais intenso nas proximidades do epitélio juncional,
principalmente nas adjacéncias da crista Ossea alveolar (Fig. 2C). Resultados similares foram

observados em cortes histologicos de tecido periodontal aos 60 dias ap6s a infecgao (Fig. 2D).

4.3. Analise fenotipica dos leucécitos extraidos dos tecidos periodontais de camundongos
infectados com A. actinomycetemcomitans

Apds a andlise histopatologica e da quantificacdo dos leucécitos nas lesdes, nosso
proximo passo foi a analise fenotipica das células inflamatdrias presentes nos tecidos
periodontais. Para tanto, animais submetidos ao protocolo de inducdo de DP foram
sacrificados, amostras de tecido periodontal palatino coletadas, submetidas a digestao
enzimdtica ¢ os leucdcitos foram analisados fenotipicamente (Fig. 3). Nossos resultados
demonstram que neutréfilos (células GR1+, definidas como >90% de neutrdfilos através da
analise de complexidade e tamanho celular) foram encontrados nos tecidos 1 dia apds a
infecgdo (p<0.001 vs Oh), alcangando um niimero maximo 7 dias mais tarde (p<<0.001 vs Oh).
Os neutréfilos também foram encontrados nos tecidos peridontais em nimeros significativos
aos 15 (p<0.001 vs Oh), 30 (p<0.001 vs Oh) e 60 dias (p<0.001 vs Oh) poés-infecgdo. Os
nossos resultados também mostram um aumento significativo no niumero de macréfagos
(células F4/80+) nos tempos de 1 (p<0.001 vs Oh), 7 (p<0.001 vs Oh), 15 (p<0.001 vs Oh), 30
(p<0.001 vs Oh) e 60 (p<0.001 vs Oh) dias apos a infec¢do, quando comparados ao tempo

inicial (Fig. 3). Ao analisarmos o numero de linfécitos T CD4 (células CD3+CD4+)
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Figura 03 - Analise fenotipica dos leucocitos extraidos dos tecidos periodontais de camundongos
infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de camundongos
C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram
coletadas, submetidas a digestdo enzimatica, e a contagem de células realizada em camara de neubauer. Para
as andlises de citometria de fluxo, 1x108 cel/ml células foram incubadas com anticorpos conjugados a PE ou
FITC, especificos para os seguintes marcadores: CD3, CD4, CD8, GR1 e F4/80, e a analise realizada em
FACScan utilizando-se parametros de tamanho (FSC), granularidade (SSC), e fluorescéncia (FL1 e FL2). O
ndmero absoluto das células GR1+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, F4/80+, CD19+, foi calculado proporcionalmente
em relagédo ao nimero de células totais. Os resultados representam os valores da média += SD, do ndmero de
células por animal, provenientes de dois experimentos independentes. *p<0.001 vs Oh.
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verificamos que nos tempos de 0 e 1 dia apo6s a inoculagdo dos microrganismos, tais células se
encontravam em pequeno numero nos tecidos periodontais. Aumentos significativos destas
foram constatados aos 7 (p<0.001 vs Oh), 15 (p<0.001 vs Oh), 30 (p<0.001 vs Oh) e 60
(p<0.001 vs Oh) dias ap6s a infec¢do (Fig. 3). De forma similar, constatamos a presenca de
linfocitos T CDS8 (células CD3+CD8+) em pequeno numero nos tecidos periodontais nos
tempos de 0 e 1 dia apos a infec¢do; e aumentos significativos foram constatados nos tempos
de 7 (p<0.001 vs Oh), 15 (p<0.001 vs Oh), 30 (p<0.001 vs Oh) e 60 (p<0.001 vs Oh) dias apos a
infeccdo (Fig. 3). Com relagdo ao numero de linfocitos B (células CD19+) nos tecidos
periodontais, nossos resultados demonstram que tais células estavam presentes em pequeno
nimero nos tempos de 0, 1 e 7 dias p6s infeccdo. Um aumento significativo no nimero de tais
células foi verificado nos tempos de 30 (p<0.001 vs Oh) e 60 (p<0.001 vs Oh) dias pos

infeccao (Fig. 3).

4.4. Cinética de expressdo de citocinas tecidos periodontais de camundongos infectados
com A. actinomycetemcomitans

Uma vez que diversas citocinas tem sido implicadas na patogénese das DPs, nosso
proximo passo foi caracterizar a cinética e o padrao de expressdo de tais fatores durante o
curso da doenga experimental. Para tanto, camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de
indugdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans foram sacrificados em
diferentes tempos ap6s a infec¢do, amostras de tecido periodontal foram coletadas, o RNA
total isolado e a expressdo de citocinas analisada por RealTimePCR (Fig. 4). Nos animais
infectados detectamos intensa expressdao de TNF-a, IL-1p e IFN-y nos tempos de 1, 7 e 15
dias apds a infec¢do (p<<0.001 vs Oh), a qual declinava para niveis significativamente menores

nos tempos de 30d e 60d (p<0.001 vs tempos indicados). Porém, tal expressdo ainda se
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Figura 04 - Cinética de expressao de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos infectados com
A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo
de indugdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans, foram coletadas, o RNA total extraido e os
niveis de expresséo de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL12, IL-4 e IL-10 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados
apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo,
normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo
de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs tempos indicados.
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encontrava em niveis significativamente maiores que no tempo de Oh (p<0.001 vs Oh). Com
relacdo a expressdo de IL-12, esta apresenta um pico de expressdo 1 dia apos a infeccao
(p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados), e se mantém em niveis mais baixos no periodo
entre 7 ¢ 60 dias de infeccdo (p<0.001 vs Oh) (Fig. 4). Mensagens para IL-10 foram
detectadas em baixos niveis nos tempos de 7 e 15 dias (p<0.001 vs Oh), enquanto um
significativo aumento em sua expressao foi verificado nos tempos de 30d e 60d pds-infecgao
(p<0.001 vs Oh; p<0.001 entre tempos selecionados). A expressio de mRNA para IL-4 foi
detectada apenas 30 e 60 dias pi (p<0.001 vs Oh), em niveis similares (Fig. 4). Nos tecidos
periodontais de animais dos grupos controle (ndo infectados e sham-infectados) ndo foi
detectada a expressio de mRNA para nenhuma das citocinas investigadas nos tempos
analisados (dados nao mostrados). A expressao do gene constitutivo beta-actina foi verificada
em todos os tempos analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo
da reacdo e para normalizagdo dos niveis de expressdo de mRNA .

A cinética de producao de TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-4 e IL-10 nos tecidos periodontais
durante o curso da DP experimental também foi analisado por ELISA (Fig. 5). Nossos
resultados confirmam aqueles relativos a expressdo de mRNA para tais citocinas,
demonstrando altos niveis de TNF-a, IL-1p e IFN-y aos 1, 7 e 15 dias apds a inoculag¢do dos
microrganismos, € menores niveis de tais citocinas nos tempos de 30 e 60 dias de infecgdo
(p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados). Também constatamos altos niveis de I1L-4 e
IL-10 nos tecidos periodontais dos camundongos infectados aos 30 ¢ 60 dias de infecg¢ao

(p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados)(Fig. 5).

4.5. Cinética de expressdo de quimiocinas e receptores de quimiocinas nos tecidos

periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans
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Figura 05 - Niveis de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.
actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de camundongos C57BL/6 submetidos ao
protocolo de indugédo de doenga periodontal foram coletadas, pesadas e homogenizadas, sendo o sobrenadante
analisado quanto aos niveis de IL-1f, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10 por ELISA. Os resultados sdo expressos como
pg de citocina por mg de tecido por animal, e representam os valores (média + SD), provenientes de 2 animais
por grupo em cada tempo, representativos de 3 experimentos independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs
tempos indicados.
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Além das citocinas, quimiocinas e seus receptores também estdo supostamente
envolvidos na patogénese das DPs. Buscando caracterizar a cinética de expressdo de tais
fatores durante o curso da doenga, tecidos periodontais de camundongos C57BL/6 submetidos
ao protocolo de indu¢do de DP foram analisados com relacdo a expressao de mRNA para
quimiocinas e seus receptores (Fig.s 6 ¢ 7). Mensagens para a quimiocina CXCL3 podem ser
detectadas em altos niveis 1 dia pds-infecgao (p<0.001 vs Oh), sendo que nos demais tempos
analisados (de 7 a 60d pi) apenas uma discreta expressao foi detectada. A expressdo de
CXCLI1 foi detectada constitutivamente em baixos niveis no tempo de Oh, em altos niveis 1
dia pi (p<0.001 vs Oh). Durante o curso da doenga, tal quimiocina ainda pode ser detectada
aos 15, 30 e 60d apos a inoculagdo dos microrganismos (p<0.001 vs Oh), mas em niveis
significativamente menores do que 1 dia pi (p<0.05) (Fig. 6). A expressao do receptor
CXCR2, cujos ligantes incluem CXCL1 e CXCL3, foi detectada em baixos niveis no tecido
normal (Oh), apresentado um pico de expressdao 1d pi (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos
indicados). Em seguida, a expressdo de CXCR2 apresentou redugdes gradativas aos 7
(p<0.001 vs Oh) e 15d (p<0.001 vs Oh), se mantendo entdo constante at¢ 60d pi (p<0.001 vs
Oh) (Fig. 7).

As mensagens para as quimiocinas CCL3 e CCLS5 apresentaram um padrao similar de
expressdo, sendo mais intensa no periodo entre 1 e 15 d (p<<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos
indicados), e significativamente reduzida aos 30 e 60 dias pi (p<0.001 vs Oh) (Fig. 6).
Também verificamos a expressdo de CCRS5 em niveis baixos nos tempos de 0 ¢ 1d, enquanto
um aumento significativo foi verificado aos 7 e 15d pi (p<0.001 vs Oh). A expressdo de CCRS5
também ¢ detectada nos tempos de 30d e 60d (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados),
sendo tal expressdo neste periodo menor que nos tempos anteriores (Fig. 7). CXCL10 foi

detectada em altos niveis aos tempos de 1, 7 e 15d (p<0.001 vs Oh) e apresenta uma
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Figura 06 - Cinética de expressdo de quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos infectados
com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos C57BL/6 submetidos ao
protocolo de inducdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans, foram coletadas, o RNA total
extraido e os niveis de expressdo de CXCL3, CXCL1, CCL3, CCL5, CXCL10 e CCL1 foram analisados por
RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de expressao
de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo.
Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs tempos
indicados.
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Figura 07 - Cinética de expressdao de receptores de quimiocinas nos tecidos periodontais de
camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos
C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans, foram
coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de CXCR2, CXCR3, CCR5 e CCR4 foram analisados
por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de
expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada
tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs tempos
indicados.
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diminui¢do na sua expressao aos 30 e 60d pi (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados)
p6s infeccdo. A expressao de CXCR3, receptor de CXCL10, foi detectada em niveis muito
baixos Oh e 1d pi, e em niveis elevados nos tempos de 7 e 15d (p<0.001 vs Oh); enquanto uma
significativa redug¢do em sua expressao foi verificada aos 30 e 60d pi (p<0.001 vs Oh; p<0.001
vs tempos indicados)(Fig. 7).

Por outro lado, a cinética de expressdo de CCL1 ¢ completamente distinta, sendo
detectada em baixos niveis aos 15d pds infeccdo (p<0.001 vs Oh), e apresenta um aumento
significativo em seu nivel de expressdo nos tempos de 30d e 60d (p<0.001 vs Oh; p<0.001
entre tempos selecionados). A expressao de CCR4, receptor de CCLI1, foi detectada em
baixos niveis no periodo entre Oh a 15d, enquanto um aumento significativo foi verificado aos
30 e 60d pi (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados)(Fig.s 6 e 7). Nos tecidos
periodontais de animais dos grupos controle (ndo infectados e sham-infectados) ndo foi
detectada a expressdo de mRNA para nenhuma das quimiocinas e receptores de quimiocinas
investigados nos tempos analisados (dados ndo mostrados). A expressdo do gene constitutivo
beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados (dados ndo mostrados), sendo
utilizada como controle positivo da rea¢do e para normalizacdo dos niveis de expressdo de

mRNA.

4.6. Cinética de expressdo de metaloproteases (MMPs) e seus inibidores (TIMPs) nos
tecidos periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans
Acredita-se que o balango entre a expressio de MMPs e TIMPs esteja envolvida na
patogénese das DPs, entretanto, sua cinética de expressdo, assim como sua relevancia para a
progressdo da doenga ndo sdo conhecidos. Nesse sentido, investigamos a expressdo de tais
fatores nos tecidos periodontais de camundongos C57BL/6 durante o curso da DP

experimental (Fig.8). Nossos resultados demonstram que a expressio de MMPs (MMP-1,
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MMP-2, MMP-9) e TIMPs (TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3) foi detectada em baixos niveis nos
tecidos normais (Oh), assim como nos animais ndo infectados e sham-infectados (dados nao
mostrados). Durante o curso da doenga, detectamos uma intensa expressao de MMP-1, MMP-
2 ¢ MMP-9 nos tempos de 1, 7 e 15d pi (p<0.001 vs Oh), e uma significativa diminui¢do em
sua expressao aos 30 e 60d apos a inoculagdao dos microrganismos (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs
tempos indicados)(Fig.8). Por outro lado, a expressdo de TIMPs (TIMP-1, TIMP-2 ¢ TIMP-3)
apresentou um discreto aumento no periodo entre 1 ¢ 15d pi, € um significativo aumento aos
30 e 60 dias de infeccao (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados) (Fig.8). A expressao
do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados (dados nao
mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reacdo e para normalizacdo dos niveis

de expressdo de mRNA.

4.7. Cinética de expressdo de RANKL e OPG nos tecidos periodontais de camundongos
infectados com A. actinomycetemcomitans

Uma vez que a reabsor¢ao dssea alveolar ¢ um evento chave na patogénese das DPs,
nosso proximo objetivo foi caracterizar a cinética de expressdo de fatores envolvidos na
diferenciagdo e ativacdo de osteoclastos (Fig. 9). Nossos resultados demonstram que a
expressao de RANKL foi detectada inicialmente 1 dia apds a infeccdo (p<0.001 vs Oh),
estando significativamente aumentada aos 7 ¢ 15d pi (p<0.001 vs Oh), e significativamente
reduzida aos 30 e 60 dias ap6s a inocul¢do dos microrganismos (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs
tempos indicados). Ao contrario, a expressdo de OPG foi detectada em baixos niveis no
tempo de Oh (Fig. 9), assim como sendo constitutivamente expressa nos animais nao
infectados e sham-infectados (dados ndo mostrados). Também constatamos um discreto
aumento na expressdo de OPG no periodo entre 1 e 15d pi, e um significativo aumento em tal

expressao foi verificado aos 30 e 60d pi (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados). A
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Figura 08 - Cinética de expressado de metaloproteases (MMPs) e inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) nos
tecidos periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido
periodontal de camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de MMP-1, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam
os valores da média + SD, da intensidade de expressdo de mMRNA para o gene alvo, normalizado pela expressao
da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos
independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs tempos indicados.
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Figura 09 - Cinética de expressdao de RANKL, OPG e catepsina K nos tecidos periodontais de
camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos
C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans, foram
coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de RANKL, OPG e catesina K foram analisados por
RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de expressao
de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo.
Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs tempos
indicados.
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expressao de catepsina K foi detectada em altos niveis aos 7 e 15d pi, € uma significativa
reducdo foi verificada nos aos 30d e 60d ap6s a inoculagdo dos microrganismos (p<0.001 vs
Oh; p<0.001 vs tempos indicados). Nos tecidos periodontais de animais dos grupos controle
(ndo infectados e sham-infectados) ndo foi detectada a expressao de mRNA para RANKL e
catepsina K nos tempos analisados (dados ndo mostrados). A expressdo do gene constitutivo
beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados (dados ndo mostrados), sendo
utilizada como controle positivo da reagdo e para normalizacdo dos niveis de expressdo de

mRNA.

4.8. Analise de correlacdo entre os niveis de expressdo de MMP, TIMPs, RANKL e
OPG, com a expressao de citocinas durante o curso da doenca periodontal experimental

Buscando estabelecer paralelos entre os padrdes de expressao de citocinas e de fatores
potencialmente envolvidos na destruicdo dos tecidos periodontais, nosso proximo passo foi
investigar possiveis correlagdes entre os niveis de expressio de MMPs, TIMPs, RANKL e
OPG e as citocinas expressas nos tecidos periodontais durante o curso da DP experimental
(Fig. 10). Analisados com os testes de regressdo linear e o teste de correlagdo de Person,
nossos resultados demonstram correlagdes positivas entre a expressdo de IFN-y e MMP-1
(P=0.0044, R=0.9453), IFN-y ¢ MMP-2 (P=0.0111, R=0.9126), IFN-y ¢ MMP-9 (P=0.0112,
R=0.9121), IFN-y e RANKL (P=0.0023, R=0.9608), TNF-a. ¢ MMP-1 (P<0.001, R=0.9940),
TNF-a. ¢ MMP-2 (P=0.0036, R=0.9505), TNF-a. ¢ MMP-9 (P=0171, R=0.9505), TNF-a e
RANKL (P=0.0020, R=0.9629), IL-1-f ¢ MMP-1 (P=0.0017, R=0.9666), IL-1-B ¢ MMP-2
(P=0.0131, R=0.9051), IL-1-f e RANKL (P=0.0360, R=0.8407), IL-4 ¢ TIMP-1 (P<0.0068,
R=0.9318), IL-4 e TIMP-3 (P=0.0056, R=0.9381), IL-4 ¢ OPG (P=0.0039, R=0.9487), IL-10
e TIMP-1 (P=0.0092, R=0.9208), IL-10 e TIMP-2 (P=0.0062 R=0.9349), IL-10 e TIMP-3

(P=0.0381, R=0.8361), IL-10 e OPG (P=0.0018, R=0.9648).
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Figura 10 — Correlagdo entre a expressiao de mRNA para MMPs, TIMPs, RANKL e OPG e a expressao de
citocinas nos tecidos periodontais durante o curso da DP experimental. Possiveis correlacdes entre os
niveis de expressdo de mRNA para MMPs, TIMPs, RANKL e OPG e a expressao das citocinas IL-1p, TNF-o, IFN-
v, IL-4 e IL-10 nos tecidos periodontais durante o curso da DP experimental foram examinados através da andlise
de correlagdo de Spearman e de regresséo linear. Os eixos X e Y representam os niveis de expressao do gene
alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina. Valores considerados estatisticamente significantes estao
indicados nos graficos.
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4.9. Quantificacdo de A. actinomycetemcomitans nos tecidos periodontais durante o curso
da doenca periodontal experimental

Um ponto critico na patogénese das DPs, porém raramente investigado em modelos
experimentais, diz respeito ao controle da infeccdo periodontal. Buscando caracterizar a
cinética de infeccdo no curso da DP experimental, camundongos C57BL/6 que receberam a
inoculagdo oral de A. actinomycetemcomitans tiveram amostras de tecido periodontal palatino
coletadas, pesadas, homogeneizadas, sendo entdo o DNA bacteriano extraido e quantificado
por RealTimePCR (Fig. 11). Verificamos que a presenga de A. actinomycetemcomitans ja era
detectavel nos tecidos periodontais 1 dia apds a infec¢do, porém, em baixos niveis (p<0.001
vs Oh). Seguindo o curso da infecgdo, verificamos um crescente aumento na carga bacteriana
nos tecidos periodontais aos 7 (p<<0.001 vs Oh) e 15d pi (p<<0.001 vs Oh), sendo que aos 30 ¢
60 dias apos a inocul¢do dos microrganismos o nivel de detec¢do de DNA de A.
actinomycetemcomitans se mostrou similar aquele visto aos 15 dias de infecg¢ao (p<0.001 vs

Oh; p<0.001 vs tempos indicados).

4.10. Efeitos sistémicos da infeccdo por A. actinomycetemcomitans durante o curso da
doenca periodontal experimental

Estudos recentes tem sugerido que as DPs podem levar a uma resposta inflamatoria
sistémica do hospedeiro, interferindo em sua satde e até mesmo agravando ou predispondo a
ocorréncia de diversos estados patoldgicos. Buscando investigar possiveis efeitos sistémicos
da DP experimental, camundongos C57BL/6 infectados com A.actinomycetemcomitans foram
analisados com relacdo a resposta de fase aguda, assim como quanto ao ganho de peso
durante o curso da doenga (Fig. 11). Nossos resultados demonstram uma significativa
expressdo de proteina C reativa (CRP) no figado dos animais aos 7, 15, 30 e 60 dias apds a

infec¢do (p<0.001 vs Oh). No figado de animais dos grupos controle (ndo infectados e sham-
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Figura 11 - Quantificagdao da carga bacteriana nos tecidos periodontais, e resposta sistémica a infecgao
experimental por A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos C57BL/6
submetidos ao protocolo de inducdo de doencga periodontal com A.actinomycetemcomitans, foram analisados
guanto a carga bacteriana nos tecidos periodontias (média + SD niveis de expressdo de DNA de A.
actinomycetemcomitans, RealTimePCR); resposta de fase aguda (média + SD niveis de expressdo de mRNA de
CRP no figado; média + SD dos niveis de CRP em pg/ml soro), assim como quanto ao ganho de peso durante o
curso da doenca (média = SD do peso de 3 camundongos em cada tempo analisado). Resultados representativos
de 3 experimentos independentes. *p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs tempos indicados.
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infectados) nao foi detectada a expressao de mRNA para CRP nos tempos analisados (dados
ndo mostrados). A expressdo do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os
tempos analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reacdo e
para normalizacdo dos niveis de expressao de mRNA. Também detectamos a presenca de
CRP no soro dos animais infectados a partir de 7 dias pi, e durante todo o curso da infecg¢ao
(p<0.001 vs Oh). Nao foi detectada CRP no soro dos animais dos grupos controle (nao
infectados e sham-infectados) nos tempos analisados (dados ndo mostrados). Ao analisarmos
o ganho de peso dos animais durante o curso da infec¢do, ndo verificamos diferencas entre os

animais infectados e ndo infectados (Fig. 11).

4.11. Niveis de expressdo de oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) nos tecidos
periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Estudos demonstram que a produgdo de o6xido nitrico (NO) mediada pela enzima
iNOS pode matar certos periodontopatdégenos, estando este mediador potencialmente
envolvido no controle da infec¢do periodontal. Nesse sentido, camundongos C57BL/6
infectados com A.actinomycetemcomitans foram analisados quanto aos niveis de expressao de
iNOS nos tecidos periodontais (Fig. 12). Nossos resultados demonstram que a expressdo de
iNOS foi detectada no tecido periodontal dos animais infectados 1 dia apds a inocula¢do dos
microrganismos, e durante todo o curso da doenga (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos
indicados).
4.12. Niveis de mieloperoxidase (MPQO) nos tecidos periodontais de camundongos
infectados com A. actinomycetemcomitans
Pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos no controle da infec¢ao periodontal, mas

acredita-se que mediadores antimicrobianos produzidos por neutréfilos participem desse
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Figura 12 - Producdo de mediadores antimicrobianos durante o curso da doenga periodontal experimental

induzida por Actinobacillus actinomycetemcomitans. Cam

undongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de

inducdo de doenga periodontal com A. actinomycetemcomitans foram analisados quanto a da expressdo de
mMRNA para iNOS (média + SD, da intensidade de expressdo de mRNA, normalizado pela beta-actina, obtidos de
2 animais em cada tempo), niveis MPO nos tecidos periodontais (média + SD da DO referente a atividade de
MPO nos tecidos periodontais por animal, normalizados pelo peso do tecido, pool de 5 animais em cada tempo).

Amostras de soro foram utilizadas para a detec¢édo de anticorpo
ELISA (média + SD, dos titulos de anticorpos especificos para

s especificos para A. actinomycetemcomitans por
A. actinomycetemcomitans, obtidos de 3 animais

em cada tempo). Resultados representativos de 3 experimentos independentes.*p<0.05 vs a Oh, **p<0.05 vs

tempos indicados.
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processo. Nesse sentido, analisamos os niveis de MPO nos tecidos periodontais de
camundongos C57BL/6 infectados com A. actinomycetemcomitans (Fig. 12). Nossos
resultados demonstram que uma intensa atividade de MPO foi detectada nos tecidos
periodontais 1 dia apos a infec¢do (p<0.001 vs Oh), sendo que uma gradativa diminui¢do nos
niveis de MPO foi verificada aos 7 e 15 dias pi (p<0.001 vs Oh), sendo entdo detectada em
niveis similares aos 30 e 60 apds a inoculagdo dos microrganismos (p<0.001 vs Oh; p<0.001

vs tempos indicados).

4.13. Deteccdo quantificacdo de anticorpos especificos para A. actinomycetemcomitans no
soro dos camundongos infectados durante o curso da doenca periodontal experimental
Em certos estudos, o desenvolvimento de resposta imune humoral se mostra protetor
com relagdo a progressio da DP. Buscando caracterizar a produgdo de imunoglobulinas
durante o curso da DP experimental, camundongos C57BL/6 submetidos ao protocolo de
inducdo de DP tiveram seu sangue colhido em diferentes dias durante o curso da infeccao,
sendo o soro separado e utilizado para a deteccdo de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans por ELISA (Fig. 12). Verificamos que anticorpos (IgG total)
especificos para A. actinomycetemcomitans foram detectados inicialmente aos 15 dias pos-
infec¢do (p<0.001 vs Oh), porém em baixos titulos. Aos 30 e 60 dias pi, os titulos de IgG
especifica para A. actinomycetemcomitans foram detectados em altos titulos,
significativamente maiores que tempo anterior (p<0.001 vs Oh; p<0.001 vs tempos indicados).
Nao foram detectados anticorpos A. actinomycetemcomitans especificos no soro animais dos

grupos controle (ndo infectados e sham-infectados)(dados ndo mostrados).

4.14. Papel do TNFp55 na modulacdo da reacdo inflamatdria e perda 6ssea alveolar

induzida por A. actinomycetemcomitans
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Buscando investigar o papel de TNFp55 na determinagdo da severidade da doenca
periodontal, inicialmente analisamos a resposta inflamatéria e a reabsorcao 6ssea alveolar em
camundongos TNFp55-KO infectados com A. actinomycetemcomitans (Fig.13). Nossos
resultados demonstram uma significativa redu¢do no numero absoluto de leucécitos extraidos
do tecido gengival dos animais TNFp55-KO aos 7 (P<0.01 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT), 30
(P<0.001 vs WT) e 60 dias (P<0.001 vs WT) apds a infec¢do, quando comparados aos
animais WT infectados com A. actinomycetemcomitans (Fig. 13). De acordo com tal
resultado, a andlise histologica dos tecidos periodontais dos animais TNFp55KO demonstra
uma menor quantidade de células inflamatérias no tecido conjuntivo periodontal, quando
comparado aos animais WT (Fig. 14). Com relagdo a reabsor¢do dssea, constatamos que 0s
animais TNFp55-KO apresentaram uma significativa reducdo na area entre a jungao amelo-
cementaria (JAC) e a crista dssea alveolar (COA) aos 15 (P<0.05 vs WT), 30 (P<0.001 vs
WT), 45 (P<0.001 vs WT) e 60 dias (P<0.001 vs WT) pi, quando comparados aos animais
WT. Animais ndo infectados e sham-infectados ndo apresentaram perda 6ssea no periodo

estudado (Fig.13).

4.15. Papel de TNFp55 na migracdo celular para os tecidos periodontais de
camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Nosso préximo passo foi investigar o fendtipo das células constituintes do infiltrado
celular inflamatério nos tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO submetidos ao
protocolo de indugdo de DP (Fig.15). Nossos resultados demonstram que animais TNFp55-
KO apresentavam um menor numero de neutrofilos (GR1+) nos tempos de 1 (P<0.001 vs
WT), 7 (P<0.01 vs WT) e 15 (P<0.05 vs WT) dias ap6s a infeccdo. Ao compararmos o
nimero de macréfagos (F4/80+) nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO ¢ WT,

constatamos que aos 7 (P<0.01), 15 (P<0.001 vs WT), 30 (P<0.001 vs WT) e 60 (P<0.001 vs
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Figura 13 — Reacdo inflamatéria e perda dssea alveolar induzida por A. actinomycetemcomitans em
animais TNFp55-KO. Camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de indugédo de
doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans, grupos controle de animais néo infectados e sham-infectados,
foram analisados quanto a cinética de desenvolvimento de reacdo inflamatéria nos tecidos periodontais e perda
6ssea alveolar. A) Numero de leucdcitos extraidos através de digestdo enzimatica do tecido periodontal, corados
com azul de tripam e contados em camara de Neubauer. B) Aumento da distancia JAC-COA na face palatina dos
molares, em relacdo aos animais controle, medida em unidades arbitrarias de area (UAA) com o programa
ImageTool 2.0. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da area JAC-COA (obtidos
de 3 animais) ou nimero de células por animal (obtidos de 5 animais) em cada tempo, representativos de trés
experimentos independentes. *P<0.05 vs WT.
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Figura 14 - Analise histopatoldgica dos tecidos periodontais de camundongos TNFp55KO0 infectados com
A. actinomycetemcomitans. Camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de indugdo
de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans foram sacrificados ap6s Oh (A-TNFp55-KO; B-WT) e 60 (C-
TNFp55-KO; D-WT) dias de infeccdo. Amostras de tecido periodontal coletadas, fixadas em paraformaldeido,
desmineralizadas com acido tricloroacético, inclusos em blocos de parafina. Cortes de 5 um de espessura foram
obtidos com auxilio de um micrétomo, corados com hematoxilina e eosina, e submetidos a andlise
histopatolégica. Aumento original 40X. Resultados obtidos de dois animais de cada grupo experimental,
representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 15 - Anadlise fenotipica dos leucocitos extraidos dos tecidos periodontais de camundongos
TNFp55-KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de
camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de indugcdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, submetidas & digestdo enzimatica, e a contagem de células realizada
em camara de neubauer. Para as andlises de citometria de fluxo, 1x10° cel/ml células foram incubadas com
anticorpos conjugados a PE ou FITC, especificos para os seguintes marcadores: CD3, CD4, CD8, GR1 e F4/80, e
a andlise realizada em FACScan utilizando-se parametros de tamanho (FSC), granularidade (SSC), e
fluorescéncia (FL1 e FL2). O nimero absoluto das células GR1+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, F4/80+, CD19+, foi
calculado proporcionalmente em relacdo ao nimero de células totais. Os resultados representam os valores da
média + SD, do nimero de células por animal, provenientes de dois experimentos independentes. *p<0.001 vs
WT.
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WT) dias pi, o nimero de tais células era significativamente menor nos animais TNFp55-KO
(Fig.15). Também constatamos que o numero de linfocitos CD4 se mostrava reduzido nos
tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO aos 7 (P<0.001 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT),
30 (P<0.001 vs WT) e 60 (P<0.001 vs WT) dias ap6s a inocula¢ao dos microrganismos. Com
relacdo aos linfécitos CDS8, constatamos que 1 e 7 dias apds a infec¢do tais células se
encontravam em numeros similares nos animais TNFp55-KO e WT, enquanto que aos 15
(P<0.001 vs WT), 30 (P<0.001 vs WT) e 60 (P<0.001 vs WT) dias pi, o numero de tais
células se mostrava significativamente menor nos animais TNFp55-KO. Ao analisarmos o
nimero de linfocitos B (células CDI19+), verificamos que os animais TNFp55-KO
apresentavam uma reducao significativa no nimero de tais células nos tempos aos 30 (P<0.01

vs WT) e 60 (P<0.001 vs WT) dias pi (Fig.15).

4.16. Papel de TNFp55 na modulagdo da expressao de citocinas nos tecidos periodontais
de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Investigamos em seguida o papel de TNFp55 na modulagdo da expressdo de citocinas
nos tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO submetidos ao protocolo de inducao
de DP (Fig.16). Nossos resultados demonstram que a expressdo de IL-1f se mostrava
significativamente reduzida aos 7 (P<0.001 vs WT) e 15 dias pi (P<0.001 vs WT) nos animais
TNFp55-KO, enquanto nos tempos de 30 e 60 dias pos-infec¢do, uma pequena reducdo na

expressao de IL-1B foi constatada, porém sem diferencas estatisticamente significativas.

Constatamos também que a expressao de IFN-y se mostrava significativamente reduzida nos
animais TNFp55-KO nos tempos de 7 (P<0.001 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT) e 30 dias
(P<0.05 vs WT) ap6s a infeccao (Fig.16). Ao analisarmos os niveis de expressao de IL-12 e
IL-4 durante o curso da DP nos animais TNFp55-KO, ndo foram verificadas diferengas em

relacdo a expressdo de tais citocinas nos animais WT, em nenhum dos tempos analisados
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Figura 16 — Cinética de expressao de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO
infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos TNFp55-KO e
C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugcdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram
coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de IL-1f, IFN-y, IL12, IL-4 e IL-10 foram analisados por
RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de expressao
de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo.
Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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(Fig.16). Com relacao a expressao de IL-10, constatamos uma expressao significativamente
mais intensa de tal citocina nos animais TNFp55-KO aos 7 (P<0.001 vs WT), 15 (P<0.001 vs
WT), 30 (P<0.01 vs WT) e 60 (P<0.01 vs WT) dias ap6s a inoculagdo dos microrganismos
(Fig.16). A expressdao do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos
analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reagdo e para
normalizacdo dos niveis de expressdo de mRNA.

Também analisados a produ¢do de IL-1f, IFN-y, IL-4 e IL-10 nos tecidos periodontais
dos animais TNFp55KO durante o curso da DP experimental, através de ELISA (Fig. 17).
Nossos resultados confirmam aqueles relativos a expressio de mRNA para tais citocinas,
demonstrando uma reducdo significativa nos niveis de IL-1B e IFN-y aos 15 dias apos a
inocula¢do dos microrganismos (P<0.05 vs WT), enquanto um aumento nos niveis de IL-10
foi verificado 60 dias apods a infec¢dao (P<0.05 vs WT). Nossos resultados ndo demonstram
alteracdes significativas nos niveis de IL-4 nos tecidos periodontais dos animais TNFp55KO

durante o curso da infec¢ao (Fig.17).

4.17. Papel de TNFp55 na modulacdo da expressdo de quimiocinas e receptores de
quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.
actinomycetemcomitans

Investigamos também o papel de TNFp55 na modulagdo da expressdo de quimiocinas
e receptores de quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO
submetidos ao protocolo de inducdo de DP (Fig. 18 e 19). Verificamos que nos animais
TNFp55-KO, a expressao de CXCL3 se mostrava significativamente reduzida no tempo de 24
pos-infeccdo (P<0.001 vs WT), quando comparada aos animais WT. Nossos resultados
também demonstram um redugdo significativa na expressdo de CXCLI1 aos tempos de 1

(P<0.001 vs WT), 7 (P<0.001 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT) e 30 (P<0.001 vs WT) dias pi
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Figura 17 - Niveis de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO infectados com A.
actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de camundongos TNFp55-KO e C57BL/6
submetidos ao protocolo de indu¢@o de doenca periodontal foram coletadas, pesadas e homogenizadas, sendo o
sobrenadante analisado quanto aos niveis de IL-1f, IFN-y, IL-4 e IL-10 por ELISA. Os resultados séo expressos
como pg de citocina por mg de tecido por animal, e representam os valores (média + desvio padrdo),
provenientes de 2 animais por grupo em cada tempo, representativos de 3 experimentos independentes. *p<0.05
vs WT.
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Figura 18 - Cinética de expressao de quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO
infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos TNFp55-KO e
C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugcdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram
coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de CXCL3, CXCL1, CCL3, CCL5, CXCL10 e CCL1
foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD da
intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2
animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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Figura 19 - Cinética de expressdao de receptores de quimiocinas nos tecidos periodontais de
camundongos TNFp55-K0O infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de
camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de CXCR2, CXCR3,
CCR5 e CCR4 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da
média + SD da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressao da beta-actina,
obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes.
*p<0.05 vs WT.
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(Fig.18). Com relacao a expressao de CXCR2, receptor de CXCL3 e CXCLI, constatamos
que sua expressao se mostrava significativamente reduzida nos animais TNFp55-KO tempos
de 1 (P<0.001 vs WT), 7 (P<0.01 vs WT) e 15 (P<0.05 vs WT) dias apds a infec¢do, quando
comparados aos animais WT. Quando analisada aos 30 e 60 dias de infecgdo, verificamos que
a intensidade de expressdo de CXCR2 apresentava se mostrava similar aquela vista nos
animais WT (Fig.19). Analisando a expressao de CCL3, constatamos que nos animais
TNFp55-KO a expressdo de tal quimiocina se mostrava significativamente reduzida nos
animais aos tempos de 1 (P<0.05 vs WT), 7 (P<0.05 vs WT), 15 (P<0.05 vs WT) ¢ 30
(P<0.05 vs WT) dias pos-infecg¢do, quando comparado aos camundongos WT (Fig.18).
Verificou-se também que a expressio de CCL5 e CCRS também se encontrava
significativamente reduzida nos animais TNFp55-KO, aos tempos de 7, 15, 30 e 60 dias de
infec¢do (P<0.05 vs WT) (Fig.18 e 19). Nossos resultados também demonstram uma redugao
significativa na expressdo de CXCL10 (nos tempos de 1, 7, 15 e 60 dias pi) e seu respectivo
receptor CXCR3 (nos tempos de 7, 15, 30 e 60 dias pi) nos animais TNFp55-KO quando
comparados aos animais WT (P<0.05 vs WT) (Fig.19). Analisando a expressdo de CCL1 e
seu receptor CCR4, verificamos que a expressdo de tais fatores era similar entre os animais
TNFp55-KO ¢ WT em todos os tempos analisados, a exce¢do do tempo de 15 dias, no qual a
expressdo de CCL1 se mostrava aumentada nos animais TNFp55-KO (P<0.05 vs WT) (Fig.18
e 19). A expressdo do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos
analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reagdo e para

normalizacdo dos niveis de expressdo de mRNA.

4.18. Papel de TNFp55 na modulacdo da expressdo MMPs, RANKL e seus respectivos
inibidores (TIMPs e OPG) nos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.

actinomycetemcomitans
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Uma vez que TNF-a parece modular a destruicdo dos tecidos periodontais, nosso
proximo passo foi analisar a expressdo de MMPs, RANKL e seus respectivos inibidores
durante o curso da DP experimental (Fig. 20 e 21). Nossos resultados demonstram uma menor
expressao de MMP-1 (nos tempos de 24h, 7, 15 e 60 dias, p<0.001 vs WT), MMP-2 (nos
tempos de 7, 15 e 60 dias, p<0.001 vs WT), e MMP-9 (nos tempos de 24h, 15, 30 e 60 dias,
p<0.001 vs WT), quando comparada a expressdo vista nos animais WT (Fig.20). Ao
analisarmos a expressao de TIMPs, verificamos que nos animais TNFp55-KO a expressao de
TIMP-1 se mostrava aumentada nos tempos de 7, 15 e 30 dias pos infec¢do (p<0.001 vs WT),
enquanto que nos demais tempos ndo foram encontradas diferengas entre os animais
TNFpS5KO e WT (Fig.20). Com relagdo a expressiao de TIMP-2, nossos resultados
demonstram uma expressao similar entre os animais TNFp55-KO e WT aos tempos de 1, 7 e
15 dias pi, enquanto aos 30 e 60 dias de infeccdo um aumento significativo (p<0.001 vs WT)
foi verificado nos animais TNFp55-KO (Fig.20). Ao analisarmos os niveis de expressdo de
TIMP-3, constatamos um aumento significativo em sua expressao nos animais TNFp55-KO
aos 15, 30 e 60 dias pi, quando comparados aos animais WT (Fig.20).

Nossos dados também demonstram uma reducdo significativa na expressdo de
RANKL nos animais TNFp55-KO comparados aos camundongos WT infectados, aos 7
(p<0.001 vs WT), 15 (p<0.001 vs WT), 30 (p<0.01 vs WT) e 60 (p<0.05 vs WT) dias apds a
infeccdo (Fig.21). Também constatamos uma menor expressdo de catepsina K nos tecidos
periodontais dos animais TNFp55-KO nos tempos de 7 (P<0.01 vs WT) e 15 (P<0.01 vs WT)
dias pds infeccdo, enquanto que aos 30 e 60 dias, apenas uma discreta reducdo, sem
significancia estatistica, foi verificada (Fig.21). Ao compararmos os niveis de expressdo de
OPG nos animais TNFp55-KO e WT infectados com A. actinomycetemcomitans, nossos

resultados demonstram uma expressao significativamente aumentada de tal fator nos animais
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Figura 20 - Cinética de expressado de metaloproteases (MMPs) e inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) nos
tecidos periodontais de camundongos TNFp55-KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras
de tecido periodontal de camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca
periodontal com A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de
MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados
apresentados representam os valores da média + SD da intensidade de expressdao de mRNA para o gene alvo,
normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo
de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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Figura 21 - Cinética de expressdao de RANKL, OPG e catepsina K nos tecidos periodontais de
camundongos TNFp55-K0O infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de
camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de RANKL, OPG e
catesina K foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média +
SD da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressado da beta-actina, obtidos
de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs
WT.
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TNFp55-KO nos tempos de 7 e 15 dias pds-infeccao (P<0.01 vs WT), enquanto que nos
demais tempos analisados ndo foram encontradas diferencas significativas (Fig.21). A
expressdo do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados
(dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reagdo e para normalizagao

dos niveis de expressdao de mRNA.

4.19. Papel do TNFp55 na modulacdo da infeccdo experimental por A.
actinomycetemcomitans

Nosso préoximo passo foi a andlise da resisténcia de camundongos TNFp55-KO a
infec¢do por A. actinomycetemcomitans (Fig. 22). Nossos dados demonstram que a detecgdo
de DNA de A. actinomycetemcomitans nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO foi
significativamente maior do que nos animais WT, sendo tal diferenga estatisticamente
significativo aos 7 (P<0.01 vs WT), 15 (P<0.01 vs WT), 30 (P<0.01 vs WT) e 60 (P<0.01 vs
WT) dias ap6s a infecgdo. Também constatamos que nos animais TNFp55-KO infectados
com A. actinomycetemcomitans a expressio de CRP no figado dos animais era
significativamente maior que nos animais WT aos 7 (P<0.001 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT),
30 (P<0.001 vs WT) e 60 (P<0.001 vs WT) dias ap6s a infec¢do (Fig.22). Além disso, os
niveis de proteina C reativa no soro dos animais TNFp55-KO se mostravam
significativamente maiores aos dos animais WT infectados, aos tempos de 15 (P<0.01), 30
(P<0.01) e 60 (P<0.01) dias pi (Fig.22). Acompanhando o ganho de peso dos animais durante
o curso da infec¢do, constatamos que os animais TNFp55-KO infectados com A.
actinomycetemcomitans apresentavam uma redu¢do do ganho de peso durante o curso da
doenca quando comparados aos animais nao infectados, evidente aos 30 e 60 dias (P<0.05 vs

controle) pi (Fig.22). Nao foram verificadas alteragdes no ganho de peso apresentado pelos
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Figura 22 - Quantificagdo da carga bacteriana nos tecidos periodontais, e resposta sistémica a infeccao
de camundongos TNFp55-KO por A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de
camundongos TNFp55-KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram analisados quanto a carga bacteriana nos tecidos periodontias (média + SD
niveis de expressédo de DNA de A. actinomycetemcomitans, RealTimePCR); resposta de fase aguda (média = SD
niveis de expressao de mRNA de CRP no figado; média = SD dos niveis de CRP em ug/ml soro), assim como
guanto ao ganho de peso durante o curso da doenca (média + SD do peso de 3 camundongos em cada tempo
analisado). Resultados representativos de 3 experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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animais TNFp55-KO sham-infectados, durante o periodo analisado (dados ndo mostrados).
Também ndo foi constatada mortalidade de animais TNFp55-KO ou WT, infectados, nao

infectados ou sham-infectados até 60 dias ap6s a infecgdo (dados ndo mostrados).

4.20. Papel do TNFp55 na modulacdo de fatores antimicrobianos durante o curso da
doenca periodontal experimental induzida por A. actinomycetemcomitans

Investigando os possiveis mecanismos envolvidos no aumento da suscetibilidade de
camundongos TNFp55-KO a infecgdo por A. actinomycetemcomitans, tais animais foram
analisados com relagdo a expressdo de iNOS, producdo de mieloperoxidase (MPO), assim
como quanto a produgdo de anticorpos especificos para A. actinomycetemcomitans durante o
curso da doenga (Fig.23). Nossos resultados demonstram que a expressdo de iNOS se
encontrava significativamente reduzida nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO
(P<0.05 vs WT) em todos os tempos analisados, quando comparados aos animais WT. Além
disso, verificamos que a atividade de MPO nos animais TNFp55KO estava significativamente
reduzida aos 15 (P<0.05 vs WT) e 60 dias (P<0.05 vs WT) pi (Fig.23). Também
investigamos o papel de TNFp55 na modulacdo da produgdo de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans durante o curso da DP experimental (Fig. 23). Nossos resultados
demonstram que os titulos de IgG total nos animais TNFp55-KO sdo similares aqueles vistos

nos animais WT aos 15, 30 e 60 dias ap6s a inoculagao inicial dos microrganismos (Fig.23).

4.21. Papel do IFN-y e IL-12 na modulacéo da reacéo inflamatdria e perda éssea alveolar
induzida por A. actinomycetemcomitans
Nosso proximo passo foi analisar a modulagdo da reagdo inflamatéria e da reabsor¢ao

O0ssea alveolar em camundongos IFN-yKO e IL-12KO infectados com A.
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Figura 23 - Producdo de mediadores antimicrobianos durante o curso da doenga periodontal experimental
induzida por A. actinomycetemcomitans em camundongos TNFp55-KO. Camundongos TNFp55-KO e
C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal com A. actinomycetemcomitans foram
analisados quanto a da expressdo de mRNA para iINOS (média + SD, da intensidade de expressdo de mRNA,
normalizado pela beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo), niveis de MPO nos tecidos periodontais
(média + SD da DO referente a atividade de MPO nos tecidos periodontais por animal, normalizados pelo peso do
tecido, pool de 5 animais em cada tempo). Amostras de soro foram utilizadas para a deteccdo de anticorpos
especificos para A. actinomycetemcomitans por ELISA (média = SD, dos titulos de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans, obtidos de 3 animais em cada tempo). Resultados representativos de 3 experimentos

independentes.*p<0.05 vs WT
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actinomycetemcomitans (Fig.24). Nossos resultados demonstram uma significativa redugio
no numero de leucocitos presentes nos tecidos periodontais dos animais IFN-yKO aos 7
(P<0.05 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT), e 30 dias (P<0.001 vs WT) pds-infec¢do, quando
comparados aos animais WT. Com relagdo aos animais IL-12KO, o nimero de células
inflamatorias extraidas dos tecidos periodontais apresentava uma pequena diminui¢do, quando
comparados aos animais WT, apesar da auséncia de significancia estatistica (Fig.24). A
analise histoldgica dos tecidos periodontais dos animais IFN-yKO demonstra uma menor
quantidade de células inflamatorias, enquanto o infiltrado inflamatério nos tecidos
periodontais dos animais IL-12KO ¢ similar ao visto nos animais WT (Fig. 25).

Com relagdo a reabsor¢do Ossea, constatamos um menor aumento na area entre a
jungdo amelo-cementaria (JAC) e a crista 6ssea alveolar (COA) nos animais IFN-yKO nos aos
30 (P<0.05 vs WT) e 45 dias pi (P<0.01 vs WT), quando comparados aos animais WT.
Assim como visto com relagdo a resposta inflamatoria, os animais IL-12KO apresentaram
apenas uma reducdo ndo significativa na reabsor¢do dssea durante o curso da DP experimental
quando comparados aos animais WT (Fig.24). Apenas no tempo de 45 dias foi constatada
uma reducdo significativa (P<0.05 vs WT) na éarea JAC-COA nos animais IL-12KO

comparados aos camundongos WT (Fig.24).

4.22. Papel de IFN-y e IL-12 na modulacdo da migracédo celular para os tecidos
periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Analisamos também o fendtipo das leucocitos presentes no tecido periodontal de
camundongos IFN-yKO e IL12KO submetidos ao protocolo de inducdo de DP (Fig. 26).
Nossos resultados demonstram que o nimero de neutrdfilos (células GR1+) nos tecidos

periodontais era significativamente menor nos animais IFN-yKO aos 7 (P<0.05 vs WT), 15
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Figura 24 — Reacdo inflamatéria e perda dssea alveolar induzida por A. actinomycetemcomitans em
animais IFN-yKO e IL-12KO. Camundongos IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de
inducdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans (AA), grupos controle de animais ndo infectados e
sham-infectados foram analisados quanto a cinética de desenvolvimento de reacdo inflamatéria nos tecidos
periodontais e perda 6ssea alveolar. A) Numero de leucécitos extraidos através de digestdo enzimatica do tecido
periodontal, corados com azul de tripam e contados em camara de Neubauer. B) Aumento da area JAC-COA na
face palatina dos molares, em relacéo aos animais controle, medida em unidades arbitrarias de area (UAA) com o
programa ImageTool 2.0. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da area JAC-COA
(obtidos de 3 animais) ou nimero de células por animal (obtidos de 5 animais) em cada tempo, representativos de
trés experimentos independentes. *P<0.05 vs WT.
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Figura 25 - Analise histopatolégica dos tecidos periodontais de camundongos IFN-yKO e IL-12KO
infectados com A. actinomycetemcomitans. Camundongos IFN-yKO e IL-12KO submetidos ao protocolo de
indugdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram sacrificados apés Oh (A: IFN-yKO; B: IL-
12KO0), e 60 (C: IFN-yKO; D: IL-12KO) dias de infec¢cdo. Amostras de tecido periodontal foram coletadas, fixadas
em paraformaldeido, desmineralizadas com &cido tricloroacético e inclusas em blocos de parafina. Cortes de 5
um de espessura foram obtidos com auxilio de um micr6tomo, corados com hematoxilina e eosina, e submetidos
a andlise histopatoldgica. Aumento original 40X. Resultados obtidos de dois animais de cada grupo experimental,
representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 26 - Analise fenotipica dos leucécitos extraidos dos tecidos periodontais de camundongos IFN-
yKO e IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de
camundongos IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de indugdo de doenga periodontal
com A.actinomycetemcomitans foram coletadas, submetidas a digestdo enzimética, e a contagem de células
realizada em camara de neubauer. Para as andlises de citometria de fluxo, 1x10° cel/ml células foram incubadas
com anticorpos conjugados a PE ou FITC, especificos para os seguintes marcadores: CD3, CD4, CD8, GR1 e
F4/80, e a andlise realizada em FACScan utilizando-se parametros de tamanho (FSC), granularidade (SSC), e
fluorescéncia (FL1 e FL2). O numero absoluto das células GR1+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, F4/80+ e CD19+ foi
calculado proporcionalmente em relagdo ao nimero de células totais. Os resultados representam os valores da
média + SD, do nimero de células por animal, provenientes de dois experimentos independentes. *p<0.05 vs WT;

# : ndo avaliado.
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(P<0.05 vs WT) e 30 (P<0.05 vs WT) dias pos-infec¢ao (Fig. 26). O mesmo foi verificado
com relagdo ao nimero de macrdéfagos (células F4/80+), as quais foram encontradas em
nimero significativamente menor aos tempos de 7 (P<0.01 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT), e
30 (P<0.001 vs WT) dias pi. Ao analisarmos o niumero de linfécitos T CD4 e CD8 nos tecidos
periodontais dos animais IFN-yKO, constatamos que tais células se encontram em quantidade
significativamente menor quando comparados aos animais WT, nos tempos de 7 (P<0.01 vs
WT), 15 (P<0.001 vs WT), e 30 (P<0.001 vs WT) dias apds a inoculacdo dos microrganismos
(Fig.26). Com relacdo aos linfocitos B (células CD19+), verificamos um numero similar de
tais células nos tecidos periodontais dos camundongos IFN-yKO e WT durante todo o curso
da doenca (Fig.26). De forma similar, nossos resultados ndo demonstram diferencas
significativas entre o nimero de neutréfilos, macrofagos, linfocitos CD4 e CDS8 presentes nos
tecidos periodontais dos animais IL-12KO e WT, em nenhum dos tempos analisados.
Também constatamos que linfocitos B estdo presentes nos tecidos periodontais de
camundongos IL-12KO e WT em nimeros similares durante todo o curso da doenga, exceg¢ao
feita ao tempo de 60 dias apds a infecg¢do, no qual se verifica uma reducdo significativa no

numero de linfécitos B nos animais IL-12KO (Fig. 26).

4.23. Papel de IFN-y e IL-12 na modulagdo da expresséo de citocinas nos tecidos
periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Uma vez que IFN-y e IL-12 estdo potencialmente envolvidas na modulacdo da
resposta imune e inflamatéria no microambiente periodontal, analisamos em seguida a
expressdo de citocinas nos tecidos periodontais de animais IFN-yKO e IL-12KO infectados
com A. actinomycetemcomitans (Fig. 27). Verificamos que nos animais IFN-yKO, a expressao

de TNF-a e IL-1p se mostrava significativamente reduzida aos tempos 1 (p<<0.001: IL-1p vs
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Figura 27 — Cinética de expressao de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos IFN-yKO e IL-
12KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos IFN-yKO,
IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans,
foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressédo de IL-1B, TNF-a, IL-4 e IL-10 foram analisados por
RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da intensidade de expressao
de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressédo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo.
Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 WT; # : ndo avaliado.
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WT, p<0.05: TNF vs WT), 7 (P<0.001) e 15 (P<0.001) dias pi. Aos tempos de 30 e 60
dias,apesar de uma pequena reducdo na expressdo de TNF-a e IL-1[3 nos tecidos periodontais
dos animais IFN-yKO, n3o foram constatadas diferencas estatisticamente significativas
(Fig.27). Por outro lado, nos animais geneticamente deficientes de IL-12, verificamos que a
expressao de IL-1B (P<0.05 vs WT) e TNF-a (P<0.05 vs WT) estava significativamente
reduzida 1 e 7 dias ap6s a inoculagdo das bactérias, enquanto que nos demais tempos
analisados tal expressdo era similar aquela apresentada pelos animais WT infectados (Fig.27).
Nossos dados também demonstram que os animais IL-12KO apresentavam uma reducdo
significativa na expressdao de IFN-y nos tempos de 1 (P<0.05 vs WT) e 7 dias (P<0.05 vs WT)
p6s infecgdo, enquanto nos tempos de 15, 30 e 60 dias tal expressdo ¢ similar aquela vista nos
animais WT (Fig.30). Além disso, também detectamos a expressao das citocinas IL-18 e IL-
23 nos tecidos periodontais dos animais infectados com A. actinomycetemcomitans, sendo tal
expressao similar nos camundongos WT, IFN-yKO e IL-12KO (Fig. 30). Ao analisarmos a
expressao de IL-10, constatamos um aumento significativo na intensidade de expressao de tal
citocina nos tecidos peridontais dos animais IFN-yKO nos tempos de 7 (P<0.05 vs WT), 15
(P<0.05 vs WT) e 30 (P<0.05 vs WT) dias ap6s a inoculac¢do inicial dos microrganismos
(Fig.27). Ao contrério, a expressdo de IL-10 nos tecidos periodontais dos camundongos WT e
IL-12 foi similar em todos os tempos analisados. Com relagdo a expressdo de IL-4, ndo foram
verificadas diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens de camundongos WT,
IFN-yKO e IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans (Fig.27). A expressdo do
gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados (dados ndo
mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reacdo e para normalizacdo dos niveis
de expressdo de mRNA. Também analisamos a produgao de IL-1f3, TNF-a, IL-4 e IL-10 nos
tecidos periodontais dos animais IFN-yKO e IL-12KO durante o curso da DP experimental,

através de ELISA (Fig.28). Nossos resultados confirmam aqueles relativos a expressdo de



Resultados 80

mRNA para tais citocinas, demonstrando uma redugdo significativa nos niveis de IL-1p e
TNF-a nos tecidos periodontais dos camundongos IFN-yKO aos 15 dias apds a inoculagdo
dos microrganismos (P<0.05 vs WT), enquanto um aumento nos niveis de IL-10 foi
verificado 15 dias apos a infeccdo (P<0.05 vs WT). Nossos resultados ndo demonstram
alteragdes significativas nos niveis de IL-4 nos tecidos periodontais dos animais IL-12KO

durante o curso da infec¢ao (Fig.28).

4.24. Papel de IFN-y e IL-12 na modulacéo da express@o de quimiocinas e receptores de
quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.
actinomycetemcomitans

Na seqiiéncia, analisamos o papel de IFN-y e IL-12 na modulagdo da expressdo de
quimiocinas e seus receptores nos tecidos periodontais durante o curso da DP experimental
(Fig. 29 e 30). Ao analisarmos a expressdao de CXCL3, ndo foram encontradas diferengas
entre os animais WT, IFN-yKO e IL-12 em nenhum dos tempos analisados. Ao contrario,
verificamos que nos animais IFN-yKO a expressdo de CXCL1 e CCLS5, assim como seus
respectivos receptores CXCR2 e CCRS, estava significativamente reduzida nos tempos de 1
(P<0.05 vs WT), 7 (P<0.05 vs WT), 15 (P<0.05 vs WT) e 30 (P<0.05 vs WT) dias apds a
infec¢do, quando comparados aos animais WT (Fig. 29 e 30). Também constatamos uma
menor expressao de CCL3 nos tecidos periodontais dos animais IFN-yKO, nos tempos de 1
(P<0.05 vs WT), 7 (P<0.05 vs WT) 15 (P<0.05 vs WT) e 30 (P<0.05 vs WT) dias apds a
inoculagdo dos microganismos. A expressdo de CXCL10 ndo foi detectada nos animais IFN-
vKO em nenhum dos tempos analisados (Fig.30). Entretanto, o receptor de CXCL10, CXCR3
foi detectado nos tecidos periodontais dos animais IFN-yKO durante todo o curso da doenga,

porém em niveis significativamente menores que nos animais WT; 24h (P<0.001 vs WT), 7

(P<0.001 vs WT) 15 (P<0.001 vs WT) e 30 (p<0.001 vs WT) (Fig.30).
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Figura 28 - Niveis de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos IFN-yKO e IL-12KO infectados
com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de camundongos IFN-yKO, IL-12KO e
C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal foram coletadas, pesadas e homogenizadas,
sendo o sobrenadante analisado quanto aos niveis de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10 por ELISA. Os resultados
sdo expressos como pg de citocina por mg de tecido por animal, e representam os valores (média + SD),
provenientes de 2 animais por grupo em cada tempo, representativos de 3 experimentos independentes. *p<0.05
vs WT; # : ndo avaliado.
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Figura 29- Cinética de expressao de IFN-y, IL-18 e IL-23 nos tecidos periodontais de camundongos IFN-
vYKO e IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos
IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doengca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expresséo de IFN-y, IL-18 e IL-23
foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD da
intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2
animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT; # :
n&o avaliado.
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Figura 30 - Cinética de expressao de quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos IFN-yKO e IL-
12KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos IFN-yKO,
IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans
foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de CXCL3, CXCL1, CCL3, CCL5, CXCL10 e
CCL1 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD
da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da beta-actina, obtidos de
2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT; #
: ndo avaliado.
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Também constatamos que a expressao de CCL1 era similar nos animais WT e IFN-
vKO aos 15 dias de infecgdo, contudo, tal expressdo era significativamente mais intensa nos
animais [FN-yKO no tempo de 30 dias pi (P<0.05 vs WT) (Fig.30). A expressdao de CCR4 se
mostrou mais intensa nos camundongos IFN-yKO aos tempos de 7 ¢ 15 (P<0.01 vs WT) dias
apds a inoculagdo dos microrganismos, enquanto que nos demais tempos ndo foram
encontradas diferengas significativas (Fig. 30). Ao contrario do verificado nos animais IFN-
vKO, a expressdo de quimiocinas (CXCL3, CXCL1, CCL-3, CCL5, CXCL-10, CCL-1) e
receptores de quimiocinas (CXCR2, CXCR3, CCR5 e CCR4) nos animais IL-12KO
infectados com A. actinomycetemcomitans foi similar aquela vista nos animais WT em todos
os tempos analisados (Fig. 30 e 31). A expressdo do gene constitutivo beta-actina foi
verificada em todos os tempos analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como

controle positivo da reacdo e para normalizacdo dos niveis de expressdo de mRNA.

4.25. Papel de IFN-y e IL-12 na modulacdo da expressdo de metaloproteases (MMPSs),
RANKL e seus respectivos inibidores (TIMPs e OPG) nos tecidos periodontais de
camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Investigando os mecanismos envolvidos na destruicdo tecidual possivelmente
modulados por IFN-y e IL-12, nosso proximo passo foi a analise da expressio de MMPs,
RANKL e e seus respectivos inibidores nos tecidos periodontais de animais infectados com A.
actinomycetemcomitans (Fig. 32 e 33). Constatamos que a expressao de MMPs (MMP-1,
MMP-2 ¢ MMP-9) se mostrou significativamente reduzida nos animais IFN-yKO quando
comparados aos animais WT, em todos os tempos analisados [MMP-1: 24h (P<0.05 vs WT),
7d(P<0.05 vs WT), 15d(P<0.05 vs WT), 30d(P<0.05 vs WT); MMP-2: 24h (P<0.05 vs WT),

7d(P<0.05 vs WT), 15d(P<0.05 vs WT), 30d(P<0.05 vs WT); MMP-9: 24h (P<0.05 vs WT),



Resultados 8 5

CXCR2 CXCR3

0T 47 37

zg % I *p<0.05 vs WT 1 *p<0.05 vs WT

s 3

54 )

o &

Tc 2

% g Oh

© O . 17 1d

TE A H . . X, 7d

2 < “ ﬂﬁ x “ ﬁﬁi 15d
30d

WT IFN-yKO IL-12KO WT IFN-yKO IL-12KO
~  CCR5 CCR4

g8 -

g E 3 *p<0.05 vs WT 4 *p<0.05 vs WT

o 1

xo 3

o8 2

T ©

L E 2 1

32

e 1

82 ]

c * *

- E 0 r‘lﬁ 0 - s

WT IFN-yKO IL-12KO WT IFN-yKO IL-12KO

Figura 31 - Cinética de expressdao de receptores de quimiocinas nos tecidos periodontais de
camundongos IFN-yKO e IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido
periodontal de camundongos IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca
periodontal com A.actinomycetemcomitans, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de
CXCR2, CXCR3, CCR5 e CCR4 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam
os valores da média + SD, da intensidade de expressdo de mMRNA para o gene alvo, normalizado pela expressao
da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos
independentes. *p<0.05 vs WT; # : ndo avaliado.
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Figura 32 - Cinética de expressado de metaloproteases (MMPs) e inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) nos
tecidos periodontais de camundongos IFN-yKO e IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans.
Amostras de tecido periodontal de camundongos IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de
indugdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis
de expressdo de MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 foram analisados por RealTimePCR. Os
resultados apresentados representam os valores da média = SD da intensidade de expressdo de mRNA para o
gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento
representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT; # : ndo avaliado.
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Figura 33 - Cinética de expressdao de RANKL, OPG e catepsina K nos tecidos periodontais de
camundongos IFN-yKO e IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido
periodontal de camundongos IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca
periodontal com A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de
RANKL, OPG e catepsina K foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam 0s
valores da média = SD da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da
beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos
independentes. *p<0.05 vs WT; # : ndo avaliado.
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7d(P<0.05 vs WT), 15d(P<0.05 vs WT), 30d(P<0.05 vs WT)] (Fig.33). Ao analisarmos os
niveis de expressio de RANKL nos tecidos periodontais dos camundongos IFN-yKO
infectados com A. actinomycetemcomitans, constatamos uma redugdo significativa na
expressdo de tal fator aos 7 (P<0.001 vs WT) e 15 (P<0.001 vs WT) dias pi (Fig.33). De
forma similar, a expressdo de catepsina K nos camundongos IFN-yKO estava
significativamente reduzida aos aos 7 (P<0.001 vs WT), 15 (P<0.001 vs WT) e 30 (P<0.001
vs WT) dias pi (Fig.33).

Ao contrario, a expressio de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e¢ OPG estava
significativamente aumentada nos animais IFN-KO nos tempos de 7 (TIMP-1 P<0.05 vs WT;
TIMP-2 P<0.05 vs WT; TIMP-9 P<0.05 vs WT; OPG P<0.05 vs WT) e 15 dias pi (TIMP-1
P<0.05 vs WT; TIMP-2 P<0.05 vs WT; TIMP-9 P<0.05 vs WT; OPG P<0.05vs WT),
enquanto que nos demais tempos ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
niveis de expressao de TIMPs e OPG entre os animais IFN-yKO ¢ WT (Fig. 32 e 33). Nos
camundongos IL-12KO nao foram verificadas diferengas nos niveis de expressao de MMP-1,
MMP-2, MMP-9, RANKL, catepsina K, TIMPs e OPG nos tecidos periodontais comparados
aos WT (Fig. 32 e 33). A expressdo do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos
os tempos analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reagao

e para normaliza¢do dos niveis de expressdao de mRNA.

4.26. Papel do IFN-y e IL-12 na modulacdo da infeccdo experimental por A.
actinomycetemcomitans

Tendo em vista o destacado papel de respostas do tipo Thl no controle de diversos
processos infecciosos, analisamos em seguida o papel de IFN-y e IL-12 no controle da

infecgdo experimental por A.actinomycetemcomitans (Fig. 34). Nossos resultados demonstram
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Figura 34 — Infeccdo de camundongos IFN-YKO e IL-12KO por A. actinomycetemcomitans: mortalidade,
disseminagao da infecgdo e quantificagdo da carga bacteriana nos tecidos peridontais. Camundongos IFN-
yKO, IL-12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal com A.
actinomycetemcomitans (AA) ou Porphyromonas gingivalis (PG) foram analisados quanto a sobrevivéncia durante
o curso da DP experimental, presenga de A. actinomycetemcomitans em diferentes 6rgdos (detecgdo de DNA
bacteriano por PCR), assim como quanto a carga bacteriana nos tecidos periodontais (quantificacdo do DNA
bacteriano por RealTimePCR). Resultados representativos de 3 experimentos independentes. *p<0.05 vs WT; # :
néo avaliado.
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que apesar da reduzida severidade da DP apresentada pelos animais IFNy-KO, tal linhagem
apresenta 100% mortalidade a infeccdo experimental por A. actinomycetemcomitans no
periodo entre 42 e 55 dias de infec¢do. Ao contrario, nas demais linhagens de camundongos
geneticamente deficientes utilizadas neste estudo, TNF-pS5KO e IL-12KO, ndo foram
verificadas mortes no periodo analisado (até 60 dias apds a inoculagdo inicial dos
microrganismos). Ao contrario, a infec¢do dos animais IFN-yKO com o periodontopatégeno
P. gingivalis nio resultou em mortalidade dos animais durante o curso da doenga (Fig.34).
Investigando o motivo da morte dos animais IFNy-KO frente a infec¢do por A.
actinomycetemcomitans, realizamos reagdes de PCR para a deteccdo de tal patdogeno em
diferentes orgaos no dia 50 pds-infecgcdo. Detectamos reagdes positivas para a deteccdo de A.
actinomycetemcomitans nos tecidos periodontais, estdmago, intestino, pulmao, figado,
coracdo, rim e bago dos animais IFNy-KO, sendo que a presenca de A.
actinomycetemcomitans nao foi detectada no cérebro destes animais. Ao contrario, nos
animais WT e IL-12KO (Fig. 34), e TNFp55KO (dados nao mostrados) a presenca de A.
actinomycetemcomitans foi detectada apenas nos tecidos periodontais, estdmago e intestino.
Resultados negativos para a deteccdo de A. actinomycetemcomitans foram verificados em
todos os 6rgdos dos animais controle (dados ndo mostrados). A analise histopatolégica dos
orgdos dos animais IFN-yYKO coletados 50 apdés a inoculagdo oral de A.
actinomycetemcomitans demonstrou a presenga de um intenso infiltrado inflamatorio no
pulmdo, ao contrario dos animais WT (Fig. 35), IL-12KO e TNFp55-KO (dados ndo
mostrados), nos quais o pulmado se mostrava normal. Com relacdo a analise histopatologica
dos demais Orgdos analisados (coracdo, figado, rim, estdbmago e intestino) ndo foram
visualizadas alteragdes em nenhuma das linhagens de animais (IFN-yKO, IL-12KO, TNFp55-

KO, WT) submetidas a infecgdo por A. actinomycetemcomitans (dados ndo mostrados).
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Figura 35 - Analise histopatolégica dos pulmdes de camundongos IFN-yKO infectados com A.
actinomycetemcomitans. Camundongos IFN-yKO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de indugédo de
doenga periodontal com A. actinomycetemcomitans foram sacrificados apés 45 (A e B- IFN-yKO infectados), 45
(C - IFN-yKO, ndo infectado) e 60 (D — WT, infectado) dias de infecgdo, amostras de pulmao foram coletadas,
fixadas em paraformaldeido, inclusos em blocos de parafina. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos com
auxilio de um micrétomo, corados com hematoxilina e eosina, e submetidos a andlise histopatolégica. Aumento
original 40X.
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Além disso, verificamos que a carga bacteriana nos tecidos periodontais dos animais
IFN-yKO, era significativamente maior do que aquela vista nos animais WT infectados com
A. actinomycetemcomitans (7d p<0.001 vs WT; 15d p<0.001 vs WT; 30d p<0.001 vs WT)
(Fig. 34). A infecgdo dos animais IFNy-KO com P. gingivalis também resultou em uma carga
bacteriana significativamente maior nos tecidos periodontais em todos os tempos analisados
(7d p<0.001 vs WT; 30d p<0.001 vs WT; 60d p<0.001 vs WT)(Fig. 34). Ao analisarmos
quantitativamente a presenca de A. actinomycetemcomitans nos tecidos periodontais dos
camundongos IL-12KO, verificamos que apesar de um aumento significativo no tempo de 7
dias (p<0.01 vs WT), nos demais pontos analisados ndo foram encontradas diferencas entre os
animais WT e IL-12KO (Fig.34). Reagdes negativas para a detec¢do de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis foram verificadas nos tecidos periodontais dos animais

controle de todos os grupos e linhagens de camundongos (dados ndo mostrados).

4.27. Papel de IFN-y e IL-12 na modulagio dos efeitos sisttmicos da infeccdo por A.
actinomycetemcomitans

Tendo em vista a maior suscetibilidade de camundongos IFN-yKO a infec¢ao por A.
actinomycetemcomitans, tais animais foram analisados com relagdo a resposta de fase aguda,
assim como quanto ao ganho de peso durante o curso da doenca (Fig. 36). Nossos resultados
demonstraram que a infec¢do por A. actinomycetemcomitans nos animais IFNy-KO resultava
em uma maior expressdo de mRNA para proteina C reativa no figado dos animais aos 7
(p<0.01 vs WT), 15 (p<0.01 vs WT) e 30 (p<0.01 vs WT) dias apds a inoculacdo dos
microrganismos. Também verificamos que os niveis de proteina C reativa no soro dos animais
IFN-yKO infectados com A. actinomycetemcomitans eram significantativamente maiores que

aqueles detectados nos animais WT, nos tempos de 15 (p<0.01 vs WT) e 30 (p<0.01 vs WT)
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Figura 36 - Resposta sistémica a infeccdo experimental por A. actinomycetemcomitans em camundongos
IFN-yKO e IL-12KO. Amostras de tecido periodontal de camundongos IFN-yKO, IL-12KO e C57BL/6 submetidos
ao protocolo de inducdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans (AA) ou P. gingivalis (PG), foram
analisados quanto a carga bacteriana nos tecidos periodontias (média + SD niveis de expressdo de DNA
bacteriano por RealTimePCR); resposta de fase aguda (média = SD niveis de expressdao de mRNA de CRP no
figado; média + SD dos niveis de CRP em pg/ml soro), assim como quanto ao ganho de peso durante o curso da
doenca (média + SD do peso de 3 camundongos em cada tempo analisado). Resultados representativos de 3

experimentos independentes. *p<0.05 vs WT; # : ndo avaliado.
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dias pi (Fig.36). De forma similar, a infec¢do dos animais IFN-yKO com P. gingivalis resulta
em maiores niveis de proteina C reativa no soro dos animais infectados quando comparados
aos animais WT em todos os tempos analisados (15 dias: p<0.01 vs WT, 30 dias: p<0.01 vs
WT, 45 dias: p<0.01 vs WT) (Fig.36). Com relagdo aos animais IL-12KO, nossos resultados
demostram que a expressdo de CRP no figado, assim como os niveis de CRP no soro se
encontrava em niveis similares aqueles apresentados pelos animais WT (Fig.36).

Ao analisarmos o ganho de peso dos camundongos durante o curso da infecgdo,
constatamos que os animais IFNy-KO infectados com A. actinomycetemcomitans
apresentavam uma redu¢do do ganho de peso aos 30 (p<0.01 vs controle) e 45 (p<0.01 vs
controle) dias apds a infec¢do, quando comparados aos animais ndo infectados (Fig. 36).
Nossos resultados também demonstram que tal redugdo no ganho de peso também foi
verificada quando os animais IFN-yKO sdo infectados com P. gingivalis, sendo o ganho de
peso estatisticamente menor aos 45 (p<0.01 vs controle) e 60 (p<0.01 vs controle) dias de
infecgdo (Fig.36). Os animais IL-12KO infectados com A. actinomycetemcomitans nao
apresentaram reducdo no ganho de peso quando comparados aos camundongos nao infectados

(Fig.36).

4.28. Papel de IFN-y e IL-12 na modulacéo de fatores antimicrobianos durante o curso
da doenca periodontal experimental induzida por A. actinomycetemcomitans

Tendo em vista a maior suscetibilidade de camundongos IFN-yKO a infec¢do por A.
actinomycetemcomitans, tais animais foram analisados quanto a expressao de iNOS, atividade
de MPO, assim como quanto a produgdo de anticorpos durante o curso da doenca (Fig.37).
Verificamos que a expressdo de iNOS nos tecidos periodontais estava significativamente
reduzida nos animais IFN-yKO em todos os tempos analisados (24h p<0.001 vs WT, 7d

p<0.001 vs WT, 15d p<0.001 vs WT, 30d p<0.001 vs WT), quando comparados aos animais
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Figura 37 - Producdo de mediadores antimicrobianos durante o curso da doenga periodontal experimental
induzida por A. actinomycetemcomitans em camundongos IFN-yKO e IL-12KO. Camundongos IFN-yKO, IL-
12KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com A. actinomycetemcomitans
foram analisados quanto a expressdo de mRNA para iINOS (média + SD, da intensidade de expressdo de mRNA,
normalizado pela beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo), niveis de MPO nos tecidos periodontais
(média + SD da DO referente a atividade de MPO nos tecidos periodontais por animal, normalizados pelo peso do
tecido, pool de 5 animais em cada tempo). Amostras de soro foram utilizadas para a deteccdo de anticorpos
especificos para A. actinomycetemcomitans por ELISA (média = SD, dos titulos de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans, obtidos de 3 animais em cada tempo). Resultados representativos de 3 experimentos
independentes.*p<0.05 vs WT; # : ndo avaliado.
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WT (Fig.37). Com relacdo aos animais IL-12KO, nossos resultados demonstram que a
expressao de iNOS foi detectada em niveis similares nos tecidos periodontais dos animais WT
e IL12-KO. Ao compararmos os niveis de atividade de MPO nos animais IFN-yKO, IL-12KO
e WT, contatamos uma significativa redu¢do em tais niveis nos animais IFN-yKO aos 15
(P<0.001 vs WT) dias p6s infec¢ao, quando comparados aos animais WT (Fig. 37). Por outro,
nos animais IL-12KO, a atividade de MPO se mostrou similar aquela verificada nos tecidos
periodontais dos WT em todos os tempos analisados. Finalmente, investigamos também o
papel de IFN-y e IL-12 na modulagdo da produgdo de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans durantes o curso da DP experimental. Nossos resultados
demonstraram que os titulos de IgG total nos animais IFN-yKO e IL-12KO sdo similares

aqueles vistos nos animais WT em todos os tempos analisados (Fig. 37).

4.29. Papel de iNOS no controle da infeccdo experimental por A. actinomycetemcomitans

Uma vez que a expressdo de iNOS se mostrava reduzidas nos animais IFN-yKO, nosso
proximo passo foi analisar o controle da infeccdo por A.actinomycetemcomitans em
camundongos iNOS-KO (Fig.38). Nossos resultados demonstram que os animais iNOS-KO
apresentaram um aumento significativo na carga bacteriana nos tecidos peridontais aos 7
(p<0.001 vs WT), 30 (p<0.001 vs WT) e 60 (p<0.001 vs WT) dias pds-infec¢do, quando
comparados aos animais WT infectados. Também constatamos que os niveis de CRP no soro
dos animais iNOS-KO era significativamente maior que nos animais WT em todos os tempos
analisados (p<0.05 vs WT) (Fig.38). Com relagdo ao ganho de peso dos animais iNOS-KO
durante o curso da PD, nossos resultados demonstram uma redu¢do no ganho de peso nos
animais infectados com A. actinomycetemcomitans, quando comparados aos nao infectados,

aos 45 (p<0.05 vs WT) e 60 (p<0.05 vs WT) dias ap6s a inoculagdo oral dos microganismos.
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Figura 38 - Quantificagdo da carga bacteriana nos tecidos periodontais e resposta sistémica a infecgao de
camundongos iINOS-KO por A. actinomycetemcomitans. Camundongos iINOS-KO e C57BL/6 submetidos ao
protocolo de inducdo de doenca periodontal com A. actinomycetemcomitans (AA) foram analisados quanto a
carga bacteriana nos tecidos periodontias (média = SD niveis de expressdao de DNA bacteriano por
RealTimePCR); resposta de fase aguda (média + SD niveis de expressao de mRNA de CRP no figado; média +
SD dos niveis de CRP em pg/ml soro), assim como quanto a mortalidade e ao ganho de peso durante o curso da
doenca (média + SD do peso de 3 camundongos em cada tempo analisado). Resultados representativos de 3
experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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Entretanto, ndo foram verificadas mortes durante o curso da infeccdo experimental por A.
actinomycetemcomitans nos animais iNOS-KO (Fig. 38). Aos 60 dias de infecgdo, a detecgdo
de A. actinomycetemcomitans por PCR se mostrou restrita aos tecidos periodontais, estdmago

e intestino dos animais iNOS-KO, assim como nos animais WT (dados ndo mostrados).

4.30. Papel de IL-4 e IL-10 na modulacéo da reacdo inflamatoria e perda dssea alveolar
induzida por A. actinomycetemcomitans

Tendo em vista as evidéncias da participacdo de IL-4 e IL-10 na regulacdo da
severidade da DP, nosso proximo passo foi analisar o papel de tais citocinas na modulacao da
resposta inflamatoria e a reabsor¢do o6ssea alveolar (Fig. 39). A andlise quantitativa dos
leucdcitos extraidos do tecido gengival dos animais IL-4-KO mostrou numeros similares aos
vistos nos animais WT aos tempos de 1, 7 e 15 dias apos a infeccdo, enquanto um grande
aumento foi verificado nos tempos de 30 (p<0.001 vs WT) e 60 (p<0.001 vs WT) dias pi.
Com relagdo aos animais IL-10KO, verificamos um aumento significativo no ntimero de
leucdcitos extraidos dos tecidos periodontais aos 15 (p<0.05 vs WT), 30 (p<0.001 vs WT) e
60 (p<0.001 vs WT) dias de infec¢do, quando comparados aos animais WT (Fig.39). Ao
compararmos a resposta inflamatdria nos tecidos periodontais dos animais IL-4KO e IL-
10KO, apenas no tempo de 30 dias foi verificada uma diferenca significativa, sendo o numero
de células maior nos animais IL-4KO. A analise histologica dos tecidos periodontais dos
animais IL-4KO e IL-10KO demonstra claramente uma maior quantidade de células
inflamatorias, principalmente nas regides adjacentes ao epitélio juncional e no tecido
conjuntivo préximo a crista 6ssea alveolar (Fig. 40).

Com relagdo a reabsor¢do oOssea, os animais IL-4KO e IL-10KO apresentam um
significativo aumento da area entre a jun¢do amelo-cementaria (JAC) e a crista 6ssea alveolar

(COA) aos 30 (IL-4: p<0.05 vs WT; IL-10: ns), 45 (p<0.001 vs WT) e 60 (p<0.001 vs WT)
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dias de infeccao, quando comparados aos animais WT. Comparando as duas linhagens KOs,
constatamos que os animais IL-4KO apresentam uma reabsor¢do Ossea significativamente

maior que os camundongos IL-10KO no tempo de 60 dias pi (p<0.001) (Fig. 39).
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Figura 39 — Reacdo inflamatéria e perda dssea alveolar induzida por A. actinomycetemcomitans em
animais IL-4KO e IL-10KO. Camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de
inducdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans (AA), grupos controle de animais ndo infectados e
sham-infectados, foram analisados quanto a cinética de desenvolvimento de reacgdo inflamatdria nos tecidos
periodontais e perda 6ssea alveolar. A) Numero de leucécitos extraidos através de digestdo enzimatica do tecido
periodontal, corados com azul de tripam e contados em camara de Neubauer. B) Aumento da area JAC-COA, em
relacdo aos animais controle, na face palatina dos molares, medida em unidades arbitrarias de area (UAA) com o
programa ImageTool 2.0. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD, da area JAC-COA
(obtidos de 3 animais) ou nimero de células por animal (obtidos de 5 animais) em cada tempo, representativos de
trés experimentos independentes. *P<0.05 vs WT; **P<0.05 vs IL-10KO.
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Figura 40 - Analise histopatolégica dos tecidos periodontais de camundongos IL-4KO e IL-10KO
infectados com A. actinomycetemcomitans. Camundongos IL-4KO e IL-10KO submetidos ao protocolo de
indugdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram sacrificados apds Oh (A: IL-4KO; B: IL-
10KO), e 60 (C: IL-4KO; D: IL-10KO) dias de infeccdo. Amostras de tecido periodontal foram coletadas, fixadas
em paraformaldeido, desmineralizadas com acido tricloroacético e inclusas em blocos de parafina. Cortes de 5um
de espessura foram obtidos com auxilio de um micr6tomo, corados com hematoxilina e eosina, e submetidos a
andlise histopatoldgica. Aumento original 40X. Resultados obtidos de dois animais de cada grupo experimental,
representativos de 3 experimentos independentes.
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4.31. Papel de IL-4 e IL-10 na modulacdo da migracéo celular para os tecidos
periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Apds verificarmos um aumento no numero absoluto de leucdcitos nos tecidos
periodontais dos animais IL-4KO e IL-10KO infectados com A. actinomycetemcomitans,
analisamos também o fenotipo das células constituintes do infiltrado celular inflamatorio nos
tecidos periodontais dos animais (Fig. 41). Ao analisarmos o numero de neutréfilos (células
GR1+) ndo foram encontradas diferencas entre o nimero de tais células entre os animais IL-
4KO, IL-10KO e WT infectados com A. actinomycetemcomitans em nenhum dos tempos
analisados. Ao contrario, nossos resultados demonstraram um aumento significativo no
nimero de macrdéfagos (células F4/80+) nos tecidos periodontais dos animais IL-4KO e IL-
10KO aos 15 (P<0.05 vs WT), 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias apds a
inoculagdo dos microrganismos, quando comparados aos animais WT (Fig. 41). Também
verificamos um aumento significativo no nimero de linfocitos T CD4 nos animais 1L-4KO,
nos tempos de 30 (P<0.05 vs WT) e 60 dias (P<0.05 vs WT), assim como nos animais IL-
10KO, aos 15 (P<0.05 vs WT), 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias pi. Linfécitos T
CD8 também foram encontrados em maiores numeros nos tecidos periodontais dos animais
IL-4KO e IL-10KO nos tempos de 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias de infeccao,
quando comparados aos animais WT. Ao analisarmos o nimero de linfécitos B (células
CD19+) nos tecidos periodontais dos animais IL-4KO, IL-10KO e WT infectados com A.
actinomycetemcomitans, nao foram encontradas diferencas significativas em nenhum dos

tempos analisados (Fig. 41).

4.32. Papel de IL-4 e IL-10 na modulacdo da expressdo de citocinas nos tecidos

periodontais de camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans
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Figura 41 - Analise fenotipica dos leucocitos extraidos dos tecidos periodontais de camundongos IL-4KO
e IL-10KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de
camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 (WT) submetidos ao protocolo de inducdo de doenga periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, submetidas & digestdo enzimatica, e a contagem de células realizada
em camara de neubauer. Para as andlises de citometria de fluxo, 1x10° cel/ml células foram incubadas com
anticorpos conjugados a PE ou FITC, especificos para os seguintes marcadores: CD3, CD4, CD8, GR1 e F4/80, e
a andlise realizada em FACScan utilizando-se parametros de tamanho (FSC), granularidade (SSC), e
fluorescéncia (FL1 e FL2). O numero absoluto das células GR1+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, F4/80+ e CD19+ foi
calculado proporcionalmente em relacdo ao nimero de células totais. Os resultados representam os valores da
média + SD do nimero de células por animal, provenientes de dois experimentos independentes. *p<0.001 vs

WT.
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Buscando esclarecer os mecanismos envolvidos na modulacdo da severidade da DP pelas
citocinas Th2, IL-4 e IL-10, nosso préoximo passo foi investigar a expressao de citocinas nos
tecidos periodontais dos animais geneticamente deficientes de IL-4 e IL-10 (Fig 42). Nossos
resultados demonstraram que os niveis de expressio de TNF-a e IL-1f eram
significativamente maiores nos animais IL-4KO quando comparados aos animais WT
infectados, aos 7 (P<0.05 vs WT), 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias apds a
infeccdo com A. actinomycetemcomitans. Analisando a expressdo de TNF-o e IL-1p nos
animais geneticamente deficientes de IL-10, verificamos que a expressao de ambas citocinas
era similar a dos animais WT 1 dia apds a infec¢ao, enquanto que nos tempos de 7 (P<0.05 vs
WT), 15 (P<0.05 vs WT), 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias tal expressdo era
maior do que a detectada nos animais WT infectados (Fig. 42).

Nossos resultados também demonstram que a expressao de IFN-y era similar entre os
animais IL-10KO e WT, enquanto nos animais IL-4KO detectamos um aumento na expressao
de IFN-y aos 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias pi (Fig. 42). Com relacdo a
expressdo de IL-12 durante o curso da DP experimental, nossos resultados ndo demonstram
diferencas significativas entre os animais IL-4KO, IL-10KO e WT (Fig. 42). Também
verificamos que a expressao de IL-4 ¢ similar entre os animais IL-10KO e WT em todos os
tempos analisados. Ao contrario, a expressao de IL-10 era similar nos animais IL-4KO ¢ WT
aos 7 e 15 dias pi, enquanto aos 30 (P<0.05 vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias de infec¢ao tal
expressao ¢ significativamente menor nos animais IL-4KO (Fig. 42). A expressao do gene
constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados (dados ndo mostrados),
sendo utilizada como controle positivo da reagdo e para normalizagdo dos niveis de expressao

de mRNA.
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Figura 42 — Cinética de expressao de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos IL-4KO e IL-
10KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos IL-4KO,
IL-10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans
foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expresséo de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL12, IL-4 e IL-10 foram
analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD da intensidade
de expressao de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da beta-actina, obtidos de 2 animais em
cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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Também analisamos a produgdo de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10 nos tecidos
periodontais dos animais IL-4KO e IL-10KO durante o curso da DP experimental, através de
ELISA (Fig.43). Nossos resultados confirmam aqueles relativos a expressao de mRNA para
tais citocinas, demonstrando um aumento significativo nos niveis de IL-1, TNF-a e IFN-y
nos tecidos periodontais dos camundongos IL-4KO e IL-10KO aos 15 e¢ 60 dias apds a
inoculacdo dos microrganismos (P<0.05 vs WT). Constatamos também uma redugdo
significativa nos niveis de IL-10 nos tecidos periodontais dos animais IL-4KO no tempo de 60
dias pos infeccdo (P<0.05 vs WT). Nossos resultados ndo demonstram alteragdes
significativas nos niveis de IL-4 nos tecidos periodontais dos animais IL-10KO durante o

curso da infecgdo (Fig.43).

4.33. Papel de IL-4 e IL-10 na modulacéo da expressdo de quimiocinas e receptores de
quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos infectados com A.
actinomycetemcomitans

Investigamos também o papel de IL-4 e IL-10 na modulagdo da expressio de
quimiocinas e seus receptores nos tecidos periodontais durante o curso da DP experimental
(Fig 44 e 45). Constatamos que a expressdo de CXCL3 era similar nos animais IL-4KO, IL-10
e WT, em todos os tempos analisados. Por outro lado, a expressio de CXCLI1, também
envolvida na quimioatracdo de neutréfilos, se mostrou aumentada nos animais IL-4KO (nos
tempos de 15, 30 e 60 dias de infec¢ao; P<0.05 vs WT), assim como nos animais IL-10KO
(aos 7, 15, 30 e 60 dias pi; P<0.05 vs WT) quando comparados aos animais WT (Fig. 44).
Também constatamos que a expressdo de CXCR2 estava significativamente aumentada em
ambas linhagens IL-4KO e IL-10KO, nos tempos de 7, 15, 30 e 60 dias apds a infeccao,
quando comparados aos animais WT (P<0.05 vs WT) (Fig. 45).Ao analisarmos a expressao

de CCL3, CCLS5 e CXCLI10,
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Figura 43 - Niveis de citocinas nos tecidos periodontais de camundongos IL-4KO e IL-10KO infectados
com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal palatino de camundongos IL-4KO, IL-10KO e
C57BL/6 submetidos ao protocolo de inducdo de doenca periodontal foram coletadas, pesadas e homogenizadas,
sendo o sobrenadante analisado quanto aos niveis de IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10 por ELISA. Os resultados
sdo expressos como pg de citocina por mg de tecido por animal, e representam os valores (média + desvio
padrdo), provenientes de 2 animais por grupo em cada tempo, representativos de 3 experimentos independentes.
*p<0.05 vs WT.
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Figura 44 - Cinética de expressao de quimiocinas nos tecidos periodontais de camundongos IL-4KO e IL-
10KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de camundongos IL-4KO,
IL-10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenga periodontal com A.actinomycetemcomitans
foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de CXCL3, CXCL1, CCL3, CCL5, CXCL10 e
CCL1 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média + SD
da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expresséo da beta-actina, obtidos de
2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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Figura 45 - Cinética de expressdao de receptores de quimiocinas nos tecidos periodontais de
camundongos IL-4KO e IL-10KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal
de camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de CXCR2, CXCR3,
CCR5 e CCR4 foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da
média + SD da intensidade de expressdo de mMRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina,
obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes.
*p<0.05 vs WT.
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Figura 46 - Cinética de expressado de metaloproteases (MMPs) e inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) nos
tecidos periodontais de camundongos IL-4KO e IL-10KO infectados com A. actinomycetemcomitans.
Amostras de tecido periodontal de camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de
indugdo de doenca periodontal com A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis
de expressdo de MMP-1, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 foram analisados por RealTimePCR. Os
resultados apresentados representam os valores da média = SD da intensidade de expressdo de mRNA para o
gene alvo, normalizado pela expressdo da beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo. Um experimento
representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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constatamos um aumento significativo na expressao de tais fatores nos tecidos periodontais
dos animais IL-4KO (aos 30 e 60 dias de infec¢ao; P<0.05 vs WT) e IL-10KO (aos 7, 15,30 ¢
60 dias pi; P<0.05 vs WT) (Fig. 44). O mesmo foi verificado com relagdo a expressao dos
receptores de quimiocinas CCRS5 e CXCR3, cuja expressao se mostrava significativamente
aumentada nos animais IL-4KO (aos 30 e 60 dias pi; P<0.05 vs WT) e IL-10KO (aos 7, 30 e
60 dias pi; P<0.05 vs WT), quando comparados aos animais WT (Fig. 45).

Ao analisarmos a expressdo de CCL1 e seu receptor CCR4, nao foram constatadas
diferencas significativas entre os animais IL-10KO e WT. Ao contrario, nos camundongos IL-
4KO a expressdo de CCL1 e CCR4 se encontrava significativamente reduzida aos 30 (P<0.05
vs WT) e 60 (P<0.05 vs WT) dias apos a infecgdo com A. actinomycetemcomitans (Fig. 44 ¢
45). A expressio do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos
analisados (dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reagdo e para

normalizag¢do dos niveis de expressdo de mRNA.

4.34. Papel de IL-4 e IL-10 na modulacdo da expressdo de metaloproteases (MMPS),
RANKL e seus respectivos inibidores (TIMPs e OPG) nos tecidos periodontais de
camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans

Investigando os possiveis mecanismos pelos IL-4 e IL-10 estariam modulando a
destrui¢do tecidual e conseqiientemente a severidade da DP, nosso préximo passo foi analisar
a expressao de mediadores potencialmente envolvidos na destrui¢do tecidual nas DPs (Fig. 46
e 47). Constatamos que a expressio de MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-9) nos tecidos
periodontais de animais IL-4-KO e WT se encontrava em niveis similares aos 1, 7 e 15 dias
de infec¢do. Ao contrario, aos 30 e 60 dias pi tal expressdo se mostrava significativamente

mais intensa nos animais [L-4KO (P<0.01 vs WT). Com relagdo aos animais IL-10KO, a
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Figura 47 - Cinética de expressdao de RANKL, OPG e catepsina K nos tecidos periodontais de
camundongos IL-4KO e IL-10KO infectados com A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal
de camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressdo de RANKL, OPG e
catepsina K foram analisados por RealTimePCR. Os resultados apresentados representam os valores da média +
SD da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela expressao da beta-actina, obtidos
de 2 animais em cada tempo. Um experimento representativo de trés experimentos independentes. *p<0.05 vs
WT.
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expressao de MMP-1, MMP-2 e MMP-9 se mostrou similar a dos animais WT 1 dia apos a
infec¢cdo, enquanto aos 7, 15, 30 e 60 dias de infec¢do tal expressdo € significativamente
maior nos animais IL-10KO (P<0.01 vs WT) do que nos animais WT (Fig. 46). Analisando os
niveis de expressao de expressdao de RANKL e catepsina K nos animais 1L-4KO e IL-10KO,
verificamos que aos 30 (P<0.01 vs WT) e 60 dias (P<0.01 vs WT) pos-infeccdo a expressao
de tais fatores era significativamente maior tanto nos animais IL-4KO como nos
camundongos IL-10KO, quando comparados aos animais WT (P<0.01 vs WT) (Fig. 47).

Ao contrario do verificado com relagdo a expressio de MMPs, RANKL e catepsina K,
nossos dados demonstram uma reducdo na expressao TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ¢ OPG aos
30 e 60 dias de infec¢ao nos animais IL-4KO (P<0.01 vs WT). Com relagao aos animais IL-
10K O, nossos resultados demonstram uma reducio da expressao de TIMP-1 e TIMP-3 em
todos os tempos analisados, de Oh a 60 dias de infecgao (P<0.01 vs WT), quando comparados
aos animais WT (Fig. 46). A expressao de TIMP-2 também se mostra reduzida nos animais
IL-10KO comparados aos WT, aos 7, 30 e 60 dias de infeccao (P<0.01 vs WT) (Fig. 46). A
expressdo do gene constitutivo beta-actina foi verificada em todos os tempos analisados
(dados ndo mostrados), sendo utilizada como controle positivo da reagdo e para normalizagao

dos niveis de expressao de mRNA.

4.35. Papel do IL-4 e IL-10 na modulacdo da infeccdo experimental por A.
actinomycetemcomitans

Investigando o papel de IL-4 e IL-10 no controle da infeccdo periodontal, animais IL-
4KO e IL-10KO inoculados com A. actinomycetemcomitans foram analisados com relagdo a
carga bacteriana presente nos tecidos periodontais, a resposta de fase aguda, assim como
quanto ao ganho de peso durante o curso da doenga (Fig. 48). Verificamos que a carga

bacteriana nos
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tecidos periodontais dos animais IL-4KO se mostrava maior do que nos animais WT nos
tempos de 7 (P<0.01 vs WT), 30 (P<0.01 vs WT) e 60 (P<0.01 vs WT) dias de infec¢do. Ao
analisarmos os niveis da infec¢do dos animais IL-10KO, constatamos que a intensidade de
deteccdo do DNA de A. actinomycetemcomitans nos tecidos periodontais é similar entre os
animais IL-10KO e WT, a excecdo do tempo de 15 dias, no qual detectamos menores niveis
de A. actinomycetemcomitans nos tecidos dos animais IL-10KO (P<0.01 vs WT) (Fig. 48).

Ao analisarmos a resposta de fase aguda, constatamos que animais WT, IL-4 ¢ IL-10
ndo apresentaram diferencas entre os niveis de expressdo de mRNA para proteina C reativa no
figado. Ao contrario, nossos resultados demonstram que a os niveis séricos de CRP eram
maiores nos animais IL-4KO aos 30 dias apos a infec¢do por A. actinomycetemcomitans (Fig.
48). Ao analisarmos o ganho de peso apresentado pelos animais durante o curso da infecgao,
nossos resultados ndo demonstram diferencas entre os animais IL-4KO infectados ou nao
infectados, assim como entre os animais IL-10KO infectados ou nao infectados (Fig. 48).
Além disso, ndo foram verificadas mortes em nenhum dos grupos experimentais, IL-4KO, IL-
10KO e WT infectados com A. actinomycetemcomitans, durante os 60 dias de infecg¢do (dados

nao mostrados).

4.36. Papel de IL-4 e IL-10 na modulacéo de fatores antimicrobianos durante o curso da
doenca periodontal experimental induzida por A. actinomycetemcomitans

Finalmente, camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 infectados com A.
actinomycetemcomitans foram analisados com relagdo a expressdo de iNOS, atividade de
MPO, assim como quanto a produ¢ao de anticorpos durante o curso da DP experimental (Fig.
49). Constatamos que os animais IL-4KO apresentaram maiores niveis de expressao de iNOS
quando comparados aos animais WT aos 30 e 60 dias de infec¢do (P<0.01 vs WT). De forma

similar, constatamos que a expressao de iNOS nos tecidos dos animais IL-10KO
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se mostrava significativamente aumentada aos 15, 30 e 60 dias pi (P<0.01 vs WT). Ao
analisarmos a atividade de MPO nos tecidos periodontais dos animais IL-4KO e WT,
infectados com A. actinomycetemcomitans, nao foram detectadas diferengas significativas.
Com relagdo aos camundongos IL-10, nossos resultados demonstram um aumento
significativo na atividade de MPO nos tecidos periodontais no tempo de 60 dias (P<0.01 vs
WT) apds a inoculagao dos microrganismos (Fig. 49).

Finalmente, investigamos os niveis séricos de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans. Nossos resultados demonstraram que os titulos de IgG total estavam
significativamente reduzidos nos animais IL-4KO quando comparados aos animais WT aos
30 (P<0.001 vs WT) e 60 (P<0.001 vs WT) dias de infeccdo. Ao contrario, ndo foram
verificadas  diferencas entres os titulos de anticorpos especificos para A,
actinomycetemcomitans no soro dos animais IL-10KO ¢ WT, em nenhum dos tempos

analisados (Fig. 49).
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Figura 48 - Quantificagdo da carga bacteriana nos tecidos periodontais e resposta sistémica a infec¢ao de
camundongos IL-4KO e IL-10KO por A. actinomycetemcomitans. Amostras de tecido periodontal de
camundongos IL-4KO, IL-10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com
A.actinomycetemcomitans, foram analisados quanto a carga bacteriana nos tecidos periodontais (média + SD
niveis de expressdo de DNA de A. actinomycetemcomitans, RealTimePCR); resposta de fase aguda (média = SD
niveis de expressao de mRNA de CRP no figado; média = SD dos niveis de CRP em ug/ml soro), assim como
guanto ao ganho de peso durante o curso da doenca (média + SD do peso de 3 camundongos em cada tempo
analisado). Resultados representativos de 3 experimentos independentes. *p<0.05 vs WT.
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Figura 49 - Producdo de mediadores antimicrobianos durante o curso da doenga periodontal experimental
induzida por A. actinomycetemcomitans em camundongos IL-4KO e IL-10KO. Camundongos IL-4KO, IL-
10KO e C57BL/6 submetidos ao protocolo de indugdo de doenca periodontal com A. actinomycetemcomitans
foram analisados quanto a da expressdo de mRNA para iNOS (média + SD, da intensidade de expressdo de
mRNA, normalizado pela beta-actina, obtidos de 2 animais em cada tempo), niveis MPO nos tecidos periodontais
(média + SD da DO referente a atividade de MPO nos tecidos periodontais por animal, normalizados pelo peso do
tecido, pool de 5 animais em cada tempo). Amostras de soro foram utilizadas para a deteccdo de anticorpos
especificos para A. actinomycetemcomitans por ELISA (média = SD, dos titulos de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans, obtidos de 3 animais em cada tempo). Resultados representativos de 3 experimentos
independentes.*p<0.05 vs WT; .**p<0.001 vs WT.
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Figura 50. Participacdo de citocinas na imunomodulacdo da doenca periodontal
experimental induzida por Actinobacillus actinomycetemcomitans. Resumo esquematico
dos resultados relativos aos mecanismos pelos quais as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-4 ¢
IL-10 participam da modulacdo da severidade da doenca periodontal experimental, e do
controle da infec¢do experimental por A. actinomycetemcomitans. A legenda representa as
alteracdes observadas [ 1: regulagdo positiva; |: regulacdo negativa; ( ):discreta alteragdo; #:

sem alteragdes significativas ] com relagdo aos animais WT.
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5. DISCUSSAO

As doengas periodontais (DPs) séo alteracGes crénicas inflamatérias dos tecidos de
suporte dos oOrgdos dentais, cuja etiologia € dependente da presenca de bactérias
periodopatogénicas. Apesar da presenca de microrganismos periodontopatogénicos ser
fundamental para o inicio do desenvolvimento de doenca, a amplificacdo e progressdo desse
processo sdo altamente dependentes da resposta imune e inflamatoria gerada pelo hospedeiro
em resposta as bactérias ou a seus produtos. Acredita-se que a tal resposta seja responsavel
pela protecdo do hospedeiro contra a infeccdo bacteriana, contudo, ndo se conhece qual o
nivel de tal protecdo, uma vez que diversos estudos tém demonstrado que tais doencas podem
atuar como modificadoras da satde sistémica dos pacientes, predispondo a ocorréncia ou ao
agravamento de diversos estados patoldgicos (LOESCHE 1993, AAP 1996, PAGE 1998,
AAP 1999, EBERSOLE & CAPPELLI 2000, FOWLER et al. 2001, KINANE & LAPPIN
2001, SUSIN et al. 2004).

Diversas citocinas tém sido identificadas em lesdes periodontais, porém, os papéis
desempenhados por tais mediadores na patogénese das DPs, assim como 0S mecanismos
envolvidos em tal processo permanecem pouco conhecidos (GENCO 1992, KINANE &
LAPPIN 2001, SEYMOUR & GEMMEL 2001, TENG 2003).

Tendo como objetivo investigar a participagdo de citocinas na imunomodulacdo da
doenga periodontal experimental induzida por A. actinomycetemcomitans, investigamos
inicialmente o desenvolvimento da DP em camundongos C57BL/6. Como previamente
demonstrado (GARLET et al. in press), a infeccdo com A. actinomycetemcomitans leva ao
desenvolvimento de um infiltrado inflamatério nos tecidos periodontais (Fig. 1),
principalmente no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio juncional e nas proximidades da

crista 6ssea alveolar (Fig. 2). Diversos tipos celulares caracteristicamente presentes em lesdes
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periodontais humanas, como neutrofilos, macrofagos, linfoctios T CD4, T CD8 e B podem ser
encontrados em numeros elevados nos tecidos dos animais infectados (Fig.3). Além disso, 0s
animais infectados apresentam aumento significativo da area compreendida entre a juncao
amelo-cementaria e a crista 0ssea alveolar, representativa de reabsorcdo 6ssea alveolar (Fig.
1). De forma interessante nossos resultados demonstram dois distintos padrdes de progressao
da doenca durante o periodo analisado. Durante fase inicial da doenca, compreendida entre a
inoculacdo dos microrganismos até 30 dias pos-infeccdo, verifica-se um grande aumento na
quantidade de células inflamatérias e na intensa reabsorcéo 6ssea alveolar. Ao contrério, entre
30 e 60 dias de infeccdo, considerada a fase tardia da doenca, o numero de células
inflamat6rias permanece constante, e a taxa de reabsor¢do Ossea verificada foi
significativamente menor do que no periodo inicial (Fig. 1).

Uma vez que as citocinas produzidas nos tecidos peridontais supostamente estariam
envolvidas na determinacdo da severidade da doenga, comparamos a cinética de expressao de
tais fatores com os diferentes padrdes de progresséo identificados no curso da doenca. Nossos
resultados demonstram que durante a fase inicial da DP experimental predomina nos tecidos
periodontais uma resposta imune do tipo Thl, caracterizada pela presenca de citocinas pro-
inflamatorias e do tipo Thl: TNF-a, IL-1B, IFN-y e IL-12 (Fig. 4 e 5). Por outro lado a fase
tardia da doenca se caracteriza pela intensa expressdo de mediadores Th2, como IL-4 e IL-10,
além da persisténcia da expressdo de mediadores Thl, porém em niveis menores que 0S
verificados anteriormente (Fig. 4 e 5). O desenvolvimento de tal padrdo seqlencial de
expressao de citocinas ja havia sido previamente descrito em resposta a inoculacdo de LPS
nos tecidos periodontais de camundongos, contudo sua relevancia para a progressao da
doenca ndo havia sido investigada (IWASAKI et al. 1998).

Nossos resultados também demonstram que o padrdo de expressdo de quimiocinas e

de migracdo celular também parece obedecer a uma cinética similar. No periodo inicial da
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infeccdo, se verifica predominio da expressdao de CCL3, CCL5, CXCL10, e dos receptores
CCR5 e CXCR3 (Fig. 6 e 7), os quais caracteristicamente atuam na quimioatracdo de
linfécitos Thl e macréfagos (MANTOVANI et al. 1999, ROSSI & ZLOTNIK 2001,
GERARD & ROLLINS 2001, LUTHER & CYSTER 2001, ROT et al. 2004). De fato,
verificamos que durante esse periodo, macrofagos e linfocitos estavam presentes em nimero
significativo para o0s tecidos periodontais dos animais infectados com A.
actinomycetemcomitans (Fig. 3). Além disso, constatamos uma intensa migracdo de
neutréfilos (Fig. 3), associada a expressdo de CXCL3, CXCL1 CXCR2 (Fig. 3, 6 e 7). De
fato, tais quimiocinas e seu receptor estdo envolvidos na quimioatracdo de neutréfilos (ROSSI
& ZLOTNIK 2001, GERARD & ROLLINS 2001). Por outro lado, na fase tardia da doenca,
detectamos a expressdo de CCL1 e CCR4 (Fig. 6 e 7), caracteristicamente associados a
migracdo de linfécitos com fendtipo Th2 (ROSSI & ZLOTNIK 2001, GERARD & ROLLINS
2001, LUTHER & CYSTER 2001, ROT et al. 2004). A presenca de células Th2 na lesdo
poderia potencializar quimiatracdo de linfécitos B e a producdo local de anticorpos nos
tecidos periodontais (MANTOVANI et al. 1999, GERARD & ROLLINS 2001, LUTHER &
CYSTER 2001). De fato, ap6s 30 dias de infec¢do, também se verifica a presenca de um
elevado nimero de linfocitos B nos tecidos periodontais (Fig. 3).

Dessa forma, nossos resultados demonstram que durante a fase inicial da doenca se
verifica a predominancia de uma resposta imune do tipo Thl, a qual esta associada a um
grande aumento na quantidade de celulas inflamatérias e intensa reabsor¢do éssea. Ao
contrario, ap6s o surgimento dos mediadores do tipo Th2, que caracterizam o inicio da fase
tardia da doenca, o nimero de células inflamatorias permanece constante, e a taxa de
reabsor¢do Ossea era significativamente menor. Tais resultados estdo de acordo com um
estudo prévio, que demonstrava uma expressao predominante de quimiocinas e citocinas do

tipo Th2 associada a peridontite crénica (de progressdo lenta e menos grave), enquanto a
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expressao de quimiocinas e citocinas do tipo Thl predominava na periodontite agressiva (de
carater mais severo e progressao mais rapida) (GARLET et al. 2003). Nesses mesmos grupos
de pacientes, demonstrou que a expressao de citocinas do tipo Thl estava positivamente
correlacionada a expressao de MMPs e RANKL (potencialmente envolvidos na destruicdo
tecidual), enquanto a expresséo de IL-4 e IL-10 apresentava correlagdes com a expressdo de
TIMPs e OPG (potencialmente envolvidos no controle da severidade da doenga)(GARLET et
al. 2004). De fato, estudos demonstram que a regulacdo dos sistemas MMPs/TIMPs e
RANKL/OPG por citocinas parece ser decisiva na progressdao de diversos processos
patologicos (KONG et al. 1999, YOSHIHARA et al. 2000, ROMAS et al. 2002, SCHULZE
et al. 2003, LANCHOU et al. 2003, KATRIB et al. 2003).

Nesse sentido, nosso proximo passo foi investigar a expressdo de MMPs/TIMPs e
RANKL/OPG no curso da doenga periodontal experimental. Constatamos inicialmente que
tanto MMPs como TIMPs séo constitutivamente expressos nos tecidos periodontais
saudaveis, porém, em baixos niveis. De fato, a expressdo de MMPs e TIMPs tem sido descrita
em tecidos periodontais humanos saudaveis, sendo sugerido o envolvimento de tais moléculas
no “turnover” fisiologico da matriz extracelular (SODEK & OVERALL 1992, RYAN et al.
1996). Ao analisarmos a expressdo de MMPs/TIMPs nos tecidos peridontais dos animais
infectados com A. actinomycetemcomitans, identificamos novamente dois padrdes distintos de
expressao de tais fatores durante o curso da doenca. Na fase inicial da doenca verificamos um
aumento significativona expressdao das MMPs, enquanto apenas um pequeno aumento na
expressdo de TIMPs foi verificado. Em contraste, ap6s 30 dias de infeccdo uma reducdo
significativa na expressdéo de MMPs e um aumento significativo na expresséo de TIMPs
foram detectados (Fig. 8).

De fato, uma expressdo elevada de MMPs tem sido identificada nos tecidos

periodontais inflamados, a qual parece ter participacdo efetiva tanto na destruicdo de tecido
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conjuntivo como na reabsorcdo Ossea (BIRKEDAL-HANSEN 1993, AIBA et al. 1996,
INGMAN et al. 1996, RAMAMURTHY et al. 2002, DELAISSE et al. 2003, GARLET et al.
2004). Com relacdo aos niveis de TIMPs, certos estudos demonstram uma diminui¢do em
seus niveis em tecidos doentes (ALEXANDER & DAMOULIS 1994, SOELL et al. 2002,
TUTER et al. 2002), sugerindo que o aumento de MMPs e a concomitante reducdo de TIMPs
levariam a um desbalanco entre tais fatores, resultado em destruicdo tecidual. Ao contrério,
outros estudos afirmam que a expressao de TIMPs estad aumentada em tecidos periodontais
doentes (HAERIAN et al. 1995, NOMURA et al. 1998, ALPAGOT et al. 2001, GARLET et
al. 2004), o que poderia ser reflexo de uma tentativa de manutengdo da homeostasia tecidual
frente a aumentada expressdo de MMPs. Contudo, a regulacédo positiva de TIMPs poderia ndo
ser suficiente para compensar 0 maior aumento verificado na expressao de MMPs, mais uma
vez, desregulando o balanco e levando a destruicdo tecidual. Um estudo recentemente
publicado demonstrou que A. actinomycetemcomitans, além ativar a produ¢cdo de MMPs por
células do ligamento periodontal in vitro, leva a diminui¢do dos niveis de TIMPs produzidos
por tais células (TIRANATHANAGUL et al. 2004).

De qualquer forma, alteragdes no balango do sistema MMPs/TIMPs (baixos niveis de
TIMPs e/ou altos niveis de MMPs), estdo envolvidas na patogénese de diversos processos
patologicos (SCHULZE et al. 2003, LANCHOU et al. 2003), incluindo a artrite reumatdide
(AR) (KONG et al. 1999, YOSHIHARA et al. 2000, ROMAS et al. 2002KATRIB et al.
2003,). Paralelos entre DP e AR seréo utilizados com freqiiéncia nesta discussao, uma vez tais
patologias apresentam aspectos em comum, como a natureza crénica da resposta inflamatoria,
a intensa destruicdo tecidual e reabsorcdo Ossea, além da maior prevaléncia e maior
severidade da DP nos pacientes com AR (MERCADO et al. 2003, MIRANDA et al. 2003).

Além da destruicdo tecidual potencialmente mediada pelas MMPs, a reabsor¢do 6ssea

alveolar mediada por osteoclastos é caracteristica das DPs. Nesse sentido, também
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examinamos a expressdo do fator osteoclastogénico RANKL, de seu inibidor OPG e da
catepsina K, uma enzima chave no processo de reabsor¢do 6ssea (TEITELBAUM 2000,
DELAISE et al. 2003). Nossos resultados demonstraram que a cinética de expressdo de
RANKL/OPG apresenta um padréo similar a expressdo de MMPs/TIMPs. A fase inicial da
doenca, caracterizada pela sua rapida progressao, é associada com alta expressdo de RANKL
e catepsina K, e uma baixa expressdo de OPG. Ao contrario, menores niveis de expressao de
catepsina K e RANKL e alta expressdo de OPG foram detectados no periodo tardio da DP
experimental (Fig. 9). De fato, estudos sugerem que o balanco entre RANKL e OPG esté
envolvido na determinagdo da severidade da DP humana (LIU et al. 2003, CROTTI et al.
2003, MOGI et al. 2004, GARLET et al. 2004). Tal hipdtese é sustentada por estudos que
demonstram que RANKL esta claramente associado com a reabsor¢do 0ssea, e que o blogueio
de RANKL por OPG inibe de forma efetiva tal processso (TENG et al. 2000, TEITELBAUM
2000, RITCHLIN et al. 2003).

Em conjunto, nossos resultados sugerem que na fase inicial da doenca a intensa
producdo de mediadores inflamatdrios e Thl, como TNF-a, IFN-y e IL-12, estaria induzindo
0 aumento na expressio de MMPs e RANKL, e desta forma, determinando a rapida
progressao da doenca. Por outro lado, a expressdo de IL-4 e IL-10 seria responsavel pelo
aumento na expressdao de TIMPs e OPG, atenuando a progressdo da doenca. De fato, nossos
resultados demonstram correlagGes positivas entre a expressao de IL-13, TNF-o. e IFN-y com
a expresséo de MMP-1 e RANKL, assim como entre IL-4 e IL-10 com TIMP-1 e OPG (Fig.
10). Tais resultados fornecem evidéncias interessantes a respeito do papel de tais citocinas na
determinacdo da severidade da DP experimental, porém, sua relevancia para o controle da
infeccdo periodontal permanece desconhecida.

Ao investigarmos a cinética de infeccdo pelo A. actinomycetemcomitans, constatamos

que tal microrganismo pode ser detectado nos tecidos periodontais em niveis crescentes no
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periodo entre 1 e 15 dias ap0s sua inoculacéo, e entdo se mantém em niveis estaveis durante o
curso da doenga (Fig. 11). Nossos resultados também demonstram a presenca nos tecidos
periodontais de mediadores antimicrobianos potencialmente envolvidos no controle da
infeccdo periodontal. Constatamos uma intensa atividade de mieloperoxidase (MPO) 1 dia
apos a infeccdo, e apesar de uma reducdo significativa, tal atividade se mostrava presente
durante todo o curso da doenca (Fig. 12). De fato, estudos demonstram que neutrdfilos
estimulados com periodontopatégenos produzem MPO (TAICHMAN et al. 1977,
MIYASAKI et al. 1997), e tal enzima se mostra eficiente na morte de diferentes
periodontopatogenos, incluindo o A. actinomycetemcomitans (MIYASAKI et al. 1986,
MIYASAKI et al. 1991A, MIYASAKI et al. 1991B); ou mesmo na inativagdo de sua
leucotoxina (CLARK et al. 1986). Além disso, a presenca de MPO em tecidos periodontais
doentes tem sido relatada em diversos estudos, mas normalmente investigada como um
marcador do nivel de inflamacgéo local (YAMALIK et al. 2000, LISKMANN et al. 2004).
Nossos resultados também demonstram a expressdo de iNOS (a principal enzima envolvida
na inducdo da producdo de NO) nos tecidos periodontais em altos niveis na fase inicial da
doenca, porém reduzidos ap6s 30 dias de infeccdo (Fig. 12). De fato, tanto a expressdo da
enzima iNOS como a producdo de NO se encontram elevadas no periodonto em estado de
doenga (MATEJKA et al. 1998, LAPPIN et al. 2000, HIROSE et al. 2001, BATISTA et al.
2002). Estudos também demonstram que LPS de bactérias periodontopatogénicas tem a
capacidade de estimular a sintese de NO em células humanas e murinas (BLIX et al. 1998), e
que a auséncia de iINOS leva ao aumento na suscetibilidade a infec¢do por P. gingivalis em
um modelo de infeccdo em camara subcutdnea em camundongos (GYURKO et al. 2003).
Além disso, a producdo de NO mediada por iINOS também parece estar envolvida na
destruicdo tecidual vista nas DPs (LOHINAI et al. 1998, KENDALL et al. 2001). Também

verificamos a presenca de elevados titulos de anticorpos especificos para A.
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actinomycetemcomitans no soro dos camundongos infectados, principalmente apo6s 30 dias
pos infeccdo (Fig. 12). O desenvolvimento de uma resposta humoral, com a produgdo de
anticorpos contra periodontopatégenos tem sido verificada em diferentes modelos
experimentais, sendo geralmente correlacionada com a atenuacdo da severidade da doenca
(BEHLING et al. 1981, CLARK et al. 1991, PERSSON et al. 1994, GIBSON FC 3RD et al.
2003).

Apesar da presenca de diferentes moléculas potencialmente envolvidas no controle da
infeccdo (MPO, INOS e anticorpos), constatamos que os animais infectados com A.
actinomycetemcomitans apresentavam uma intensa resposta de fase aguda, representada pela
deteccdo de proteina C reativa (CRP) no soro e no figado (a nivel de mRNA) dos animais a
partir de 7 dias pés infeccdo e durante todo o curso da doenca (Fig. 11). De acordo com
nossos resultados, estudos demonstram uma associacdo entre os niveis séricos de CRP e a
infeccdo periodontal, e sugerem uma possivel relacdo aos efeitos deletérios da DP em relacdo
a saude sistémica dos pacientes (SLADE et al. 2000,NOACK et al. 2001, MATTILA et al.
2002, D'AIUTO et al. 2004). De fato, a CRP € comumente encontrada em baixos niveis no
soro de individuos normais, porém em niveis 100 a 200 vezes mais elevados durante
inflamacdo sistémica aguda (GABAY et al. 1999). O aumento nos niveis de CRP é um
importante fator de risco para aterosclerose, infarto do miocardio e doencas vasculares
periféricas, e esta positivamente correlacionado com perda de peso, sindrome de anorexia e
caquexia (RIDKER et al. 1997, MAHMOUD et al. 2002, BACKES et al. 2004). Apesar de
termos constatado a ocorréncia de niveis significantes de CRP no soro dos animais infectados
durante o curso da DP, ndo foram verificadas alteragdes com relagdo ao ganho de peso
apresentado pelos camundongos infectados no periodo analisado (Fig. 11).

Tais resultados fornecem evidéncias interessantes a respeito do possivel envolvimento

de MPO, iNOS e da producéo de anticorpos no controle da infec¢do periodontal. Contudo, os
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resultados até aqui apresentados ndo nos permitem estabelecer o nivel de protecdo conferido
por tal resposta, assim como analisar o real papel de tais fatores no controle da infec¢do por A.
actinomycetemcomitans. Nesse sentido, buscando esclarecer o papel das citocinas na
imunomodulagdo da DP experimental, realizamos a infecgdo com A. actinomycetemcomitans
em diferentes linhagens de camundongos geneticamente modificados. A utilizagdo de tais
animais, nos quais o gene responsavel pela codificacdo de uma citocina de interesse ou seu
receptor é eliminado, nos permite a analise precisa dos mecanismos pelos quais cada citocina
atua na imunopatogénese da doenca periodontal, demonstrando uma relagdo causa e efeito, e
n&o nos limitando a associa¢Bes temporais que podem ser apenas casuais.

Embora alguns estudos demonstrem associa¢do entre citocinas pro-inflamatoérias na
imunopatogénese das DPs, os mecanismos pelos quais 0 TNF-a modula a reagdo inflamatéria
e destruicdo tecidual ndo sdo conhecidos. Nesse sentido, realizamos a inoculacdo de A.
actinomycetemcomitans em camundongos geneticamente deficientes do receptor p55 de TNF-
a (TNFp55-KO), a partir dos quais analisamos diversos fatores potencialmente envolvidos na
patogénese das DPs. Constatamos inicialmente que nos animais TNFp55KO infectados com
A. actinomycetemcomitans o numero de leucdcitos nos tecidos periodontais estava
significativamente reduzido quando comparados aos animais WT (Fig. 13 e 14). Ao
analisarmos o fenotipo de tais células através de citometria de fluxo, verificamos que
neutréfilos (células GR1+), macrofagos (F4/80+), linfécitos T CD4 (CD3+CD4+), linfocitos
T CD8 (CD3+CD8+) e linfocitos B (CD19+) se encontravam em menor nimero nos animais
TNFp55KO (Fig. 15). Nossos resultados também demonstram que a reabsorcao 6ssea alveolar
estava significativamente reduzida nos animais TNFp55-KO quando comparada aos animais
WT (Fig. 13).

De acordo com tais dados, estudos demonstram que a auséncia do receptor p55 esta

ligada a diminuigdo da resposta inflamatoria (TAK et al. 1996, KONDO et al. 1997,
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PESCHON et al. 1998, BRITO et al. 1999) e reabsorcdo Ossea alveolar em resposta a
estimulos microbianos (ABU-AMER et al. 1997, MERKEL et al. 1999, CHIANG et al.1999,
GOLDRING et al. 2000). Além disso, a inibicdo de TNF-a leva a reducdo da migracdo de
leucdcitos aos tecidos periodontais, da reabsor¢do Ossea alveolar e da perda de insercdo
conjuntiva em modelos experimentais de DP (ASSUMA et al. 1998, GRAVES et al. 1998,
DELIMA et al. 2001, GRAVES et al. 2001, OATES et al. 2002). Contudo, 0s mecanismos
moleculares pelos quais TNF-a modula a resposta inflamatoria e a severidade da DP ndo séo
conhecidos.

Buscando responder tal questdo, inicialmente investigamos a expressdo dos
quimioatraentes de neutréfilos, CXCL3 e CXCL1 (FREVERT 1995A/B, D'AMBROSIO et
al. 2003, ROT et al. 2004), nos tecidos periodontais durante o curso da DP experimental.
Verificamos que a expressdo de CXCL3, CXCL1 e CXCR2 estava reduzida nos animais
TNFp55-KO (Fig. 18 e 19). Como previamente descrito, o nimero de neutrofilos nos tecidos
periodontais dos animais TNFp55-KO ¢ significativamente menor que nos animais WT (Fig.
13). De acordo com tais resultados, estudos demonstram que TNF-a modula a expressao de
CXCL3 e CXCL1; e consequente, regula o recrutamento de neutrofilos (TESSIER et al. 1997,
MIZGERD et al. 2001, ALCAMO et al. 2001).

Nossos resultados também demonstram que a expressao de CCL3, CCL5, CXCL10, e
dos receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR3, estava significativamente reduzida nos
animais TNFp55-KO (Fig. 18 e 19). Tais quimiocinas e receptores estdo caracteristicamente
envolvidos na quimioatracdo de células T CD4 com fendtipo Thl e macrofagos (ROSSI &
ZLOTNIK 2000, LUTHER & CYSTER 2001, D'AMBROSIO et al. 2003, ROT et al. 2004),
e de fato, tanto linfocitos T e macrofagos foram encontrados em menor nimero nos animais
TNFp55-KO (Fig. 15). Além disso, tais quimiocinas sdo amplamente expressas em tecidos

periodontais doentes, estando sua expressdo supostamente relacionada com a severidade da
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doenca (GAMONAL et al. 2001, GEMMEL et al. 2001, GARLET et al. 2003, GARLET et
al. in press).

De fato, estudos demonstram que TNF-o e TNFp55 estdo diretamente ligados a
expressao de diversas quimiocinas (TESSIER et al. 1997, CZERMAK et al. 1999,
SEDGWICK et al. 2000, VADAY et al. 2001, BORISH & STEINKE 2003), sendo que a
regulacdo negativa em amplo espectro da expressdo de quimiocinas, vista nos animais
TNFp55KO0, possivelvemente se deve a auséncia direta de tal receptor. Contudo, tal expressdo
também pode ser influenciada pela regulacdo negativa de outros mediadores inflamatorios,
como a IL-1p (Fig. 16 e 17), também envolvida na indugdo da expressdo de quimiocinas
(SEDGWICK et al. 2000, ROSSI & ZLOTNIK 2000, LUTHER & CYSTER 2001, VADAY
et al. 2001, BORISH & STEINKE 2003, D'AMBROSIO et al. 2003, ROT et al. 2004). Além
disso, a menor expressdo de CXCL10 poderia ser explicada pela reducdo nos niveis de IFN-y
nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO (Fig. 16 e 17)(FARBER et al. 1997,
SEBASTIANI et al. 2002, MCLOUGHLIN et al. 2003). Por outro lado, a expressdo da
quimiocina CCL1 e do receptor CCR4 e CCRS, ligados a respostas do tipo Th2, ndo foi
alterada pela auséncia do TNFp55. Desta forma, podemos concluir que a reducdo na
expressao de quimiocinas e de outras citocinas inflamatorias, apresentada pelos animais
TNFp55-KO, seria responsavel pela reducdo da migracdo de células inflamatdrias em resposta
a infeccdo por A. actinomycetemcomitans.

Além de seu papel na migracdo celular, TNF-o. esta potencialmente envolvido na
geracdo de mediadores potencialmente envolvidos na destruicdo dos tecidos periodontais
(TAUBMAN & KAWAI 2001, GRAVES & COCHRAM 2003). Nosso proximo passo,
portanto, foi investigar a expressdo de MMPs e RANKL, e seus respectivos inibidores, TIMPs
e OPG, nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO. Constatamos que a expressdo de

MMPs e RANKL, assim como da enzima catepsina K, era significativamente menor nos
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animais TNFp55-KO infectados, quando comparados aos animais WT (Fig. 20 e 21). De fato,
estudos prévios demonstram claramente que o receptor p55 de TNF-a estd envolvido no dano
tecidual mediado por MMPs (PENDER et al. 1998, MAJKA et al. 2002, FERNANDES et al.
2002), assim como contribui para a reabsorcdo d6ssea inflamatoria (ABU-AMER et al. 1997,
MERKEL et al. 1999, AZUMA et al. 2000, GERSTENFELD et al. 2003), em mecanismos
que podem ser dependentes (ZOU W 2001) ou independentes de RANKL (SABOKBAR et
al. 2003). Ao analisarmos a expressdo de TIMPs e OPG nos animais TNFp55KO,
constatamos que a expressdo de TIMP-1 e OPG se mostrava aumentada nos tempos de 7 e 15
dias, TIMP-2 apresentava-se em niveis mais intensos aos 30 e 60 dias de infec¢do. Tal
aumento na expressdo de TIMPs e OPG poderia ser devido a maior expressao de IL-10 vista
nos animais TNFp55KO (Fig. 16 e 17) (KAWASHIMA & STASHENKO 1999, SASAKI et
al. 2000). Entretanto, a expressao de IL-4, também caracteristicamente envolvida na inducéo
de TIMPs e OPG (KAWASHIMA & STASHENKO 1999, SASAKI et al. 2000), é similar
nos animais TNFp55-KO e WT em todos tempos analisados (Fig. 16 e 17).

Tais resultados nos permitem sugerir que a auséncia direta de TNFp55, possivelmente
somada aos efeitos indiretos na regulacdo negativa de IL-1B, leva a menor expressao de
MMPs e RANKL nos animais TNFp55-KO (DAYER & BURGER 1994, ABU-AMER et al.
1997, REKDAL et al. 1996, BESSIS & BOISSIER 2001, MOHAMMED et al. 2003,
SEBASTIANI et al. 2002). Além disso, a manutencdo ou ligeiro aumento nos niveis de
TIMPs, OPG e IL-10, também estariam envolvidos na significativaatenuacdo da perda déssea
alveolar nos apresentada pelos animais TNFp55-KO.

Entretanto, apesar da menor severidade da DP apresentada pelos animais deficientes
de TNFp55, tal deficiéncia resulta no comprometimento da resposta imune a infeccdo por A.
actinomycetemcomitans, uma vez que tais animais apresentam um grande aumento na carga

bacteriana nos tecidos periodontais, quando comparados aos camundongos WT (Fig. 22). Em
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concordancia com nossos resultados, diversos estudos demonstram a deficiéncia do receptor
p55 de TNF-o leva a um severo comprometimento da eliminacdo de ampla variedade de
patdgenos, que freqiientemente resulta na morte de tais animais (PFEFFER et al. 1993,
STEINSHAMN et al. 1996, SOUTO et al. 2000, MIZGERD et al. 2001, T ALIBERTI et al.
2001, HALMAIER et al. 2002). Apesar de ndo termos constatado mortes no grupo de animais
TNFp55KO0 infectados com A. actinomycetemcomitans (dado ndo mostrado), constatamos um
aumento na resposta de fase aguda em tais animais, além de uma significativaredu¢do no
ganho de peso durante o curso da infeccdo (Fig. 22). Apesar de TNF-a apresentar um
importante papel na inducdo de respostas de fase aguda, camundongos TNFp55-KO exibem
resposta de fase aguda em resposta a endotoxina bacteriana similar aos animais WT (LEON et
al. 1997), a qual pode ser mediada por outras citocinas inflamatorias como IL-1 e IL-6 (KOJ
et al. 1996, FANTUZZI & DINARELLO 1996, LABOW et al. 1997, RAMADORI et al.
1999).

Podemos sugerir que 0 comprometimento da resposta protetora contra a infec¢do por
A. actinomycetemcomitans apresentado pelos animais TNFp55-KO possa estar relacionado a
reduzida quimioatracdo de fagdcitos aos tecidos periodontais. De fato, como previamente
salientado, a andlise fenotipica das células extraidas dos tecidos periodontais mostra que tanto
neutrofilos (GR1+) como macréfagos (F4/80+) se encontravam em menor ndmero nos
camundongos TNFp55-KO (Fig.16). Ambos os tipos celulares sdo componentes da resposta
imune inata, e diretamente envolvidos no reconhecimento e na morte de patdgenos através da
producdo de fatores antimicrobianos. Em camundongos, os macrofagos sdo a principal fonte
de NO, um radical anti microbiano derivado da arginina e do oxigénio molecular, em uma
reacdo catalizada pela enzima iINOS (BOGDAN et al. 2000, BOGDAN 2001,
CHAKRAVORTTY & HENSEL 2003). Diversos estudos demonstram que TNF-a. é capaz de

ativar macrofagos e sua consequente agdo microbicida via INOS/NO (LEENEN et al. 1994,
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SOUTO et al. 2000, SILVA et al. 2003). Nossos resultados demonstram que a expressédo de
INOS estava significativamente reduzida nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO
(Fig.23). Por sua vez, neutrofilos também podem ser fonte de NO e outros reativos de
oxigénio com funcgdo antimicrobiana, como a MPO (CARRERAS et al. 1994, ASAI et al.
2000). Nossos resultados também demonstram que o0s niveis de MPO estavam
significativamente reduzidos nos tecidos periodontais dos animais TNFp55-KO (Fig.23).
Investigando outros possiveis mecanismos de protecdo comprometidos pela deficiéncia no
TNFp55, constatamos que o titulo de IgG total especifica para A. actinomycetemcomitans
estava apenas ligeiramente reduzidos nos animais TNFp55-KO, sugerindo que auséncia de
TNF-a nédo prejudica a resposta imune humoral no curso da DP experimental (Fig.23).

Dessa forma, podemos sugerir que tanto MPO como iNOS estdo envolvidas no
controle da infeccdo por A. actinomycetemcomitans. De acordo tal hipotese, estudos
demonstram que iNOS e MPO tem a capacidade de eliminar diversos periodontopatdgenos in
vitro (MIYASAKI et al. 1986, MIYASAKI et al. 1991, ALLAKER et al. 2001, GYURKO et
al. 2003). Além disso, uma acdo complementar entre reativos de nitrogénio e oxigénio tem
sido demonstrada, uma vez que animais deficientes tanto de NO como de O, sucumbem
rapidamente a infec¢bes com bactérias enddgenas (SHILOH et al. 1999).

Com relagéo ao papel de TNF-a na DP experimental, nossos resultados demonstram
0s mecanismos moleculares envolvidos no controle da reacdo inflamatéria e reabsorcdo 6ssea
alveolar, e desta forma, na determinacéo da severidade da doenca. Além disso, demonstramos
que o TNF-a apresenta um papel importante no controle da infeccdo periodontal, através de
mecanismos que envolvem a quimioatracdo e ativacdo de fagdcitos nos tecidos periodontais,
levando a producdo mediadores antimicrobianos.

Além do TNF-a, citocinas como IL-12 e IFN-y também estdo potencialmente

envolvidas imunopatogénese das DPs. Tais citocinas sdo respectivamente a principal indutora,
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e a citocina efetora das respostas do tipo Thl, que caracteristicamente potencializam a
resposta inflamatéria e a imunidade celular. Apesar do papel de tais citocinas nas DP
experimental ter sido alvo de estudos prévios, seu papel na patogénese da doenca é
controverso, no caso do IFN-y; e praticamente desconhecido, no caso da IL-12. Além disso, 0
potencial papel das respostas Thl no controle da infeccdo periodontal sdo completamente
inexplorados.

Verificamos inicialmente que os animais geneticamente deficientes de IFN-y (IFN-
vKO), quando infectados com A. actinomycetemcomitans, apresentaram uma significativa
diminuicdo no numero de células inflamatorias no tecido gengival; assim como uma reducéo
significativana perda 6ssea alveolar, quando comparados aos animais WT infectados (Fig. 24
e 25). Ao analisarmos o fenotipo do infiltrado celular presente nos tecidos periodontais dos
animais IFN-y KO, constatamos que o nimero de neutrofilos, macréfagos, linfocitos T CD4,
T CD8 e B se encontrava significativamente reduzido (Fig. 26).

Em concordancia com nossos resultados estudos prévios demonstram que
camundongos geneticamente deficientes de IFN-y apresentam uma reducdo na resposta
inflamatdria e na reabsorcdo dssea alveolar em resposta a infeccdo por P. gingivalis (HOURI-
HADDAD et al. 2002, BAKER et al. 1999). Além disso, a auséncia de IFN-y leva a uma
menores niveis de inflamacdo e destruicdo tecidual na AR (KAGEYAMA et al. 1998,
BUTLER et al. 1999, MAURI et al. 2003, VERVOORDELDONK & TAK 2002). Entretanto,
um estudo recente demonstra que IFN-y ndo apresenta papel critico na inflamacdo e na
reabsorcdo Ossea periapical (SASAKI et al. 2004). Contudo, 0os mecanismos moleculares
pelos quais tal citocina modula a severidade da DP experimental ndo sdo conhecidos.

Buscando responder tal questdo, nosso primeiro passo foi analisar o papel do IFN-y na
modulagdo da expressdo de citocinas inflamatorias classicamente envolvidas na patogénese

das DPs. Nossos resultados demonstram que tanto a expressao de mRNA quanto os niveis de
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IL-1p e TNF-o se mostraram significativamente menores no tecido gengival de animais IFN-
vKO (Fig. 27 e 28). Em concordancia com tais resultados, estudos demonstram que o IFN-y
induz o aumento de responsividade de fibroblastos gengivais a acdo do LPS, levando a uma
maior producdo de citocinas inflamatérias (TAMALI et al. 2002, MOCHIZUKI et al. 2004).
Além disso, correlacbes positivas entre os niveis de IFN-y e mediadores inflamatorios tem
sido descritos na DP humana (GORSKA et al. 2003); assim como demonstramos tal
correlacdo na DP experimental em camundongos WT (Fig. 10). De fato, a menor expresséo de
TNF-a e IL-1p na auséncia de IFN-y pode contribuir para a atenuagdo da severidade da DP
experimental (GRAVES et al. 1998, DELIMA et al. 2001, OATES et al. 2002, ORINGER et
al. 2002, HARRIS et al. 2002, VAN DYKE et al. 2003).

Além de tais citocinas inflamatdrias, as quimiocinas estdo diretamente envolvidas na
atracdo seletiva de diferentes populagdes celulares para os tecidos periodontais (TONETTI et
al. 1994, MATHUR et al. 1996, GAMONAL et al. 2001, GEMMEL et al. 2001). Assim,
nosso proximo passo foi investigar a expressdo de tais fatores nos tecidos periodontais dos
animais IFN-yKO. Nossos resultados demonstram que enquanto a expressdo de CXCL3 foi
similar entre os animais IFN-yKO e WT infectados, a expressdo de CXCL1 e de seu receptor
CXCR2 se mostrou significativamente reduzida nos animais IFN-yKO durante todo o curso
da doenca (Fig. 30 e 31). De fato, nossos resultados também demonstram que o0 nimero de
neutrofilos (GR1+) nos tecidos periodontais dos animais TNF-KO se mostrava grandemente
reduzido (Fig. 26). Também constatamos que a intensidade de expressdo de CCL3 e CCL5, e
dos receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR3 estava significativamente diminuida nos
animais IFN-yKO; e que a quimiocina CXCL10 ndo foi detectada nos tecidos periodontais
dos camundongos de tal linhagem (Fig. 30 e 31). Como previamente discutido, tais
quimiocinas (CCL3, CCL5 e CXCL10) e seus respectivos receptores (CCR5 e CXCR3) sdo

amplamente expressas em tecidos periodontais humanos doentes (GARLET et al. 2003,
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GAMONAL et al. 2001, GEMMEL et al. 2001), e estdo tipicamente envolvidos na
quimioatracdo de linfécitos Thl e macréfagos (ROSSI & ZLOTNIK 2000, LUTHER &
CYSTER 2001, D'AMBROSIO et al. 2003, ROT et al. 2004). De fato, nossos resultados
demonstram uma dimuigdo significativa no namero de linfocitos CD4, CD8 e macr6fagos nos
tecidos periodontais dos animais IFN-yKO (Fig. 26).

Em concordancia com nossos resultados, diversos estudos demonstram que IFN-y
modula a migrac&o de diversos tipos celulares, incluindo os neutréfilos, macréfagos e células
T (SOUTO et al. 2000, ROSSI & ZLOTNIK 2000, ALIBERTI et al. 2001, LUTHER &
CYSTER 2001, OBONYO et al. 2002, ZHANG et al. 2003, D'AMBROSIO et al. 2003). A
auséncia de expressdo de CXCL10 nos tecidos periodontais poderia ser reflexo direto da
auséncia de IFN-y, caracteristicamente envolvido em sua inducdo (FARBER 1997,
NEUMANN et al. 1998, SEBASTIANI et al. 2002, MCLOUGHLIN et al. 2003). Além de
induzir a expressdo de certas quimiocinas de forma especifica (como por exemplo CXCL10),
0 IFN-y pode atuar em sinergia com TNF-a na indugéo da expresséo de diversas quimiocinas,
como CCL3 e CCL5 (SONG et al. 1999, TALVANI et al. 2000, SEDGWICK et al. 2000,
VADAY et al. 2001, OBONYO et al. 2002, BORISH & STEINKE 2003, ZHANG et al.
2003). Desta forma, podemos sugerir que também se verifica um efeito indireto da auséncia
de IFN-y, representado pela menor presenca de TNF-a. nos tecidos periodontais (Fig. 27 e 28),
o0 qual também contribui para a regulacao negativa da expressao de quimiocinas. Analisados
em conjunto, nossos resultados nos levam a supor que a auséncia direta de IFN-y, somada a
menor expressao de citocinas inflamatdrias e quimiocinas nos tecidos periodontais, estariam
envolvidas na reducao na reacdo inflamatdria verificada nos animais IFN-yKO.

Investigando ainda os mecanismos pelos quais o IFN-y participa da determinacéo da
severidade da DP, nosso proximo passo foi investigar o papel de tal citocina na modulacdo da

expressdo de MMPs e TIMPs, RANKL e OPG durante o curso da DP experimental. Nossos
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resultados demonstram que os camundongos deficientes de IFN-y apresentaram uma
expressao significativamente reduzida de MMPs, RANKL e catepsina K em todos os tempos
analisados, quando comparados aos animais WT (Fig. 32 e 33). Como discutido em relagéo as
guimiocinas, a auséncia de IFN-y somada a menor expressao de citocinas inflamatdrias como
TNF-a e IL-1B, possivelmente é responsavel pela regulacdo negativa da expressdao de MMPs
(DAYER & BURGER 1994, BESSIS & BOISSIER 2001, SEBASTIANI et al. 2002,
MOHAMMED et al. 2003 , SZEKANECZ et al. 2003). Com relacéo a expressdo de RANKL,
estudos demonstram que, in vitro, o IFN-y parece inibir a expresséo de RANKL, e
conseqiientemente, a diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos (MORIYAMA et al. 2002,
TAKAYANAGI et al. 2002, UDAGAWA et al. 2003). Ao contrario, com base em nossos
resultados podemos sugerir que in vivo, tal efeito inibitorio exercido por IFN-y pode ser
suplantado por seu efeito pro-inflamatorio. De fato, a auséncia de IFN-y resulta em menores
niveis de TNF-a e IL-1B (Fig. 27 e 28), que caracteristicamente induzem a expressao de
RANKL e a diferenciacdo de osteoclastos.

Por outro lado, a expressédo de TIMPs e OPG se mostrou ligeiramente aumentada nos
animais IFN-yKO, principalmente na fase inicial da doenca, 7 e 15 dias apds a inoculagdo dos
microrganismos (Fig. 32 e 33). Tal aumento pode ser resultado da expressao mais precoce e
aumentada de 1L-10, assim como pelo aumento na expresséo de IL-4 nos tecidos periodontais
dos animais IFN-yKO (Fig. 27 e 28). Como previamente descrito, durante o curso na DP
experimental em camundongos C57BL/6, o inicio da expressdo de IL-4 e IL-10 apresenta
uma correlacdo com aumento da expressao de TIMPs e OPG (Fig. 10). Também de acordo
com tais resultados, correlacdes positivas foram encontradas entre a expressdo de IL-4 e IL-
10, e a expressdo de TIMPs e OPG, estando tal quadro relacionado a menor severidade da DP
humana (GARLET et al. 2004). De fato, tais citocinas Th2 tem sido descritas como

supressoras da atividade de reabsorcdo 0ssea, através da regulacdo positiva da expressdo de
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OPG (KAWASHIMA & STASHENKO 1999, SASAKI et al. 2000, VAN DEN BERG et al.
2002, MAURI et al. 2003).

Desta forma, sugerimos que 0 aumento na expressdo de mediadores Th2,
concomitantemente com a auséncia de IFN-y e menor producdo de TNF-a e IL-1B
mediadores nos tecidos periodontais, estaria regulando o balanco da expressédo MMPs e
TIMPs, e RANKL e OPG, a favor da maior expressdo de inibidores, sendo este 0 mecanismo
molecular para a reduzida severidade da DP apresentada pelos animais IFN-yKO.

Analisando agora o possivel papel de IL-12 na imunomodulacdo da DP experimental,
verificamos que os animais geneticamente deficientes de 1L-12p40 (IL-12KO) apresentavam
apenas uma discreta reducdo na resposta inflamatéria e perda dssea em resposta a infeccdo
por A. actinomycetemcomitans quando comparados aos animais WT, porém tal atenuacdo se
mostra geralmente ndo estatisticamente significativa (Fig. 24 e 25). Além disso, Nnossos
resultados demonstram um padrdo de expressdo de citocinas inflamat6rias e quimiocinas
muito parecido nos animais IL-12KO e WT (Fig. 27 a 30). De forma similar, constatamos que
os niveis de expressdo de MMPs e TIMPS, RANKL e OPG sdo similares nos camundongos
WT e IL-12KO (Fig. 30 e 31). Tais resultados sdo compativeis com a discreta reducdo na
resposta inflamatdria e na reabsorcdo dssea (ndo estatisticamente significantes) vista nos
camundongos IL-12KO (Fig. 24) em resposta a infeccdo por A. actinomycetemcomitans.

Apesar de diversos estudos demonstrarem a associacdo de altos niveis de 1L-12,
quimiocinas e metaloproteases, em diferentes processos inflamatérios e infecciosos, acredita-
se que o efeito de tal citocina seja indireto, e mediado principalmente pela produgéo de IFN-y,
classicamente induzida pela IL-12 (PEEVA et al. 2000, KIM et al. 2000, HULTGREN et al.
2001, HEGEMANN et al. 2003, JOOSTEN et al. 2002, LAUWERYS et al. 2002,
FINNEGAN et al. 2002). Investigando o motivo da insignificante atenuacdo da severidade da

DP na auséncia de IL-12, verificamos que a expressao de IFN-y se mostrava persistente nos
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camundongos IL-12KO, apesar de uma reducéo significativa aos tempos de 1 e 7 dias apds a
infeccdo (Fig. 31). De fato, as alteracOes vistas na expressao de IL-1p, TNF-a. e CXCL10
foram verificadas apenas nesse mesmo periodo de tempo apo6s a infecgdo (Fig. 27, 28 e 30).
De acordo com nossos resultados, estudos demonstram o que desenvolvimento de
repostas do tipo Thl e a producéo de IFN-y podem acontecer mesmo na auséncia de 1L-12,
devido a outras citocinas que podem suprir sua auséncia (CHIKANO et al. 2000,
TRINCHIERI et al. 2003, BROMBACHER et al. 2003, HOLSCHER et al. 2004, NOVELLI
et al. 2004). Entre tais citocinas encontra-se a 1L-18, detectada tanto nos animais WT como
nos IL-12KO durante todo o curso da doenca (Fig. 31). De fato, a IL-18 € capaz de induzir a
expressao de IFN-y, além de TNF-o e IL-1p (PUREN et al. 1998, GRACIE et al. 1999,
SWAIN et al. 2001, GRACIE et al. 2003), e apresenta um papel importante na inducdo e
manutencdo da resposta inflamatoria no curso da AR (VAN DEN BERG et al. 2002, LIEW et
al. 2003). Como previamente discutido, uma vez que a AR compartilha diversos aspectos com
as DPs (MERCADO 2003) um papel similar poderia ser exercido pela IL-18 na patogénese
das DPs (DELALEU et al. 2004). De fato, parece existir uma redundancia no papel de tais
citocinas, uma vez que a auséncia de IL-12 ou IL-18 ndo altera a reabsorcdo 6ssea periapical
(SASAKI et al. 2004). Contudo, estudos demonstram que IL-18 pode apresentar um papel
dubio como polarizadora da resposta imune, levando a respostas Thl ou Th2, na dependéncia
do microambiente local (NAKANISHI et al. 2001). Outra citocina que poderia induzir a
expressdo de IFN-y é a IL-23, uma citocina da familia da IL-12 recentemente caracterizada
(TRINCHIERI et al. 2003, BROMBACHER et al. 2003, NOVELLI et al. 2004, HOLSCHER
et al. 2004). Estudos recentes sugerem que o papel de IL-23 na patogénese da artrite € mais
relevante que o da prépria IL-12, originalmente reconhecida como principal responsavel pela
geracdo de células Thl em tal patologia (ANDERSSON et al. 2004). Assim como a IL-18, a

IL-23 € detectada tanto nos tecidos periodontais dos animais WT como nos IL-12KO durante
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todo o curso da doenca (Fig. 31). Até o presente momento, acreditamos que essa seja a
primeira descrigdo da expressao de tais citocinas nos tecidos periodontais.

Desta forma, os resultados até aqui apresentados, demonstram que a IL-12 parece ndo
apresentar um papel critico na patogénese da doenca, sendo que sua classica funcdo de
indutora da producdo de IFN-y pode estar sendo realizada por citocinas como a IL-18 e a IL-
23. Além disso, demonstramos que a auséncia de IFN-y resulta em menor severidade da DP,
através da regulacdo da expressdo de quimiocinas e citocinas, assim como de MMPs e
RANKL.

Contudo, a auséncia de IFN-y resulta na perda da imunidade protetora a infec¢do por
A. actinomycetemcomitans, uma vez que 100% dos animais geneticamente deficientes de
IFN-y morreram entre 42 a 55 dias de infecgdo (Fig. 34). Aos 45 dias de infeccdo, detectamos
a presenca de A. actinomycetemcomitans nos tecidos periodontais, estbmago, intestino,
pulmao, figado, coracdo, rim e bago dos camundongos IFN-yKO. A andlise histopatolédgica de
tais 6rgaos demonstrou alteracGes significativas apenas nos pulmdes desses animais, nos quais
se verificava a presenca de intenso infiltrado inflamatorio e regides de fibrose, o que néo
acontecia nos animais controle (Fig. 35) e em nenhuma das demais linhagens estudadas
(dados ndo mostrados). Além disso, os camundongos IFN-yKO infectados com A.
actinomycetemcomitans apresentaram um significativo aumento na resposta de fase aguda
(Fig. 36), assim como uma reducdo no ganho de peso durante o curso da infeccdo (Fig. 36).
Ao contrério, nos animais WT e IL-12KO (Fig. 34) a deteccdo de A. actinomycetemcomitans
se manteve restrita aos tecidos periodontais, estdmago, intestino, sendo que a resposta de fase
aguda e o ganho de peso de tais animais é similar ao visto nos animais controle (Fig. 36).

Em concordancia com nossos resultados, antes de ser reconhecido como
periodontopatogeno (TANNER et al. 1979), o A. actinomycetemcomitans era descrito em

lesBes cardiacas, pulmonares, cerebrais, urinarias; sendo alvo de diversos estudos nesse
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sentido (OVERHOLT et al. 1966, MARTIN et al. 1967, TOWNSEND et al. 1969, MUHLE
et al. 1979). Atualmente, devido as possiveis influéncias sistémicas da infecgdo periodontal,
tal assunto voltou a ser foco de grande interesse, e diversos estudos tem demonstrado a
presencga de periodontopatdgenos em ateromas, lesdes pulmonares e cerebrais, entre outras
(ZIJLSTRA et al. 1992, MORRIS et al. 1994, CHEN et al. 1995, STELZEL et al. 2002,
ISHIHARA et al. 2004, KORDES et al. 2004, PATUREL et al. 2004). Além disso, estudos
demonstram que o clone de A. actinomycetemcomitans utilizado em nossos estudos, o JP2, é
caracterizado pela intensa atividade leucotdxica e pela grande capacidade de invasao tecidual
(HENDERSON et al. 2002, HAUBEK et al. 2004, HAUBEK et al. 2004B).

Além da disseminacdo de A. actinomycetemcomitans em diversos 0rgaos, Nnossos
resultados demonstram que a carga bacteriana presente nos tecidos periodontais dos
camundongos IFN-yKO era significativamente maior do que nos animais WT (Fig. 34 e 36),
enguanto gue nos animais IL-12KO apenas um pequeno aumento foi detectado 7 dias ap0s a
inoculacdo dos microrganismos (Fig. 34 e 36). De fato, a geracdo de respostas do tipo Thl
tem sido descrita com imprescindivel no controle de uma série de patdgenos, uma vez que a
auséncia de IFN-y leva ao aumento da suscetibilidade a uma ampla gama de infecgdes,
causadas por bactérias, virus e outros parasitas (LE PAGE et al. 2000, XING et al. 2000,
DECKER et al. 2002, SALAZAR-MATHER & HOKENESS 2003, TRINCHIERI et al.
2003).

Uma hipotese para a ineficiente resposta dos animais IFN-yKO & infeccdo por A.
actinomycetemcomitans, é que a reduzida expressdo de quimiocinas no tecido gengival (Fig.
30 e 31) poderia estaria prejudicando o recrutamento de fagdcitos, dificultando ou
impossibilitando a resposta imune local. Nesse sentido, demonstramos que o numero de
neutrofilos e macrofagos estava bastante reduzido nos tecidos periodontais dos animais 1FN-

vKO, quando comparado aos animais WT (Fig. 26). Como previamente discutido, ambos 0s
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tipos celulares participam da resposta imune inata e estdo diretamente envolvidos no controle
de microrganismos através da produgdo de mediadores antimicrobianos. De fato, verificamos
que a expressao de iINOS estava significativamente reduzida no tecido gengival dos animais
IFN-yKO (Fig. 37), assim como visto nos animais TNFp55KO (Fig.23). Tais resultados
sugerem que iINOS pode apresentar um papel importante no controle da infec¢do periodontal.
De fato, ao infectarmos animais iNOS-KO com A. actinomycetemcomitans, verificamos um
grande aumento na carga bacteriana nos tecidos periodontais, assim como um aumento na
resposta de fase aguda, e uma reducdo no ganho de peso por tais animais durante o curso da
doenca (Fig. 38). De fato, como previamente descrito, o sistema iINOS/NO apresenta
importante papel microbicida frete a inimeros patégenos, entre os quais estdo incluidos P.
gingivalis e o A. actinomycetemcomitans (VAN DER VEEN et al. 2001, SILVA et al. 2003,
GYURKO et al. 2003). No entanto, ndo foram verificadas mortes, assim como ndo foram
detectados indicios de disseminacdo bacteriana nos animais iINOS-KO infectados com A.
actinomycetemcomitans (dados ndo mostrado).

Desta forma, tais resultados nos levam a supor que apesar de iINOS apresentar um
papel importante no controle da infeccdo periodontal, outros fatores antimicrobianos
provavelmente estariam envolvidos neste processo. De fato, também constatamos uma
drastica redugdo na atividade de MPO nos tecidos periodontais dos animais IFN-yKO,
comparados aos animais WT. Em concordéancia com nossos resultados, estudos demonstram
que o IFN-y apresenta um papel importante na ativacdo de neutréfilos, o que contribui de
maneira significativa para sua atividade antimicrobiana (SHALABY et al. 1985, RUBIN et al.
1989, MORRISON et al. 1987, ELLIS et al. 2004, MARTINELLI et al. 2004). Investigando
outros mecanismos imunes que poderiam estar prejudicados pela auséncia de IFN-y,
constatamos que os titulos de anticorpos contra A. actinomycetemcomitans eram similares nos

animais IFN-yKO, IL-12KO e WT.
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Uma vez que tanto os animais IFN-yKO, TNFp55-KO e iNOS-KO apresentaram um
aumento na susceptibilidade a infeccdo por A. actinomycetemcomitans, mas apenas o IFN-
yKO apresentou mortalidade a infecgdo, comparamos a presenca de fagocitos e de mediadores
antimicrobianos nos tecidos periodontais de tais animais durante o curso da infec¢do. Nossos
resultados demonstram que o numero de neutrofilos, assim como os niveis de MPO nos
tecidos periodontais verificados na auséncia de IFN-y sdo significativamente menores que
aqueles vistos nos camundongos TNFp55-KO (Fig. 15, 23, 26 e 37). Ao contrario, nossos
resultados demonstram que 0s niveis de expressdo de iNOS, assim como 0 numero de
macrofagos nos tecidos periodontais dos camundongos infectados com @ A.
actinomycetemcomitans séo similares entre animais IFN-yKO e TNFp55-KO (Fig. 15, 23, 26
e 37). Desta forma, nosso resultados nos levam a supor que a producdo de mediadores
antimicrobianos por neutrofilos (entre os quais se encontra a MPQO) parece exercer um papel
critico no controle da infeccdo experimental por A. actinomycetemcomitans. N0sS0s
resultados também sugerem que a enzima iNOS, supostamente envolvida na producao de NO,
também contribui para o controle da infec¢do, mas ndo apresenta um papel tdo decisivo como
a MPO.

Em resumo, tais resultados demonstram o papel essencial de IFN-y na determinacéo de
uma imunidade protetora contra a infeccdo por A. actinomycetemcomitans. Tal protecdo
parece ser exercida por mecanismos que incluem a quimioatracdo de fagdcitos e sua
conseqiente ativacdo, levando a producdo de mediadores antimicrobianos nos tecidos
periodontais. Um dado interessante se refere as diferencas de resposta dos animais IFN-yKO
frente a infeccdo por diferentes periodontopatdgenos. Nossos resultados demonstram que
animais IFN-yKO infectados com P. gingivalis, apesar de apresentarem uma maior carga
bacteriana nos tecidos periodontais e maior resposta de fase aguda do que os animais WT, ndo

apresentam mortalidade durante o curso da infeccdo (Fig. 34 e 36). Tal resultado sugere que a
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interacdo de um hospedeiro suscetivel e/ou imunocomprometido com periodontopatdégenos
especificos pode ser critica para a determinacéo dos efeitos sistémicos das DPs.

Nossos dados demonstram que a resposta imune e inflamatoria parece ser de
fundamental importancia para o controle da infeccdo periodontal, porém, resulta na destruicdo
dos tecidos caracteristicamente associada a esta patologia. Supde-se que mecanismos
regulatérios possam controlar, ou a0 menos atenuar os efeitos deletérios decorrentes de tal
resposta, sem comprometer o controle da infec¢do. De fato, no curso da DP experimental em
camundongos C57BL/6, demonstramos que a expressdo de IL-4 e IL-10 estava relacionada a
uma menor progressdo da doenga (Fig. 1, 4 e 5), e ao que parece, ndo estava relacionada com
alteracGes dos niveis de infeccdo dos tecidos periodontais por A. actinomycetemcomitans
(Fig.11). Nesse sentido, nosso proximo passo foi investigar o papel de IL-4 e IL-10 na
modulagdo da severidade das DPs, assim como 0s mecanismos envolvidos em tal processo.

Avaliamos inicialmente os parametros de severidade da DP, reacdo inflamatoria e
reabsorcdo Ossea alveolar na DP experimental em camundongos geneticamente deficientes de
IL-4 ou IL-10. Nossos resultados demonstraram que os camundongos IL-4KO e IL-10KO
infectados com A. actinomycetemcomitans apresentaram aumento no ndmero de leucdcitos
nos tecidos periodontais e nos niveis de reabsorcdo 0ssea, quando comparados aos animais
WT, principalmente na fase tardia da doenca, ap6s 30 dias de infeccdo (Fig. 39 e 40).
Constatamos também que o nimero de macréfagos, linfocitos T CD 4 e T CD8 se mostrava
aumentado nos camundongos IL-4KO e IL-10KO, enquanto o ndmero de neutrdfilos e
linfocitos B era similar ao visto nos tecidos periodontais dos animais WT (Fig.41). De fato,
como previamente demonstrado, nos animais WT, uma intensa expressao de IL-4 e I1L-10 é
detectada apds 30 dias de infeccdo (Fig. 4 e 5). De acordo com nossos resultados, estudos
prévios demonstram que a auséncia de IL-4 ou IL-10 leva tanto ao aumento da resposta

inflamatéria como a maiores indices de reabsorcdo dssea (OWENS et al. 1996,
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KAWASHIMA et al. 1999, SASAKI et al. 2000, CUZZOCREA et al. 2001, BENDIXEN et
al. 2001, AL-RASHEED et al. 2004, SAIDENBERG-KERMANAC'H et al. 2004, SASAKI
et al. 2004).

Contudo, os mecanismos envolvidos no controle da resposta inflamatoria pelas
citocinas Th2 na DP experimental ndo sdo conhecidos. Nesse sentido, analisamos inicialmente
a expressao dos mediadores classicamente associados a patogénese da DP, IL-1p e TNF-a,
além de IFN-y. Nossos resultados demonstraram um significativo aumento nos niveis de IL-
1B, TNF-a e IFN-y no tecido gengival de animais IL-4KO e IL-10KO infectados com A.
actinomycetemcomitans, principalmente apds 30 dias de infeccdo (Fig. 42 e 43). Além do
aumento da expressdo de citocinas inflamatdrias, verificamos que a expressdo de CXCL1,
CCL3, CCL5, CXCL10, e dos receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR3 estava
significativamente aumentada nos animais IL-4 e IL-10KO (Fig. 44 e 45). Desta forma, o
aumento na intensidade de expressdo de citocinas inflamatorias e quimiocinas estaria
diretamente envolvido no aumento na reacdo inflamatdria verificado na auséncia de 1L-4 ou
IL-10. De fato, estudos demonstram que tanto IL-4 como IL-10 sdo capazes de inibir a
producdo de citocinas inflamatdrias, que por sua vez induzem a producdo de quimiocinas
(DONNELLY et al. 1990, TE VELDE et al. 1990, FIORENTINO et al. 1991, HAMILTON
et al. 1999, COCCIA et al. 2000, SHANLEY et al. 2000, BRODBECK et al. 2002,
KITAURA et al. 2003). Por outro lado, constatamos que a expressdo de CCL1 e de CCR4,
ligados a respostas do tipo Th2, estava reduzida nos animais IL-4KO, enquanto nos animais
IL-10KO tal expressdo foi similar aquela vista nos animais WT (Fig. 44 e 45). De fato,
estudos demonstram que IL-4 induz a expresssdo de quimiocinas como CCL1 e CCL22, e 0
consequente recrutamento de células Th2 expressando CCR4 e CCR8 (ROSSI & ZLOTNIK
2000, LUTHER & CYSTER 2001, D'AMBROSIO et al. 2003, ROT et al. 2004). De acordo

com tais resultados, verificamos que a expressdo a IL-4 durante o curso da doenga € similar
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entre os animais IL-10KO e WT (Fig. 42 e 43). Ao contrario, constatamos que na auséncia de
IL-4, a expressdo de IL-10 durante o curso da DP experimental se mostra significativamente
reduzida (Fig. 44 e 45).

Além da modulacdo da expressao de quimiocinas, IL-4 e 1L-10 estdo potencialmente
envolvidas na regulacdo do balanco entre MMPs, RANKL e seus respectivos inibidores.
Investigando tal possibilidade, verificamos que a expressdo de MMPs e RANKL, e catepsina
K, estava significativamente aumentada nos animais IL-4 e 1L-10KO quando comparados aos
animais WT (Fig. 46 e 47). Além disso, nossos resultados também demonstram uma
significativareducdo dos niveis de expressdo de TIMPs e OPG na auséncia de IL-4 ou IL-10
(Fig. 46 e 47). Em concordancia com nossos dados, estudos demonstram que as propriedades
regulatorias tanto de IL-4 como de IL-10 incluem o estimulo a producdo de TIMPs e OPG, e a
inibicdo direta da expressdo de MMPs e RANKL (MERTZ et al. 1994, REYNOLDS et al.
1996, BESSIS et al. 2001, CHAKRABORTI et al. 2003, CHENG et al. 2003, VISSE et al.
2003, BAKER et al. 2002, SAIDENBERG-KERMANAC'H et al. 2004, KWAN TAT et al.
2004). Além disso, podemos supor que a dimuicdo da expressdo de citocinas inflamatorias
vista em tais animais contribui para a menor expressao de MMPs e RANKL.

Em conjunto, tais resultados sugerem que uma acao sinérgica de I1L-4 e 1L-10 leva a
atenuacao da severidade da DP experimental, através do controle da expressao de citocinas
inflamatorias, quimiocinas, e mediadores envolvidos na destruicdo dos tecidos periodontais.
Tal mecanismo explicaria a acdo favoravel das citocinas Th2 no que diz respeito a atenuacao
da severidade da doenca. Entretanto, ao compararmos ambas linhagens de animais
geneticamente modificados, constatamos que a auséncia de IL-4 resulta em uma doenca mais
severa do que a falta de IL-10 (Fig. 39). De fato, como previamente citado, verificamos que o
aumento na expressdo de IL-10 constatado durante o curso da doenca é dependente de IL-4;

enquanto a expressdo de IL-4 parece ser independente de IL-10 (Fig.42 e 43). Também
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verificamos que a expressdo de CCL1 e CCR4 era menor nos tecidos periodontais dos
animais IL-4KO, enquanto a auséncia de IL-10 parece ndo interferir em tal expresséo (Fig.44
e 45). Tais resultados nos levam a supor que I1L-4 induz o aumento da producao de IL-10 por
outras células do infiltrado microambiente periodontal, como fibroblastos ou macrofagos.
Além disso, IL-4 parece induzir a expressdo de CCL1, que por sua vez leva ao recrutamento
de células expressando CCR4, as quais também poderiam ser fonte de IL-10.

Uma populagdo celular que potencialmente estaria envolvida em tal processo
corresponde as células T CD4+CD25+ com fendtipo regulatério, chamadas comumente de
células T regulatorias ou Tregs. Diversos estudos tém demonstrado o papel das células T
regulatérias CD4+CD25+ na supressdo e regulacdo da resposta imune em condices de
inflamacdo e infecgdo, prevenindo ou atenuando efeitos deletérios de respostas exageradas,
como dano tecidual ou até mesmo a morte (SINGH et al. 2001, CUROTTO DE LAFAILLE
et al. 2002, MCGUIRK et al. 2002, BAECHER-ALLAN et al. 2004). Uma vez ativadas, sua
funcdo supressora é antigeno inespecifica, levando a supressdo da proliferacdo de outras
células T, ou ainda bloqueando ou diminuindo a producdo de mediadores inflamatérios por
tais células (CUROTTO DE LAFAILLE et al. 2002, BAICHER-ALLAN et al. 2004,
SAKAGUCHI et al. 2004, EHRENSTEIN et al. 2004). Embora haja controvérsia quanto a
seus mecanismos de acédo, acredita-se que possa exercer suas fun¢des de maneira dependente
do contato célula-célula através da molécula inibitéria CTLA-4, ou através da producdo de
citocinas, como TGF-f e IL-10 (CUROTTO DE LAFAILLE et al. 2002, BAICHER-ALLAN
et al. 2004, SAKAGUCHI et al 2004).

Além da modulacdo da resposta inflamatoria, a producdo de citocinas pelas células
CD4+CD25+, marcadamente IL-10, é determinante da manutencédo do estado de laténcia em
diferentes infeccdes, facilitando a sobrevida dos patdgenos e possibilitando a reativacdo da

doenga (BELKAID et al. 2002, SAKAGUCHI 2004, MITTRUCKER et al. 2004, ABE et al.
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2004). Investigando uma possivel interferéncia de IL-10 no controle da infec¢do experimental
por A. actinomycetemcomitans, verificamos que a carga bacteriana nos tecidos periodontais
dos animais IL-10KO era similar aquela vista nos animais WT durante todo o curso da
infecgdo (Fig. 48). Além disso, ndo foram encontradas diferengas entre a reposta de fase
aguda e o ganho de peso durante o curso da infec¢do nos animais 1L-10KO e WT (Fig. 48).
Ao analisarmos os niveis de mediadores antimicrobianos nos tecidos periodontais dos animais
IL-10KO, constatamos também um aumento na expressao de iINOS a partir de 15 dias apds a
inoculagdo dos microrganismos, e maiores niveis de atividade de MPO aos 60 dias de
infeccdo (Fig. 49). Nossos resultados também demonstram que os niveis de anticorpos
especificos para A. actinomycetemcomitans sdo similares nos animais IL-10KO e WT (Fig.
49). Em concordancia com tais resultados, um estudo recente demonstra que a IL-10 nédo
interfere na imunidade protetora a infeccdo por P. gingivalis (SASAKI et al. 2004). Dessa
forma, podemos concluir que 1L-10 apresenta um importante papel anti inflamatério ligado a
atenuacéo da severidade da DP, e que tal citocina ndo parece interferir no controle da infeccéo
periodontal.

Ao contrario, IL-4 parece apresentar um papel protetor contra a infeccao periodontal.
Nossos resultados demonstram que a carga bacteriana no tecido periodontal, assim como a
resposta de fase aguda apresentada pelos animais IL-4KO durante o curso da infeccdo, eram
maiores do que nos camundongos WT (Fig. 48). Porém, ndo foram constatadas alteracoes
significativas no ganho de peso apresentado pelos animais IL-4KO infectados com A.
actinomycetemcomitans durante o curso da infeccdo (Fig. 48). Ao analisarmos 0s niveis de
mediadores antimicrobianos produzidos pelos animais IL-4KO em resposta a infecgéo por A.
actinomycetemcomitans, constatamos que os niveis de MPO eram similares aos dos animais
WT em todos os tempos analisados (Fig. 49), e que a expressdao de iINOS nos tecidos

periodontais dos animais IL-4KO se encontrava aumentada na fase tardia da infecgdo (Fig.
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49). Ao contrario, na auséncia de IL-4 os niveis de anticorpos especificos para A.
actinomycetemcomitans no soro dos animais ainda estavam presentes em niveis detectaveis,
porém significativamente reduzidos quando comparados aos verificados nos animais WT
(Fig. 49). De acordo com tais resultados, estudos demonstram que citocinas como a IL-13
podem compensar a auséncia de IL-4 na inducdo de respostas Th2 (CORRY et al. 2002,
IZUHARA et al. 2002, HERSHEY et al. 2003, WYNN et al. 2003). Uma vez que IL-13
também é detectada nos tecidos peridontais inflamados, tal citocina poderia de certa forma
compensar, pelo menos parcialmente, a auséncia de IL-4 na inducdo da producdo de
anticorpos (YAMAZAKI et al. 1997, ROBERTS et al. 1997). Estudos demonstram que nas
DPs a producéo de anticorpos acontece tanto de forma sistémica como local, tendo em vista o
elevado nimero de células B presentes nas lesdes periodontais. Independentemente de serem
induzidas por IL-4 ou IL-13, respostas do tipo Th2 potencializam a producdo de anticorpos,
0s quais, aléem de atuarem diretamente na neutralizacdo de toxinas bacterianas, podem
potencializar a resposta imune celular através da opsonizacao e potencializacdo da fagocitose
(WYNN et al. 2003, EBERSOLE et al. 2003). De fato, estudos demonstram que a producéo
de anticorpos especificos para patdgenos periodontais apresenta papel protetor contra a
infeccdo periodontal, além de estar relacionada a atenuacdo da severidade da doenca
(BEHLING et al. 1981, CLARK et al. 1991, PERSSON et al. 1994, GIBSON FC 3RD et al.
2003).

Em conjunto, nossos resultados sugerem que ambas citocinas Th2, IL-4 e IL-10 estdo
envolvidas no controle da severidade da DP, modulando a resposta inflamatéria e a
reabsorcdo Ossea alveolar; e que IL-4 contribui significativamente para o controle da infeccéo
periodontal, através da potencializacdo da producdo de anticorpos. Ao contrario, nossos
resultados sugerem que IL-10 aparentemente ndo possui papel critico no controle da infeccéo

periodontal.
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Acreditamos que nossos estudos contribuem de forma significativa no conhecimento
dos mecanismos envolvidos na destruicdo tecidual caracteristica das DPs, demonstrando o
papel de TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-10 na modulacdo da expressdo de mediadores
inflamatdrios e quimiocinas, e na migracdo celular para os tecidos periodontais. Além disso,
demonstramos o papel de tais citocinas na modulacdo da expressdo de metaloproteases,
RANKL e seus respectivos inibidores. Também demonstramos a participacdo de tais fatores
no controle da infeccdo experimental por A. actinomycetemcomitans, e na modulacdo das
consequéncias sistémicas da DP experimental.

Com freqliéncia nos referimos a atenuacdo da severidade da DP como protecdo. Mas
essa protecdo, com relacdo a perda de insercdo peridontal, também confere ao paciente
protecdo frente a infeccdo bacteriana? Nossos resultados demonstram que os camundongos
C57BL/6 apresentam uma intensa resposta de fase aguda, mas a infeccdo aparentemente é
restrita aos tecidos periodontais, sem outras alteracdes sistémicas evidentes. Entretanto, as
possiveis conseqléncias de tal infeccdo necessitam ser investigadas com maiores detalhes e
em longo prazo. Dessa forma, a resposta imune e inflamatéria, normalmente considerada
“vild” na patogénese da doenca periodontal, comeca a ter sua “culpa” reavaliada, uma vez que
diversos estudos tem demonstrado sua importancia no controle da infeccdo periodontal.

De fato, apesar da menor severidade da DP vista nos animais TNFp-55KO e IFN-yKO,
a auséncia de tais fatores resulta em maiores niveis de infeccédo, e até mesmo a disseminacao
dos microorganimos e morte dos animais foram constatadas. Contudo, devemos ter cuidado
ao extrapolar para o dia a dia da clinica resultados obtidos com um modelo experimental no
qual um hospedeiro altamente imunodeficiente (como os camundongos IFN-yKO) recebem a
inoculacdo de altas doses de um periodontopatdgeno extremamente virulento (como a cepa
JP2 de A. actinomycetemcomitans). Entretanto, tais resultados nos levam a pensar que, uma

vez que ainda ndo compreendemos realmente qual o nivel de protecdo conferido pela resposta
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imune e inflamatdria gerada em resposta a periodontopatdgenos, devemos agir com prudéncia
ao interferir em tal processo. Talvez a melhor estratégia seja intervir em mecanismos que
possam controlar o dano aos tecidos periodontais, mas que ndo impossibilitem a resposta do
hospedeiro frente a um foco infeccioso crénico, no qual inimeros microrganismos
potencialmente patogénicos (também do ponto de vista sistémico) estejam presentes. Por
outro lado, a presenca de mediadores anti-inflamatorios, como a IL-10, contribui para a
atenuacdo da severidade da doenca e parece ndo comprometer o controle da infeccdo
periodontal, sugerindo que o potencial uso de tal fator para intervengdo imunoterapéutica nas
DPs se mostra, pelo menos a primeira vista, promisssor.

Apesar de todo o conhecimento acumulado a respeito da patogénese das doengas
periodontais, acreditamos que apenas a ponta do iceberg foi identificada. Questdes
relativamente simples, tais como quais células sdo responsaveis pela producdo de cada
citocina, ainda precisam ser respondidas. Além disso, ndo se sabe como acontece a modulagéo
da resposta do hospedeiro frente a diferentes periodontopatdgenos, e principalmente, a
infecgBes mistas? Até que ponto a influéncia genética pode influenciar o estabelecimento e o
curso da doenga?

Acreditamos que o0 conhecimento a respeito do papel das citocinas da
imunopatogénese das DPs, esclarecendo os mecanismos envolvidos na determinagdo do dano
tecidual e no controle da infecgdo periodontal servirdo de base para o direcionamento de
estratégias de prevencdo das DPs, bem como para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas para tais doencas.
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Figura 51 — Participacao de citocinas na imunomodulag¢ao da doenga periodontal experimental induzida
por Actinobacillus actinomycetemcomitans. Baseado em nossos resultados, este modelo esquematiza os
mecanismos pelos quais as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-10 participam da modulagéo da severidade
da doenca periodontal experimental, e do controle da infeccdo por A.actinomycetemcomitans. AA —
A.actinomycetemcomitans; Ab — anticorpos; CRP — proteina C reativa; MMPs — metaloproteases; TIMPs —
inibidores de metaloproteases; OPG - osteoprotegerina; PMN — neutréfilos polimorfonucleares;, Mg —
macrdéfagos; Th — linfocito T helper; B — linfocito B; MPO — mieloperoxidase.
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6. CONCLUSOES

1. As citocinas desempenham importantes papéis da imunopatogenese da DP
experimental, estando envolvidas tanto na determinacdo do dano tecidual como no controle
da infecgé@o periodontal por A. actinomycetemcomitans, e dessa forma, constituem um alvo
em potencial para desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico, terapia e prevengdo

das DPs.

2. Durante o curso da doenca periodontal experimental, a resposta imune se mostra
inicialmente polarizada para o fenotipo Thl, com alta expressdéo de TNF-a, IFN-y,
quimiocinas e receptores de quimiocinas do tipo Thl, MMPs e RANKL, estando associada a
uma intensa migracao celular e reabsorcdo 6ssea. Ap6s 30 dias de infeccdo, verificamos a
ocorréncia de uma resposta imune mista, com expressao de mediadores dos padrdes Thl, e
Th2: IL-4, IL-10, CCL-1 e CCR4. Tal resposta esta associada com o aumento na expressao de

TIMPs e OPG, e a atenuacéo da progressao da DP.

3. A auséncia de TNFp55 estd associada & regulacdo negativa da expressdo de
quimiocinas e receptores de quimiocina do tipo Thl, MMPs e RANKL, e a diminui¢do da
resposta inflamatoria e na reabsor¢do Ossea alveolar durante o curso da doenca periodontal
experimental. Além disso, a deficiéncia em TNFp55 interfere na resposta imune protetora a
infeccdo por A. actinomycetemcomitans, caracterizada pelo aumento da carga bacteriana nos
tecidos periodontais, maior resposta de fase aguda e redugdo no ganho de peso durante o
curso da infecgdo. Tal comprometimento esté associado a menor quimioatracdo de neutréfilos

e macrofagos para os tecidos periodontais, e a menores niveis de iNOS e MPO.
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4. A auséncia de IFN-y esta ligada a regulacdo negativa da expressdo de citocinas
inflamatdrias, quimiocinas e receptores de quimiocina do tipo Thl, MMPs e RANKL, e a
diminuigdo da resposta inflamatoria e na reabsorcao éssea alveolar durante o curso da doenca
periodontal experimental. Além disso, a deficiéncia em IFN-y leva ao comprometimento da
resposta imune protetora a infeccdo por A. actinomycetemcomitans, caracterizada pelo
aumento da carga bacteriana nos tecidos periodontais, maior resposta de fase aguda e reducéo
no ganho de peso durante o curso da infeccdo. Tal comprometimento est4 associado a menor
quimioatracdo de neutrofilos e macrofagos para os tecidos periodontais, e a menores niveis de

INOS e MPO.

5. A IL-12 ndo parece apresentar um papel critico na patogénese da doenca
periodontal experimental, uma vez que a resposta inflamatéria, a reabsorcao dssea alveolar, e
a carga bacteriana nos tecidos periodontais dos animais IL-12KO é similar aquela vista nos
animais WT. A expressdo de citocinas como IL-18 e I1L-23 pode suplantar a auséncia de IL-

12 como indutora da producéo de IFN-y.

6. A auséncia de IL-4 e IL-10 esta associada ao aumento da expressdo de citocinas
inflamatdrias, quimiocinas e receptores de quimiocina do tipo Thl, MMPs e RANKL, e no
aumento da resposta inflamatdria e na reabsor¢do dssea alveolar durante o curso da doenca
periodontal experimental. Concluimos também que a IL-10 ndo interfere no controle da
infeccdo periodontal, uma vez a carga bacteriana e resposta de fase aguda apresentada pelos
animais IL-10KO ¢ similar aquela vista nos animais WT. Ao contrario, a auséncia de IL-4
leva a uma menor producdo de anticorpos especificos para A. actinomycetemcomitans, e esta
ligada a0 aumento da carga bacteriana nos tecidos periodontais € a uma maior intensidade da

resposta de fase aguda.
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7. RESUMO

Acredita-se que a resposta imune e inflamatoria proteja o hospedeiro contra a infecgédo
periodontal, mas tal resposta resulta na destruicdo dos tecidos periodontais. Neste estudo,
examinamos 0s mecanismos pelos quais as citocinas TNF-a, IFN-y, 1L-12, IL-4 e IL-10
modulam o curso da doenca periodontal (DP) experimental. Camundongos C57BL/6
infectados com A. actinomycetemcomitans JP2 desenvolvem uma intensa reacdo inflamatoria
e severa reabsorcdo 6Ossea alveolar, associada a altos niveis de TNF-a e IFN-y nos tecidos
periodontais.Tal padrdo de resposta esta associado com a intensa expressdo de quimiocinas e
receptores de quimiocinas do tipo Thl, MMPs, RANKL e a rapida progressdo da doenca.
Apos 30 dias de infeccdo, mediadores de respostas do tipo Th2 (IL-4, 1L-10, CCL1, CCR4)
também podem ser detectados nos tecidos periodontais, e estdo associados a uma intensa
expressao de TIMPs e OPG, e a atenuacdo da progressdo da doenca. De fato, a auséncia de
TNFp55 ou IFN-y resulta na reducdo da expressdo de citocinas inflamatorias, quimiocinas,
MMPs e RANKL, estando associada a uma menor migracdo celular para os tecidos
periodontais e a menor reabsorcdo 0ssea alveolar. Entretanto, animais TNFp55-KO e IFN-
yKO apresentam uma maior susceptibilidade a infeccdo por A. actinomycetemcomitans,
caracterizada pelo aumento na carga bacteriana nos tecidos periodontais, menores niveis de
INOS e MPO, aumento da resposta de fase aguda e menor ganho de peso durante o curso da
infeccdo. Além disso, a deficéncia de IFN-y resulta em uma infeccdo disseminada e na morte
de 100% dos animais. A doenca periodontal nos animais IL-12KO infectados com A.
actinomycetemcomitans € similar a observada nos animais WT em todos 0s parametros
analisados. Ao contrario, nos tecidos periodontais de camundongos geneticamente deficientes
de IL-4 ou IL-10 sdo encontrados maiores niveis de citocinas e quimiocinas do tipo Th1l, além
de uma menor expressdo de TIMPs e OPG, levando ao aumento da severidade da doenca.
Enquanto IL-10 ndo parece exercer um papel critico no controle dos microrganimos, a
producgéo de anticorpos dependente de IL-4 parece contribuir de forma significativa para o
controle da infeccdo. Nossos dados sugerem que TNF-a e IFN-y levam ao aumento da
migracdo celular e da reabsor¢do 6ssea alveolar, enquanto contribuem marcadamente para o
controle da infec¢do por A. actinomycetemcomitans. Nossos resultados também sugerem que
IL-10 leva a atenuacgéo da severidade da doencga, mas ndo compromete o controle da infec¢éo;
enquanto a IL-4 contribui tanto para o controle dos microrganismos como para a menor

severidade da DP experimental.
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8. ABSTRACT

Inflammatory immune reactions in response to periodontopathogens are thought to protect the
host against infection, but they may trigger periodontal destruction. Here, we examined the
mechanisms by which the cytokines TNF-a, IFN-y, 1L-12, IL-4 and IL-10 modulate the
outcome of periodontal disease (PD). Mice infected with  Actinobacillus
actinomycetemcomitans JP2 develop PD, with a severe inflammatory reaction and bone
resorption, associated with high levels of TNF-a and IFN-y in periodontal tissues of mice.
Such pattern of cytokine expression was clearly associated with high levels of Thl-type
chemokines and chemokine receptors, MMPs, RANKL and a high disease progression. After
day 30 post infection, a Th2 type pattern of cytokine and chemokine expression was found
(IL-4, IL-10, CCL1, CCR4) to be associated with the higher expression of TIMPs and OPG,
and with the attenuation of disease progression. We also demonstrated that the deficiency of
TNF-p55 or IFN-y resulted in a reduced expression of Thl-type chemokines, low cell
infiltrated, lower levels of MMPs and RANKL, driving to a less severe disease. Moreover, the
absence of TNF-a or IFN-y results in high susceptibility to A. actinomycetemcomitans
infection, characterized by increased bacterial load in gingival tissue, lower levels of iINOS
and MPO in periodontal tissues, higher levels of C-reactive protein in liver and serum, and
significant decrease in weight gain compared to WT mice. Furthermore, absence of IFN-y
resulted in disseminated A. actinomycetemcomitans infection, and 100% of mortality. The
periodontal disease in I1L-12KO is similar to that seem in WT mice in all the parameters
evaluated. On the contrary, mice deficient of IL-4 and IL-10 presented increased expression
of Thl type chemokines and cytokines, decreased expression of TIMPs and OPG, leading to
an enhanced inflammatory reaction and bone loss. However, while IL-10 does not present a
critical role in the control of experimental AA infection, antibody production driven by IL-4
seems to participate in the control of the bacteria. Our data suggests that TNF-ao. and IFN-y
drive enhanced bone resorption whereas protect the host from A. actinomycetemcomitans
infection. Our results also suggests that IL-10 contributed to attenuate the tissue destruction
and does not compromise the control of infection and. In addition, IL-4 contributes both to the

control of infection and to attenuate disease severity.
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Anexo 03 — Analise da curva de dissociagcdao para determinagdao da especificidade da reagdo de
amplificagao através de RealTimePCR. A especificidade da reacdo de amplificacédo foi analisada através da
curva de dissocia¢do, comparando os picos obtidos da dissociagdo do produto amplificado a temperatura de
Melting (TM) do fragmento de amplificac&o esperado (nesse exemplo, TM CCR5=83°C). A figura demonstra os
resultados obitidos pela dissociagdo de 3 amostras nas quais diferentes concentracdes de primers (sense e
antisense) para CCR5 foram utilizadas (Al: 0,4ug; A2: 0,2ug; A3: 0,1u3; todas com a mesma concentragdo de
cDNA, de uma mesma amostra), e de um controle negativo (A3: 0,1u + 4gua). Podemos observar a gradativa
reducdo dos produtos inespecificos (identificados como os picos nas temperaturas de 67°C e 74°C), e a
deteccdo do produto especifico (identificado pelo pico na temperatura de 83°C) com a diminuicdo da
concentragdo de primer na reacao.
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Anexo 04 — Anadlise quantitativa da expressao de mRNA através de RealTimePCR. O sistema utilizado
realiza as reac¢fes de amplificacdo e deteccdo, e quantifica as amostras (o termociclador ABI5700, associado
ao Software ABI Prism, Applied Biosystems) através da andlise do nivel de fluorescéncia gerado pela
incorporacao nucleases fluorogénicas (SYBRGreen 1) aos produtos de amplificagdo durante o curso da reagéo.
Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao nimero de ciclos aonde a amplificacdo das amostras, atinge um limiar (determinado entre o
nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificacdo exponencial das amostras) que permite
a andlise quantitativa da expressdo do fator avaliado. A figura demonstra os resultados obitidos para a
amplificacdo de 4 amostras (Al-4) e de um controle negativo (A5); exemplificando as fases de amplificacéo, a
deteminacgéo de Ct, assim como os valores de Ct de cada uma das amostras.
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Abstract

Although the pathogenesis of periodontal disease (PD) is not well known, cytokines, chemotactic factors and inflammatory cells are
certainly involved in the disease outcome. Here, we characterized the evolution of the PD induced by Actinobacillus actinomycetencomitans
in mice, showing that oral inoculation of these bacteria leads to the migration of leukocytes to periodontal tissues and marked alveolar bone
resorption. We found the expression of pro-inflammatory and Th1-type cytokines including TNF-a, IFN-y and IL-12 in periodontal tissues
after infection with A. actinomycetencomitans, from the early stages after infection and throughout the course of the disease. Similar kinetics
of expression were found for the chemokines CCLS5, CCL4, CCL3 and CXCL10 and for the receptors CCRS5 and CXCR3, all of them linked
to the Th1-type pattern. The expression of the Th2-type mediators IL-10, CCL1 and their receptors CCR4 and CCR8 was detected only after
30 days of infection, determining a time-dependent mixed pattern of polarized immune response. The chemokine expression was correlated
with the presence of polymorphonuclear leukocytes, macrophages, CD4 and CD8 lymphocytes, and B cells in the inflammatory infiltrate.
Interestingly, during the predominance of the Th1-type response, a sharp increase in the number of inflammatory cells and intense bone loss
was seen. By contrast, after the increased expression of Th2-type mediators, the number of inflammatory cells remained constant. Our data
demonstrate that mice subjected to oral inoculation of A. actinomycetemcomitans represent a useful model for the study of PD. In addition,
our results suggest that expression of cytokines and chemokines can drive the selective recruitment of leukocyte subsets to periodontal tissues,
which could determine the stable or progressive nature of the lesion.
© 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Experimental periodontal disease; Actinobacillus actinomycetemcomitans; Cytokines; Chemokines; Chemokine receptors; Cell migration;
Inflammation

1. Introduction lent form of bone pathology in humans, besides being a modi-

fying factor of the systemic health of patients. The bacterial

Periodontal disease (PD), a chronic inflammatory disease
of the attachment structures of the teeth, is one of the most
significant causes of tooth loss in adults and the most preva-

Abbreviations: PD, periodontal disease; pi, post infection; PMN, poly-
morphonuclear leukocyte; RPA, RNAse protection assay; Th, T helper lym-
phocyte.

* Corresponding author. Tel.: +55 16 602 3234; fax: +55 16 633 6840.

E-mail address: jsdsilva@fmrp.usp.br (J.S. Silva).

1286-4579/$ - see front matter © 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.
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biofilm attached to the surface of the tooth in close associa-
tion with periodontal tissues, is the etiologic factor of this
disease. The biofilm hosts some typical periodontopatho-
gens, such as Actinobacillus actinomycetemcomitans, one of
the main etiological agents of localized aggressive human
periodontitis and of a large number of cases of chronic peri-
odontitis [1]. The virulence factors of this pathogen include
leucotoxins, immunosuppressive factors, and a high capacity
to invade the host cells [2—4]. In vitro, A. actinomycetemcomi-
tans induces the expression of several cytokines and chemok-
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ines by different cell types [5,6], which are possibly involved
in mediating the migration of leukocytes to the affected tis-
sue.

Indeed, the development of PD seems to be related to the
extension of the inflammatory cell infiltrate to the deeper peri-
odontal tissues [7]. Polymorphonuclear leukocytes (PMNs),
the first cell type found in PD lesions, appear to provide the
primary immune protection [8,9]. When the aggressive stimu-
lus is not eliminated, it may lead to chronic PD, character-
ized by a cellular infiltrate dominated by mononuclear cells.
Macrophages are outnumbered in chronic inflammatory
lesions of PD and are thought to participate in the local
immune response through presentation of antigen, killing of
pathogens and production of inflammatory mediators [10,11].
Regarding lymphocytes, whereas T lymphocytes predomi-
nate in the established chronic lesion, the proportion of B
cells and plasma cells increases with the progression of the
disease [11-13].

This host response to periodontopathogens protects against
the infection, but the persistence of pathogens and the exac-
erbated immune response may render the protective roles of
inflammatory cells dangerous to the host tissues. Inasmuch
as the chemotactic factors produced in the lesions certainly
are involved in the pathogenesis of PD, their identification is
fundamental to guide the development of strategies for con-
trolling the disease.

Chemokines, a family of chemotactic cytokines, attract leu-
kocyte populations by means of their interaction with spe-
cific receptors that are members of the seven-transmembrane
spanning G protein-coupled receptor family, selectively
expressed in these cells [14]. Besides their chemoattractant
activity, chemokines also are implicated in the polarization
of the immune response, in leukocyte activation, and in the
pathogenesis of several diseases [15,16]. Some chemokines
have been found in diseased human periodontal tissues
[17-20], but their role in the pathogenesis of PD remains
unknown. We detected Th1-type chemokines and chemokine
receptors in gingival biopsies of patients with aggressive peri-
odontitis, and their expression may favor the migration of the
IFN-y-producing cells found in the lesions. Conversely, in
chronic periodontitis there was predominance in the expres-
sion of Th2 chemokines, which correlated with the higher
expression of IL-10 [20]. Therefore, the selective chemoat-
traction of T helper (Th) subsets could influence the clinical
outcome of PD. In fact, the polarization of immune responses
can determine the prognosis of several diseases [21-23], such
as arthritis, that share several features with PD, such as the
chronic nature of the inflammatory reaction with concomi-
tant bone resorption [24].

The role of chemokines and cytokines in the orchestration
of cellular traffic to periodontal tissues is not known, and data
are lacking regarding the relevance and kinetics of their
expression in the course of human PD. In addition, variables
such as the different compositions of periodontal biofilm, the
age at onset of disease and the genetic variability of hosts
may hinder the interpretation of human studies. Conse-

quently, experimental mouse models are useful to study PD,
since they present several advantages including multiple
strains with known genetic background, ease of handling,
availability of experimental reagents, and the susceptibility
to induction of PD [25-27].

Therefore, our aim was to characterize a mouse model of
PD induced by A. actinomycetemcomitans. We investigated
the expression patterns of chemokines, chemokine receptors
and cytokines mRNA, and the kinetics of cell migration and
alveolar bone loss throughout the course of experimental PD.
We conclude that this murine model could be useful for test-
ing hypotheses relevant to human PD.

2. Materials and methods
2.1. Mice

Experimental groups comprised 8-week-old male
C57BL/6 mice, bred and maintained in the animal facilities
of the Department of Biochemistry and Immunology, School
of Medicine of Ribeirdo Preto-USP. Throughout the period
of the study mice were fed with sterile standard solid mice
chow (Nuvital, Curitiba, PR), and sterile water. Mice colo-
nies were free from the following periodontopathogens: A.
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevo-
tella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Eikenella cor-
rodens. The experimental protocol was approved by the local
Institutional Committee for Animal Care and Use.

2.2. Induction of PD/periodontal infection

A. actinomycetemcomitans (ATCC 29522) was grown
anaerobically in supplemented agar medium (TSBV) as pre-
viously described [28]. Initially the animals received a direct
injection of 1 x 10° CFU of a diluted culture in 10 pl of PBS
into the palatal gingival tissue of the second molar. Immedi-
ately after, 1 x 10? CFU of a diluted culture in 100 pl of PBS
with 2% of carboxymethylcellulose (used to facilitate the
retention of the bacterial suspension in the oral cavity) was
placed in the oral cavity with a micropipette; and after 48 and
96 h only this procedure was repeated. This protocol repre-
sents the combination of the number of bacteria and the num-
ber of inoculations effective in promoting the colonization of
the oral cavity by A. actinomycetemcomitans and the estab-
lishment of PD in 100% of the animals. The effectiveness of
infection was confirmed by the detection of A. actinomycet-
emcomitans in periodontal tissues by polymerase chain reac-
tion (PCR) (as previously described [28]) at all the times ana-
lyzed. Positive controls received a single injection of LPS
(5 pg in 10 pl of PBS—E. coli LPS—Sigma Co., St. Louis,
MO). Negative controls included sham-infected mice, which
received PBS with carboxymethylcellulose solution without
A. actinomycetemcomitans, and non-infected animals.

2.3. RNA extraction

Total RNA was extracted from gingival palatal tissues
between the mesial of the first molar and the distal site of the
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154 third molar. This was performed with the Trizol reagent fol- sured by phosphorimaging (STORM Phosphorimaging, BD 192
155 lowing the protocol recommended by the manufacturer (Life Biosciences PharMingen), used to visualize the results. Since 193
156 Technologies, Rockville, MD). Briefly, Trizol (1 ml for 1 mg only the samples were submitted to proteinase digestion, they 194
157 of tissue) was added to the sample, shaken for 30 s and incu- are visualized in different positions to the DNA molecular 195
158 bated at room temperature for 5 min. For each 1 ml of the weight markers in the gel. At each time point, two animals 196
159 suspension 0.2 ml of chloroform (Sigma Co.) was added and per group were individually analyzed. 197
160 centrifuged at 12,000 x g for 15 min at 4 °C. The aqueous .
161 phase was transferred to a new tube, to which the same vol- 2.5. RT-PCR reactions 198
162 ume of isopropanol was added. The sample was shaken, incu- .
. o . . . The complementary DNA (cDNA) was synthesized by 199
163 bated for 20 min at —20 °C and centrifuged again as previ- .. . .
. . . means of a reverse transcription reaction (Superscript II, 200
164 ously described. The precipitate was washed in 100% ethanol . . . .
. Gibco-Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using 3 ug of 201
165 and dried at room temperature. RNA samples were sus- ;
. L RNA. PCRs were them performed in a final volume of 50 ul 202
166 pended in 50 pl of deionized RNAse free water and stored at .
o . . containing 2.5 mM MgCl,, 2.5 U of the enzyme Taq poly- 203
167 70 °C. An aliquot of 5 ul was used to obtain the concentra- . . . . .
. . . . merase (Gibco-Life Technologies), and specific primers at 204
168 tion of RNA per pl in the samples, using the GeneQuant kit .
169 (Pharmacia Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) 1 pM by using the PTC-100 gycler (MJ Research, Water- 205
’ ¥ ’ town, MA). The basic conditions of the reaction were 206
. 30 cycles of 1 min at 94 °C for denaturation, 1 min at 54 °C 207
170 2.4. RNAse protection assay (RPA) annealing and 2 min at 72 °C of extension, plus a final step of 208
171 Total RNA was extracted as previously described. RPA extension .for 7.m1n ot . -The sequences of the primers 209
. . . used are given in Table 1. The detection of mRNA for beta 210
172 was performed with multiprobe template mCK-5—containing . . .
. . actin was used as a positive control, while a water sample 211
173 DNA templates for the chemokines: XCL-1 (lymphotactin/ was used as a negative control. The amplification products of 212
174 LTN), CCL5 (RANTES), CCL11 (eotaxin), CCL3 (MIP- PCR were se arited b electr;) horesirs) on a 6% Ecr lamide 213
175 1a), CCL4 (MIP-1B), CXCL1 (MIP-2), CCL2 (JE), and the > Seb y PROTESIS O ¢ Y
) . gel and visualized as bands by 0.2% silver nitrate staining. At 214
176 housekeeping genes L32 and GAPDH following the manu- . . . S
; S . . each time point, three animals per group were individually 215
177 facturer’s protocol (BD Biosciences PharMingen, San Diego, anal{zed 216
178 CA). Briefly, the DNA template was used to synthesize the ’
179 o-[**PJUTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham Life Sci- 2.6, Histological analysis 217
180 ence, Buckinghamshire, UK) labeled probes in the presence
181 of a GACU pool using a T7 RNA polymerase. Hybridization Four animals selected at random from each group were 218
182 with 20 ug of each target RNA was performed overnight fol- sacrificed at 0, 15, 30, and 60 days after infection. The peri- 219
183 lowed by digestion with RNAse A and T1. The samples were odontal tissues obtained were then fixed in 4% paraformal- 220
184 treated with a mixture of proteinase K-SDS and then extracted dehyde in PBS at pH 7.4 for 12 h at room temperature. The 221
185 with chloroform and precipitated by the addition of ammo- specimens were demineralized thoroughly in 10% EDTA 222
186 nium acetate. The samples were loaded on an acrylamide- disodium salt for 1-2 weeks. The decalcified mouse periodon- 223
187 urea sequencing gel next to DNA molecular weight markers tal tissues were trimmed, dehydrated in graded ethanol and 224
188 and labeled probes, and run at 50 W with Tris—borate/ethylene- embedded in paraffin. Serial sections (5 um) were cut and 225
189 diaminetetraacetic acid (EDTA) electrophoresis buffer (TBE). mounted on glass slides precoated with 0.1% poly-L-lysine 226
190 The gel was adsorbed onto a filter paper and dried under (Sigma Co.). Histological assessment was carried out follow- 227
191 vacuum. The radioactivity of [a->*P]-labeled probes was mea- ing routine hematoxylin and eosin staining. 228

Table 1
Primers sequences and reaction properties

Target Sense and anti-sense sequences tA * (°C) bp°
IFN-y GCT CTG AGA CAA TGA ACG CT AAA GAG ATA ATC TGG CTC TGC 60 229
IL-12 CCA CAT TCC TAC TTC TC GTC TAT TCC GTT GTG TC 58 205
TNF-a AAG CCT GTA GCC CAT GTT GT CAG ATA GAT GGG CTC ATA CC 58 255
IL-10 CAA TAA CTG CAC CCA CTT CCC GAG AAA TCG ATG ACA GCG CCT 58 310
IL-4 TAT GCG AAG CAC CTT GGA AGC CTG ACG GCA CAG AGC TAT TGA 56 251
CXCL3 CC TTG ACC CTG AAG CTC CCT TGG TTC CGTGCG TGT TGA CCA TAC AAT ATG 58 521
CXCL10 CA GCACCATGAA CCCAAGTGC GGT CTTCTGAAAG GTGACCAGC 58 43]
CXCR3 ATC TACCTATCAG CCAACTACGA T CAGAGAGCAA ATGTGGATGT 60 433
CCR5 CTCTTC CTG CTC ACA CTA CCA T TGT GTA GAA AAT GAG GAC TGC A 60 322
CCR4 CTT GCACCAAGGA AGGTAT AG CATAGACAGA TACCTAGG 60 334
CCRS8 TGTCCACGCTGTCTATGCCAT CAGACCCAAGGCGTTGATTT 58 217
B-Actin TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG A TAA AAC GCA GCT CAG TAACAGT 60 349

“tA: annealing temperature.
" bp: base pairs of amplicon size.
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2.7. Isolation of inflammatory cells from periodontal
tissues and flow cytometric analysis

To isolate and characterize leukocytes present in the lesion
site, whole buccal and palatal periodontal tissues of upper
molars were collected and incubated for 1 h at 37 °C, dermal
side down on RPMI 1640, supplemented with NaHCO;,
penicillin/streptomycin/gentamycin, and 0.28 Wunsch
units/ml of liberase blendzyme CI (Roche-F. Hoffmann-La
Roche Ltd, Basel, Switzerland). The tissues of five mice at
each time point per group were processed in the presence of
0.05% DNase (Sigma-Aldrich, Steinhein, Germany) using
Medimachine (BD Biosciences PharMingen) according to the
manufacturer’s instructions. After processing, cell viability
was assessed by Trypan blue exclusion, and the cell count
was performed in a Neubauer chamber. For immunofluores-
cence staining, after cell count, the cells were filtered through
a 50-um filter and then were washed and stained for 20 min
at 4 °C with the optimal dilution of each Ab. For immunostain-
ing, PE- and FITC-conjugated Abs against CD4, CD8,
GR1 and F4/80, and respective isotype controls were em-
ployed (BD Biosciences PharMingen). Cells were washed
again and analyzed by flow cytometry (FACScan™ and
CELLQuest™ software; BD Biosciences PharMingen).
Results represent the number of cells (+ S.D.) in the peri-
odontal tissues of each mouse, for three independent experi-
ments.

2.8. Quantification of alveolar bone loss

Evaluation of the extent of alveolar bone loss was per-
formed similarly as previously described [25]. The maxillae
were hemisected, exposed overnight in 3% hydrogen perox-
ide and mechanically defleshed. The palatal faces of the
molars were photographed with 20x magnification using a
dissecting microscope (Leica, Wetzlar, Germany), with the
occlusal face of the molars positioned perpendicularly to the
base. The images were digitized, and analyzed by an investi-
gator unfamiliar with the project, using ImageTool 2.0 soft-
ware (The University of Texas Health Science Center, San
Antonio). Quantitative analysis comprised the measurement
of the area between the cemento-enamel junction (CEJ) and
the alveolar bone crest (ABC), in arbitrary units of area
(AUA), corresponding to the pixels contained in the selected
area in the three posterior teeth. At each time point, five ani-
mals were analyzed, and for each animal the alveolar bone
loss was defined as the average of CEJ-ABC between the
right and the left arch.

2.9. Statistical analysis

The inflammatory cells number and the CEJ-ABC area
values were submitted to the one-way ANOVA statistical test,
followed by Tukey’s post test. Differences in the relative inten-
sity of mRNA expression between the groups were analyzed
by the Kruskal-Wallis test and Dunn’s post test. Values of

P < 0.05 were considered statistically significant. All statis-
tical tests were performed with the Graph Pad InStat 3.05 and
Graph Pad Prism 3.0 software (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA).

3. Results

3.1. Kinetics of the expression of messenger RNA for
cytokines as measured by RT-PCR

Since the cytokine pattern in periodontal tissue is sup-
posed to determine the outcome of human PD, we therefore
evaluated the kinetics of expression for mRNA for the cytok-
ines TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-10 and IL-4 by RT-PCR (Fig. 1)
throughout the course of experimental PD. Infected mice
exhibited messages for TNF-o, IFN-y and IL-12 during all of
the period analyzed, and these were detected as early as 6 h
pi. IL-10 mRNA was only detected at 30 days post infection
and was maintained until 60 days, while message for IL-4 was
not detected (Fig. 1A). As a positive control, we injected LPS
into gingival tissue and evaluated the expression of message
for the same cytokines. LPS induced the expression of TNF-a
and IFN-vy at 6, 24, 48 h and 3 days pi, while IL-10 and
IL-4 mRNA were not detected at these time points (Fig. 1B).
Sham-infected and control groups showed no expression of
mRNA for these cytokines. The expression of the housekeep-
ing gene B-actin is also shown (Fig. 1. line 6).

3.2. Kinetics of chemokines mRNA expression as measured
by RPA

Our next aim was to evaluate the kinetics and the pattern
of expression of chemokines in the course of the disease. We
performed RPA in order to determine the kinetics of the quan-
titative expression of mRNAs for the chemokines XCLI,
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Fig. 1. Kinetics of cytokines mRNA expression in the course of experimen-
tal PD. Periodontal tissues of C57BL/6 mice inoculated orally with A. acti-
nomycetemcomitans (A) or LPS (B) were harvested from zero (before infec-
tion) until 60 days of infection. The RNA was isolated and the transcripts for
the cytokines IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-10, and IL-4 were detected by
RT-PCR, as described in Section 2. The results shown are representative of
three independent experiments.
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Fig. 2. Kinetics of chemokines mRNA expression in the course of experimental PD. Periodontal tissues of C57BL/6 mice inoculated orally with A. actinomy-
cetemcomitans (A) or LPS (B) was analyzed for chemokine expression by RNA protection assay. Total RNA of periodontal tissues was isolated from zero to
60 days after infection or LPS injection and the expression of chemokines was determined as described in Section 2. The results shown are representative of two

independent experiments.

CCL5, CCL11, CCL4, CCL3, CXCL1, CCL2 and CCL1 in
gingival tissues of mice from all experimental groups.
CXCLI1 was the first chemokine to be detected, starting 6 h
after initial inoculation and increasing its level of expression
after 24 h. The expression of CXCL1 was maintained until
60 days pi. The messages for CCL3, CCL4, CCLS5, and
CCL11 were also detected 12 h after infection. Expression of
these mediators was found to be increased 24 h pi, and was
present throughout the period of observation. The kinetics of
expression of mRNA for CCL1 were different from those of
all other chemokines analyzed, being detected only 15 days
after infection. No messages for XCL1 and CCL2 chemok-
ines were detected throughout the period analyzed (Fig. 2A).
The injection of LPS in the palatal gingival tissue induced
messages for CCLS5, CCL11, CCL4, CCL3 and CXCL1 after
6 h, with the expression peaking at 24 h. Infected mice only
weakly expressed these chemokines from 24 h up to 3 days
(Fig. 2B) pi. Injection of LPS did not induce expression of
the chemokines XCL1, CCL2 and CCL1. No messages for
any of the chemokines analyzed in this present work were
detected in sham-infected and control groups (data not
shown). The expression of the housekeeping genes L32 and
GAPDH is also shown (Fig. 2).

3.3. Kinetics of chemokines and chemokine receptors
mRNA expression

We next evaluated the expression of the chemokines
CXCL3 and CXCL10, and chemokine receptors in periodon-
tal tissues by means of RT-PCR. CXCL3 was strongly
expressed from 6 to 48 h pi. Message for CXCL10 was
detected from 24 h up to 30 days after infection (Fig. 3A).

After injection of LPS expression of CXCL3 and
CXCL10 was also observed at 6, 24 h, 3 and 7 days after LPS
injection (Fig. 3B). RT-PCR reactions for XCL1, CCLS5,
CCL11, CCL4, CCL3, CXCLI and CCL1 confirmed the data
obtained by RPA (data not shown). No messages for the ana-
lyzed chemokines were detected in sham-infected and con-
trol groups (data not shown). The expression of the chemok-
ine receptors CXCR3, CCR5, CCR4 and CCRS8 was also
evaluated after infection with A. actinomycetemcomitans.
Messenger RNA for CXCR3 and CCRS5 was detected after
48 h pi, persisting through the entire period of observation.
Infected mice expressed CCR4 and CCR8 mRNA at a later
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Fig. 3. Kinetics of CXCL3, CXCL10, and chemokine receptors mRNA
expression in the course of experimental PD. Periodontal tissues of
C57BL/6 mice inoculated orally with A. actinomycetemcomitans (A) or LPS
(B) were harvested from zero (before infection) until 60 days of infection.
The RNA was isolated and the transcripts for CXCL3, CXCL10, CXCR3,
CCRS, CCR4, and CCRS were detected by RT-PCR as described in Section
2. The results shown are representative of three independent experiments.
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Fig. 4. Histological sections of periodontal tissues of A. actinomycetemcomitans infected mice. Periodontal tissue samples of C57BL/6 mice inoculated orally
with A. actinomycetemcomitans were taken before (C) and at 15 (15 days), 30 (30 days) and 60 (60 days) days after infection. The periodontal tissues were fixed
in paraformaldehyde, demineralized in EDTA solution, and embedded in paraffin. Serial sections (5 pm) were cut and histological assessment was carried out

following routine hematoxylin and eosin staining. Magnification, x200.

time point, 30 and 60 days after the first inoculation (Fig. 3A).
The expression of CXCR3 and CCRS in the gingival tissue
of mice that received LPS was observed, respectively, at
24 and 48 h, while the expression of CCR4 and CCRS8 was
not detected at any time point. Messages for the chemokine
receptors analyzed were not detected in sham-infected and
control groups (data not shown). The expression of the house-
keeping gene B-actin is also shown (Fig. 3).

3.4. Inflammatory infiltrate in periodontal tissues

A significant inflammatory cell infiltrate was found in the
connective tissue proximal to the junctional epithelium and
surrounding bone tissue of mice inoculated with A. actino-
mycetemcomitans, extending to all the gingival tissue sur-
rounding the molars (Fig. 4). Inflammatory cells were found
to have infiltrated periodontal tissues at 15 days post initial
inoculation and such cell migration became more evident at
30 and 60 days post infection. Proliferation of the cells that
comprise the junctional epithelium was also seen, appearing
on day 15, and persisting up to 60 days post infection. In fact,
the infected mice presented a significant increase in the num-
ber of leukocytes extracted from periodontal tissues at 15 days
(P < 0.05), 30 days (P < 0.05) and 60 days (P < 0.01) post
initial inoculation, when compared with sham-infected and
non-infected mice (Fig. SA). By FACS, we determined that
PMNs were the predominant cell type in periodontal tissues
24 h pi, reaching a peak at 7 days post infection. These cells
were still found in substantial numbers until day 60 pi
(Fig. 5B). After day 15 pi, there was a shift towards a pre-
dominance of mononuclear cells, comprising CD4* (Fig. 5C)
and CD8* T cells (Fig. 5D), and F4/80™ cells (Fig. 5E). This

infiltrate remained constant until day 60 days pi. In addition,
the number of B cells was significantly increased (P < 0.05)
at day 30 and 60 pi (Fig. 5F).

3.5. Analysis of the alveolar bone resorption

We finally evaluated the alveolar bone level, in order to
establish the effectiveness of experimentally-induced PD.
While sham-infected and non-infected mice did not present
alveolar bone loss in the analyzed period (Fig. 6), mice that
received oral inoculation of A. actinomycetemcomitans pre-
sented an evident horizontal bone loss (Fig. 6A), verified by
the increase in the area between the CEJ and the ABC at days
30 (P <0.05)and 60 (P < 0.01) pi (Fig. 6B). Besides the hori-
zontal bone loss, we also identified infra-bone lesions in the
proximal faces, as well as lesions in the inter radicular area
of increasing severity in the first and third molars, 30 and
60 days pi (indicated by arrows in Fig. 6A).

4. Discussion

In the present study we showed that mice submitted to oral
inoculation with A. actinomycetemcomitans developed PD,
characterized by expression of mRNA for several cytokines,
chemokines, and chemokine receptors in the gingival tissues,
migration of lymphocytes, macrophages and PMN cells to
periodontal tissues, besides marked bone resorption. Some
advantages of this model are that the PD is induced by a
known periodontopathogen, the time of infection is precise,
and there is no requirement for silk ligatures, allowing the
study of the effects of the microorganism without the inter-
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Fig. 5. Phenotypic analysis of the inflammatory cells harvested from A. actinomycetemcomitans infected periodontal tissues. C57BL/6 mice were inoculated
orally with A. actinomycetemcomitans, tissue samples were taken, and the leukocytes isolated from the inflammatory infiltrate as described in Section 2. The
cell viability was assessed by Trypan blue exclusion and the (A) total leukocytes counted in a Neubauer chamber. For immunofluorescence staining, PE- and
FITC-conjugated Abs specific to GR1, CD4, CDS, F4/80, CD19, and respective control isotypes were employed and analyzed by flow cytometry. The values
(mean + S.D.) obtained from three animals at each time point are shown, from two independent experiments. P < 0.001, Mann—Whitney test.

ference of mechanical trauma to the tissues. In fact, the oral
inoculation results in effective colonization of mouse tissues
by A. actinomycetemcomitans, which is detected by PCR in
periodontal tissues throughout the course of the disease (data
not shown) [28].

During the course of the infection we consistently detected
in periodontal tissues of mice messages for the pro-
inflammatory and Thl-type cytokines TNF-o, IFN-y and
IL-12[21,22,29,30]. In addition, starting at 30 days post infec-
tion, we detected the expression of IL-10 mRNA, an anti-
inflammatory cytokine involved in Th2 responses [31]. IL-4,
a key cytokine in the induction of Th2 responses [32,33], was
not detected, possibly due to the short-half life and instability

A B

50 000~

of its mRNA [34]. In spite of some conflicting data on the
role of Th1 and Th2 cytokines in PD, they have been associ-
ated, respectively, with activation and suppression of disease
activity [30,35-37]. The development of such sequential pat-
terns of cytokine expression was previously reported in
response to inoculation of LPS in periodontal tissues of mice
[38], although their relevance to cell migration and to the
severity of disease outcome was not established.

The first messages for chemokines detected in periodontal
tissues of infected mice were for CXCL1 and CXCL3, both
involved in the chemoattraction of PMNSs [14,39-41]. These
chemokines are the murine analogues of human IL-8, which
is widely expressed in diseased periodontal tissues [17,18].
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Fig. 6. Alveolar bone loss in A. actinomycetemcomitans infected mice. C57BL/6 mice were inoculated orally with A. actinomycetemcomitans, periodontal
samples were taken and the alveolar bone level was evaluated. A) Maxillar palatal aspect of alveolar bone loss in A. actinomycetemcomitans infected mice. The
much greater loss of alveolar bone at 30 and 60 days after infection compared with non-infected mice (C) is evident and indicated by arrows. The maxillas

depicted were chosen from mice representative of the respective group. B) Alveolar bone loss quantification was performed through the measurements of

CEJ-ABC area in the palatal face of maxillary molars, with ImageToll2.0 software. Values (mean + S.D.) obtained from five animals at each time point, from
three independent experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, one-way ANOVA, Bonferroni post test.
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The expression of CXCL3 was detected only until 48 h post
infection while CXCL1 was found at all the time points stud-
ied up until 60 days. Accordingly, we found GR1-positive
cells at all the time points investigated, as occurs in the acute
inflammatory reaction and even in the chronic stages of PD
[11,12]. PMNs are thought to play important roles in the
pathogenesis of PD, since either hypo or hyper activity of
this cell type is associated with severe forms of PD [8,42,43].

The expression of CCL3, CCL4 and CCLYS, its receptor
CCRS, as well as CXCL10 and its receptor, CXCR3, was
also found during all the course of disease. Expression of
these chemokines and receptors correlated with the presence
of macrophages and CD4 and CDS8 lymphocytes. Indeed, mac-
rophages express CCRS5, whereas CD4 and CD8 T lympho-
cytes express CCRS and/or CXCR3 [14,44,45]. Such cells,
chemokines and chemokine receptors are commonly found
in diseased periodontal tissues [11,18,20,46], and are known
to be involved in Th1-type diseases, such as multiple sclero-
sis and rheumatoid arthritis [44,47-49]. In fact, rheumatoid
arthritis shares several features with PD, including the chronic
nature of the inflammatory reaction and bone resorption activ-
ity [24]. We also detected in diseased periodontal tissue the
expression of the chemokines and chemokine receptors
closely associated with Th2 responses. CXCL11 and CCL1,
which are detected, respectively, after 24 h and 15 days post
inoculation are involved in the chemoattraction of
eosinophils/basophils and of Th2 lymphocytes [14,50]. In
accordance, the messages for CCR4 and CCRS, both ex-
pressed by Th2 cells [14,44,50-52], are expressed only after
day 30 pi. These results suggest that the production of differ-
ent cytokines and chemokines in the diseased periodontal tis-
sues leads to a migration of distinct T helper subsets in the
course of experimental PD. Moreover, the pattern of immune
response found in mice infected with A. actinomycetemcomi-
tans evolves from Th1 to a mixed Th1/Th2 pattern.

The initial occurrence of a Thl response may be induced
by A. actinomycetemcomitans, a potent inducer of IL-12 and
IFN-vy in vitro [53,54]. This initial Th1 response could be sus-
tained and amplified by the expression of CCL3, CCLA4,
CCL5 and CXCL10, which attracts CCR5* and CXCR3"
cells, including Th1 lymphocytes and macrophages [14,47].
Macrophages, found in large numbers in inflamed gingival
tissues, are thought to play a significant role in the killing of
pathogens and in the release of pro-inflammatory mediators,
such as TNF-a, IL-1 and nitric oxide [11,29,55,56]. These
mediators also enhance the cellular immune response, which
may be useful in controlling invasive pathogens, such as A.
actinomycetemcomitans. On the other hand, the inflamma-
tory products widely produced by macrophages are known to
induce bone resorption by promoting the differentiation and
maturation of osteoclasts [29,56]. In this way, the chemoat-
traction of macrophages may contribute towards the mainte-
nance of the chronic inflammatory reaction and the tissue
destruction seen in PD. Additionally, the chemoattraction of
IFN-vy-producing Th1 cells, classically involved in the acti-
vation of macrophages [57-59], could also contribute to dis-

ease progression. This possibility is compatible with the evi-
dence that the adoptive transfer of Th1 cells results in alveolar
bone resorption in mice [35].

Following the course of PD in mice, our results showed
the expression of CCL1, a known attractant of cells that
express CCR4 or CCR8, which can include Th2-type cells
and CD4*CD25" regulatory T cells [13,14,44,50-52,60]. The
Th2-type cytokines in the lesion may enhance the humoral
immune response, which in turn may contribute to the con-
trol of periodontopathogens in the gingival crevice and in peri-
odontal tissues. In fact, we found a significant increase in the
number of B cells in periodontal tissues 30 days after the
infection, a finding supported by studies showing accumula-
tion of B lymphocytes in chronic periodontal lesions in
humans [11]. Additionally, Th2 cells, which produce the anti-
inflammatory cytokines IL-4, IL-10 and IL-13, are associ-
ated with suppression of bone resorption [31,37,61,62].
Indeed, the adoptive transfer of cells with a Th2 phenotype to
nude rats attenuates the severity of PD [36]. A further poten-
tial source of IL-10, a cytokine detected in periodontal tis-
sues 30 days post infection, could be a CD4"CD25" T cell
subpopulation with suppressive properties, that characteris-
tically express CCR4 and CCR8 [63,64], both receptors found
in the periodontal tissues of A. actinomycetemcomitans
infected mice. Interestingly, during the predominance of the
Thl-type response (until 30 days pi) there was an increase in
the numbers of inflammatory cells and intense bone loss. By
contrast, after the rise in the expression of Th2-type media-
tors (after 30 days pi) the number of inflammatory cells
remained constant. These findings suggest that the pattern of
immune response could determine the stable or progressive
nature of the lesion. In agreement, in a previous study we
found that a predominant expression of Th2-type chemok-
ines and IL-10 was associated with chronic periodontitis,
while the expression of Thl-type chemokines and of IFN-y
predominated in aggressive periodontitis [20].

Taken together, our results suggest that cytokines and
chemokines are involved in the immunopathogenesis of PD,
by driving the selective migration of distinct cell types and
by promoting the maintenance of specific leukocyte subsets
in the periodontal tissues. In addition, we demonstrate that
C57BL/6 mice submitted to oral inoculation of A. actino-
mycetemcomitans represent a useful experimental model of
human PD since they develop the characteristic features of
this condition. However, the possible influences of the diet,
normal oral flora, and the genetic background of mice on the
development of the disease are not known. Since
C57BL/6 mice are known to develop a predominant Th1 type
response [65], it is possible that this model could be not totally
reproduced in other mouse strains.

Finally, knowledge regarding the role of cytokines and
chemokines in the outcome of PD may provide the basis for
future therapeutic interventions, in order to limit the inflam-
matory process while improving rapid repair of periodontal
tissues.
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Abstract

Objective: Inflammatory reactions raised in response to periodontopathogens are thought to trigger periodontal tissue destruction. We
therefore investigated the expression of MMPs and the osteoclastogenic factor RANKL, their respective inhibitors TIMPs and OPG in the
course of experimental periodontal disease in mice, and the possible correlation with the expression of inflammatory and regulatory
cytokines. Material and Methods: Quantitative polymerase chain reaction (RealTime-PCR) and ELISA were performed with gingival
samples of C57BI/6 mice infected with Actinobacillus actinomycetemcomitans. Results: Our data showed that the expression of MMPs
and RANKL was correlated with the expression of IL-1f3, TNF-o and IFN-y, in a period with intense increase of inflammatory reaction
and alveolar bone loss. On the other hand, IL-4 and IL-10 were associated with higher expression of TIMPs and OPG and with a lower
expression of MMPs and RANKL, reducing the rates of increase of cellular infiltration and alveolar bone loss. Conclusions: It is possible
that the pattern of cytokines produced in periodontal tissues determines the severity of PD, controlling the breakdown of soft and bone
tissues trough the balance between MMPs/TIMPs and RANKL/OPG expression in the gingival tissues.

Keywords: metalloproteinases / RANKL / OPG / cytokines / experimental periodontal disease / Actinobacillus actinomycetemcomitans

1. Introduction

Periodontal diseases (PD), a chronic inflammatory
diseases of the attachment structures of the teeth, is one of the
most significant causes of tooth loss in adults and the most
prevalent form of bone pathology in humans, besides to be a
modifier factor of systemic heath of the patients. The bacterial
biofilm attached to tooth surface triggers an intense
inflammatory reaction, the generation of proteases that degrade
extracellular matrix (ECM) and the resorption of alveolar
bone, leading to the irreversible loss of tissue attachment in the
periodontium (Genco 1992, Baker 2000, Kinane & Lappin
2001, Seymour & Gemmel 2001).

Among host proteases that target the ECM, matrix
metalloproteinases (MMPs - a family of zinc- and calcium
dependent proteases) play a role in both degradation and
remodeling of matrix proteins during different physiologic and
pathological processes (Birkedal-Hansen et al 1993). MMPs
comprise 4 major subclasses based on their substrate
specificity and sequence homology: collagenases such as
MMP-1 or interstitial collagenase are active against fibrillar
collagen; gelatinases, also called type IV collagenases (A or
MMP-2 and B or MMP-9), which present high activity against
denaturated  collagens;  stromelysins, which degrade
noncollagen components of extracellular matrix; and
membrane type matrix metalloproteinases (Birkedal-Hansen et
al 1993, Werb 1997).

The activation of MMPs is regulated by a group of endogenous
proteins named tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs), that are each capable of inhibiting almost every
member of the MMP family in a non-specific way (Baker et al
2002). Usually, the TIMPs are in balance with the MMPs and
matrix is remodeled in a highly regulated fashion. However, in
many disease processes the levels of MMPs are elevated
without a concomitant increase in TIMPs, resulting in tissue
destruction (Reynolds 1996, Dean et al 1989, Murphy et al
1991, Nawrocki et al 1997). It is thought that MMPs and
TIMPs are involved in the physiological turnover of
periodontal tissues, and MMPs appear to be involved in tissue
destruction in PD (Birkedal-Hansen et al 1993%, Reynolds et al
1994, Van der Zee et al 1997, Golub et al 2001). However,
there are contradictory results regarding MMPs/TIMPs balance
in pathological versus healthy gingival samples (Dahan et al
2001, Nomura et al 1998, Aiba et al 1996, Ingman et al 1996,
Kubota et al 1996, Garlet et al 2004), and their contribution
towards the pathogenesis of periodontitis is not completely
understood.

In addition to the destruction of connective tissue,
alveolar bone loss is a key event in PD. The integrity of bone
tissues depends on maintaining a delicate equilibrium between

* Corresponding author: Phone: 16. 602 3234 Fax: 16. 633 6840.
Av. Bandeirantes 3900, 14049-900 Ribeirdo Preto, SP, Brazil.
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bone resorption by osteoclasts and bone formation by
osteoblasts. RANKL (receptor activator of nuclear factor-kB
ligand); its cellular receptor, RANK; and the decoy receptor,
osteoprotegerin (OPG) have been identified as the key
molecular regulation system for bone remodeling. RANKL is
the main stimulatory factor for the differentiation and
activation of osteoclasts. The effects of RANKL are
counteracted by OPG, which strongly inhibits bone resorption
by preventing RANK-RANKL engagement (Teitelbaum 2000,
Katagiri & Takahasi 2002). The imbalances of this system are
pivotal components of the etiology of some bone disorders
(Rodan & Martin 2000, Sezer et al 2002, Romas et al 2002).
Regarding PD, increased levels of RANKL are found in
diseased tissues, and their balance with OPG expression is
supposed to determine disease severity (Teng YT 2000, Crotti
T 2003, Liu D 2003, Garlet et al 2004, Valverde P 2004, Mogi
M 2004).

It is also important to establish the factors that regulate
the breakdown of homeostasis of connective and osseous
tissue that takes place in PD. Inflammatory mediators, such as
prostaglandins (PGE2), IL-1 and TNF-o, and the Thl type
cytokine IFN-y, have been described as positive regulators of
osteoclastogenesis and of expression of MMPs (Harris et al
2002, Katagiri & Takahashi 2002). The reverse effect is
exerted by the Th2 type cytokines such as IL-4, IL-10 and IL-
13 (Harris et al 2002, Katagiri & Takahashi 2002). In
periodontal lesions, the balance between the expression of Thl
and Th2 type mediators is thought to be a relevant factor to the
outcome of disease, probably regulating the balance of
MMPs/TIMPs and RANKL/OPG (Ukai et al 2001, Taubman
& Kawai 2001, Teng 2002, Garlet et al 2003, Gemmel &
Seymour 2004, Yamazaki K 2004,Garlet et al 2004).
However, the kinetics of expression of MMPs/TIMPs, and
RANKL/OPG in the time course of PD, and their relevance to
disease progression/outcome are not known.

In the present study, we investigated the pattern of
expression of mRNAs encoding for MMPs, TIMPs, RANKL
and OPG by quantitative polymerase chain reaction
(RealTime-PCR), and further correlated them with the profile
of cytokine produced in the course of experimental periodontal
disease in mice.

2. Material and methods
2. Induction of periodontal disease

Experimental animal groups comprised eight-week-old
male C57BL/6 mice, bred and maintained in the animal house
of Department of Biochemistry and Immunology, School of
Medicine of Ribeirdo Preto-USP. The experimental protocol
was approved by the local Institutional Animal Care and Use
Committee. Actinobacillus actinomycetemcomitans (ATCC
29522) was anaerobically grown in supplemented agar
medium (TSBV) as previously described (Avila-Campos et al
1995). Initially the animals received the injection of 1x109
CFU of AA diluted in 10ul of PBS in the palatal gingival
tissue of the molars and, immediately after, 1x109 CFU of AA
in 100ul of PBS with of 2% of carboxymethylcellulose
directly placed in the oral cavity. After 48 and 96 h the
procedure of oral inoculation was repeated. Negative controls
included sham-infected mice, which received PBS with
carboxymethylcellulose solution without AA and non-infected
animals.

2.1. Isolation and quantification of inflammatory cells from
periodontal tissues

To isolate and characterize leukocytes present in the
lesion site, whole buccal and palatal periodontal tissues of

upper molars were collected and incubated 1 h at 37°C, dermal
side down on RPMI 1640, supplemented with NaHCOs;,
penicillin/streptomycin/gentamycin, and 0.28 Wunsch units/ml
of liberase blendzyme CI (Roche - F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Switzerland). The tissues of 5 mice at each time point
per group were processed in the presence of 0.05% DNase
(Sigma-Aldrich, Steinhein, Germany) using Medimachine (BD
Biosciences PharMingen, San Diego, CA) according to the
manufacturer's instructions. After processing, cell viability was
assessed by trypan blue exclusion, and the cell count was
performed in a Neubauer chamber.

2.2. Quantification of alveolar bone loss

Evaluation of the extent of alveolar bone loss was
performed as previously described (Baker et al 1994).
Previously, the maxilles were hemisected, exposed overnight
in 3% hydrogen peroxide and mechanically defleshed. The
palatal faces of the molars were photographed with 20X
magnification using a dissecting microscope (Leica, Wetzlar,
Germany), with the oclusal face of the molars positioned
perpendicularly to the base. The images were digitized, and
analyzed by a blinded investigator using ImageTool 2.0
software (The University of Texas Health Science Center, San
Antonio). The quantification analysis comprises the
measurement of the area between the cemento-enamel junction
(CEJ) and the alveolar bone crest (ABC), in arbitrary units of
area (AUA), corresponding to the pixels contained in the
selected area in the 3 posterior teeth. At each time, 5 animals
were analyzed, and for each animal the alveolar bone loss was
defined as the media of CEJ-ABC between the right and the
left arch.

2.3. RNA extraction

The extraction of total RNA of gingival palatal tissues
was performed with the Trizol reagent following the protocol
recommended by manufacturer (Life Technologies, Rockville,
MD). Shortly, Trizol (1 ml for 1 mg of tissue) was added to the
sample, shaken for 30 seconds and incubated at room
temperature for 5 minutes. For each 1 ml of the suspension 0,2
ml of chloroform (Sigma Co., St. Louis, MO) was added and
centrifuged to 12000 g for 15 minutes at 4°C. The aqueous
phase was transferred for a new tube, to which the same
volume of isopropanol. The sample was shaken, incubated by
20 minutes for -20°C and centrifuged again as previously
described. The precipitate was washed in ethanol 100% and
dried at room temperature. RNA samples were suspended in
50 pl of deionizied RNAse free water and stored at -70°C. An
aliquot of 5 pl was used for obtaining the concentration of
RNA/ul in the samples, using the GeneQuant (Pharmacia
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).

2.4. REAL-TIME PCR reactions

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using 3
pg of RNA through a reverse transcription reaction
(Superscript II, Gibco Life Technologies, Grand Island, NY
USA). RealTime-PCR quantitative mRNA analyses were
performed in an ABI Prism 7000 Sequence Detection System
using the SYBR-green fluorescence quantification system
(Applied Biosystems, Warrington, UK) for quantitation of
amplicons. The standard PCR conditions were 95°C (10
minutes), and then 40 cycles of 94°C (1 minute), 56°C (1
minute), and 72°C (2 minutes), followed by the standard
denaturation curve. The sequences of primers were designed
using the PrimerExpress software (Applied Biosystems,
Warrington, UK) using nucleotide sequences present in the
GenBank database. The primers sequences, the predicted
amplicom sizes, the annealing and Melting temperatures are



Garlet et al. / Manuscrito em preparagdo 3

depicted in Table 1. PCR conditions for each target were
conscientiously optimized with regard to primer concentration,
absence of primer dimer formation, and efficiency of
amplification of target genes and housekeeping gene control.
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Warrington, UK), 200 nM specific primers, and 2.5 ng of
c¢DNA were used in each reaction. Threshold for positivity of
RealTimePCR was determined based in negative controls. The
prevalence of subjects from each study group for positive
expression of the message for the genes of interest is shown in
Table 3. Calculations for determining the relative level of gene
expression were made according to the instructions from
User’s Bulletin (P/N 4303859) from Applied Biosystems, by
reference to the beta-actin in the sample, using the cycle
threshold (Ct) method. Briefly, Ct is the point at which the
exponential increase in signal (fluorescence) crosses a
somewhat arbitrary signal level (usually 10 times background).
The mean Ct values from duplicate measurements were used to
calculate expression of the target gene with normalization to a
housekeeping gene used as internal control (beta-actin), using
the 2—-ACt formula, also according to User’s Bulletin. Negative
controls without RNA and without reverse transcriptase were
also performed. One experiment representative of three.

Table 1. Primers sequences and reaction properties

Target Sense and anfi-sense sequences T C) (0 by

MMP-1 TGGACCTGCAGGAAATCTTGC 58 79 155
AGAGTCCAAGAGAATGOCCGA

WMMP-2 | CTGATGGCACCCATTTACACCT &0 &2 186
GATCTGAGCGATGCCATCAAA

MMP-9 | AGAGATGCGTGGAGAGICGAL 65 85 162
AAGCTTTGGAATCTGOCCAGS

TIMP-1 ACTGCAGGATGGACTCTTGCA 30 82 206
TTTCAGAGCCTTGGAGGAGCT

TIMP-2 CAAGTTCTTCGCCTGUATCAA al B4 155
TCGAAACCCTTGGAGGCTT

TIMP-3 | TTCTCAGCGAGGATGGCACTT ] 81 200
AAACACGGTTCAGGATGCTGG

RANEL | CAGAAGATGGCACICACTGCA 65 73 03
CACCATCGCTTTCTCTGCTCT

OFPG GOAACCCCAGAGCGAAATACA 57 T 225
CCTGAAGAATGCCTCCTCACA

TNF-e | AAGCCTOTAGCCCATGTICT 56 7 0
CAGATAGATGOGCTCATACT

IFN-y AT GAAATATACA AGTTATATCATG 58 T 501
TOTTTCGAGGTCCAAGAGCATCCC

L4 GCGATA TCACCTTACA GOAG 58 82 308
TGTCCTGTG AAGGAAGECAAC

IL-10 AGATC TCCGAGATGC CTTCA 58 85 307
CCOTGGAGCAGGTGAAGAAT

pagtn | ATOTTTGAGACCTTCAACA 56 75 435
CACGTCAGACTTCATGATGG

[&t annealing temperature; Mt Melting teraperature; by base pairs of amplicon size

2.5. Protein extraction and cytokine ELISA

Measurements of cytokine in periodontal tissues were
performed as previously described (Talvani A et al 2003). For
protein  extraction, palatal periodontal tissue  were
homogenized in phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4,
centrifuged at 1000 rpm at 4 °C and supernatants were stored
at =70 °C. The concentrations of cytokines in periodontal
extracts were detemined by ELISA wusing commercially
available available kits (all from R&D Systems, Minneapolis,
USA), as follows: IL-1b (sensitivity, >3 pg/ml ), TNF-a (>3.4
pg/ml), IFN-g (>2 pg/ml), IL-4 (>2 pg/ml) and IL-10 (>4
pg/ml). All assays were carried out according to the
manufacturer's instructions. Results were expressed as
picograms of cytokine per milligram of periodontal tissue.

2.6. Statistical analysis

Bone levels and inflammatory cells values were
submitted to the statistical test ONE-WAY ANOVA, followed
by Bonferroni post test. To access possible differences in the
intensity of mRNA expression and in the cytokine levels in the
course of disease, ANOVA followed by Bonferroni test were
performed. Linear regression and Spearman analysis was used
to test possible correlations between the levels of expression of
MMPs, TIMPs, RANKL and OPG compared to levels of

cytokines expression. For all the tests used, values of P<0.05
were considered statistically significant. All statistical tests
were performed with the GraphPad InStat 3.05 and GraphPad
Prism 3.0 software (GraphPad Software Inc, San Diego, CA).

3. Results

3.1. Analysis of the inflammatory reaction and alveolar bone
level

In order to validate the effectiveness of the establishment
of the experimentally AA-induced PD, we evaluated the
inflammatory reaction and alveolar bone loss, the key events in
PD. We found that AA-infected mice presented a significant
increase in the number of leukocytes extracted from
periodontal tissues at 15d (P<0.01), 30d (P<0.01) and 60d
(P<0.001) post infection (fig 1A), when compared to sham-
infected and non-infected mice (fig 1A). We also verified that
AA-infected mice presented horizontal bone loss, verified by
the increase in the area between the cement-enamel junction
(CEJ) and the alveolar bone crest (ABC) at 30d (P<0.01) and
60d (P<0.001) post infection (fig 1B). We also analyzed the
rate of increase of inflammatory cell counts and alveolar bone
loss in two distinct periods in the course of disease (the initial
period, comprised from infection time until 30d of infection,
and the late period, comprised between 30 and 60 days post
infection). We found that both inflammatory reaction and
alveolar bone loss presented high increase rates in the initial
period (0-30 days). On the contrary, in the late period (30-
60days) both inflammatory (p<0.001) and bone loss (p<0.01)
indexes are significantly lower than in the initial period.

3.2. Quantitative analysis of MMPs and TIMPs mRNA
expression

In order to evaluate the role of MMPs and TIMPs balance in
the course of experimental PD, we first evaluated the kinetics
of their mRNA expression in periodontal tissues from AA-
infected C57B1/6 mice (fig. 2). The expression of MMPs
(MMP-1, MMP-2, MMP-9) and TIMPs (TIMP-1, TIMP-2 and
TIMP-3) was found to be constitutive, being detected in low
levels at Oh (fig. 2A-B), likewise on non infected mice (data
not shown). During the course of disease, the expression of
MMP-1 was found to be increased at 24h, 7d and 15d post
infection (*p<0.05 vs control), and then presented a significant
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Figure 1. Inflammatory reaction and alveolar bone loss in in A.
actinomycetemcomitans infected mice. C57B1/6 mice were inoculated
orally with Actinobacillus actinomycetemcomitans, periodontal samples
were taken and the inflammatory infiltrate and the alveloar bone level
was evaluated. (A) Count of leukocytes extracted from periodontal
tissues were performed in a Neubauer chamber (hemacytometer) (B).
Measurements of bone levels were done based in CEJ-ABC in the
palatal face of maxillary molars, with ImageToll2.0 software. Infected
group presents statistically significant bone loss compared to control
and sham-infected groups (B). Values (mean + SD) obtained of 5
animals in each time was analyzed with ONE-WAY ANOVA,
Bonferroni post test, (*)P<0.05, performed with GraphPad Prism 3.0
software (GraphPad Software Inc).
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Figure 2. Kinetics of MMPs, TIMPs, RANKL and OPG in the course of experimental PD. Periodontal tissues of C57BL/6 mice inoculated orally with
Actinobacillus actinomycetemcomitans were harvested from zero (before infection) until 60 days of infection. Total RNA was extracted, and levels of
MMPs, TIMPs, RANKL, OPG and catepsin K mRNA were measured quantitatively by RealTimePCR SYBR-Green System, as described in material and
methods. The results are presented as the expression of the individual mRNAs with normalization to beta-actin, using the Ct method. The results (mean +
SD) represent values from duplicate measurements from one experiment representative of three. * P<0.05 compared to Oh, ** P<0.05 compared to selected
bars. ONE-WAY Anova, followed by Bonferroni post test, performed with GraphPad Prism 3.0 software (GraphPad Software Inc).

decrease at 30d and 60d post infection (*p<0.05 vs control; **
p<0.05 vs selected bars)(Fig, 2A). Similarly, the expression of
MMP-2 and MMP-9 showed a growing expression from 24h
until 15d of infection (*p<0.05 vs control), and a decreased
expression at 30 and 60 days (*p<0.05 vs control; ** p<0.05
vs selected bars) (Fig, 2A). In contrast, the expression of
TIMPs (TIMP-1, TIMP-2 and TIMP-3) presented a modest
increase after 24h until 15 days of infection, and a significant
augmented expression at 30d and 60d (*p<0.05 vs control; **
p<0.05 vs selected bars) (Fig, 2B). The levels of expression of
the housekeeping gene B-actin were used as positive controls
and to normalize the levels of the other target genes studied.

3.3. Quantitative analysis of osteoclast factors mRNA
expression

We next evaluated the expression of the osteoclastogenic
factor RANKL its antagonist OPG; and catepsin K, a key
enzyme in bone resorption process (fig. 2C). The expression of
RANKL was detected at 24h after infection, at 7 and 15 days
of infection their expression was significant increased
(*p<0.05 vs control), and a significant decrease was found at
30 and 60d (*p<0.05 vs control; ** p<0.05 vs selected bars).
The expression of catepsin K was detected in similar levels at
7 and 15 days of infection, and a significant decrease in their
expression was found at 30 and 60d. On the contray, the
expression of OPG presented a small increase at 24h, 7d and
15d after infection, while a significant increase was found at

30 and 60 days post infection (¥*p<0.05 vs control; ** p<0.05
vs selected bars).

3.4. Quantitative analysis of cytokines mMRNA expression

We next asked if the differences in the expression of MMPs,
TIMPs, RANKL and OPG could be due the differential
expression of cytokines that are known to be regulators of their
expression (Fig. 3). Infected mice exhibited high levels of
messages for TNF-a, IL-1b and IFN-g at 24h, 7d and 15d after
infection (*p<0.05 vs control), and such expression was found
to be decreased at 30 and 60 days (*p<0.05 vs control; **
p<0.05 vs selected bars)(Fig. 3). The expression of IL-12 was
found to be higher at 24h after infection (¥*p<0.05 vs control),
and them decreases after 7 days of infection. The expression of
IL-10 messages was detected at low levels at days 7 and 15
(*p<0.05 vs control), and them presented a significant increase
at 30 and 60 days post infection (*p<0.05 vs control; **
p<0.05 vs selected bars). IL-4 mRNA was only detected at 30d
and 60d (*p<0.05 vs control) in similar levels. Control groups
showed no cytokine mRNA expression in periodontal tissues
(data not shown).

3.5. ELISA analysis of cytokines in periodontal tissues

In order to confirm reinforce RealTimePCR findings, we also
performed ELISA for the quantification of levels of cytokine
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Figure 3. Kinetics of IL-1b, TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-10 and IL-4
expression in the course of experimental PD. Periodontal tissues of
C57BL/6  mice  inoculated  orally  with  Actinobacillus
actinomycetemcomitans were harvested from zero (before infection)
until 60 days of infection. Total RNA was extracted, and levels of IL-
1b, TNF-a,, IFNy, IL-12, IL-10 and IL-4 mRNA were measured
quantitatively by RealTimePCR SYBR-Green System, as described in
material and methods. The results are presented as the expression of the
individual mRNAs with normalization to beta-actin, using the Ct
method. The results (mean + SD) represent values from duplicate
measurements from one experiment representative of three. * P<0.05
compared to Oh, ** P<0.05 compared to selected bars. ONE-WAY
Anova, followed by Bonferroni post test, performed with GraphPad
Prism 3.0 software (GraphPad Software Inc).

exhibited high levels of TNF-a, IL-1b and IFN-g at 24h, 7d
and 15d after infection (*p<0.05 vs control), and such
expression was found to be decreased at 30 and 60 days
(*p<0.05 vs control; ** p<0.05 vs selected bars)(Fig. 3). IL-4
and IL-10 protein were only detected at 30d and 60d (*p<0.05
vs control). Control groups showed no cytokine mRNA
expression in periodontal tissues (data not shown).

3.6. Correlation analysis of the expression of MMP,
TIMPs, RANKL and OPG with expression of cytokines in
diseased periodontal tissues

We also investigated the possible correlations between the
levels of expression of MMPs, TIMPs, RANKL and OPG and
the levels of cytokines expressed in periodontal tissues. Trough
linear regression and Pearson correlation analysis we found
positive correlations were found between expression of IFN-y
and that of MMP-1 (P=0.0044, R=0.9453), IFN-y and MMP-2
(P=0.0111, R=0.9126), IFN and MMP-9 (P=0.0112,
R=0.9121), IFN-y and RANKL (P=0.0023, R=0.9608), TNF-a
and MMP-1 (P<0.001, R=0.9940), TNF-a and MMP-2
(P=0.0036, R=0.9505), TNF-a and MMP-9 (P=0171,
R=0.9505), TNF-a. and RANKL (P=0.0020, R=0.9629), IL-1-
f and MMP-1 (P=0.0017, R=0.9666), IL-1-f and MMP-2
(P=0.0131, R=0.9051), IL-1-8 and RANKL (P=0.0360,
R=0.8407), IL-4 and TIMP-1 (P<0.0068, R=0.9318), IL-4 and
TIMP-3  (P=0.0056, R=0.9381), IL-4 and OPG
(P=0.0039,R=0.9487), IL-10 and TIMP-1
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Figure 4. ELISA measurement of IL-1b, TNF-a, IFN-y, IL-4 and
IL-10 in the course of experimental PD. Periodontal tissues of
C57BL/6 mice inoculated orally  with  Actinobacillus
actinomycetemcomitans were harvested from zero (before infection)
until 60 days of infection. Gingival levels of IL-1b, TNF-a., [FNy, IL-10
and IL-4 were determined at the indicated times by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), as described in material and methods.
The results are presented as pg of cytokine per mg of tissue, mean + SD
from duplicate measurements, one experiment representative of three. *
P<0.05 compared to Oh, ** P<0.05 compared to selected bars. ONE-
WAY Anova, followed by Bonferroni post test, performed with
GraphPad Prism 3.0 software (GraphPad Software Inc).

and TIMP-2 (P=0.0062 R=0.9349), IL-10 and TIMP-3
(P=0.0381, R=0.8361), IL-10 and OPG (P=0.0018,
R=0.9648)(Fig.4).

4. Discussion

In the present study we showed that mice submitted to
oral inoculation of A. actinomycetemcomitans developed PD,
characterized by an intense migration of leukocytes to the
gingival tissues, besides marked bone resorption (Fig.1). Since
MMPs and RANKL are supposed to be involved in the disease
process, we investigated the expression such potentially
destructive mediators and their respective inhibitors TIMPs
and OPG, in the periodontal tissues of AA infected mice.

We found that both MMPs and TIMPs were constitutively
expressed in low levels in healthy periodontal tissues of mice
(fig.2). In fact, the expression of MMPs and TIMPs is
regularly found in healthy human periodontal tissues, and are
supposed to be involved in the physiological turnover of
periodontal tissues (Ryan et al 1996, Sodek & Overall 1992).
Our data also demonstrate two distinct patters of
MMPs/TIMPs expression in the course of experimental PD.
During the initial phase of disease, between 24h until 30 days
of infection, we found a significant increase in MMPs
expression and a small increase in TIMPs expression
compared to controls. In contrast, in a late disease period,
between 30 and 60 days of infection, we detected a decrease in
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Figure 5. Correlation between the expression of MRNA for MMPs, TIMPs, RANKL and OPG and mRNA for cytokines in diseased periodontal
tissues. Spearman analysis was used to test the correlations between the levels of expression of MMP-1, TIMP-1, RANKL and OPG compared to levels of
the cytokines IL-1b, TNF-a, IFN-y, IL-4 and IL-10 in the course of experimental PD. Total RNA was extracted, and the individual levels of mRNA were
measured quantitatively by a RealTimePCR SYBR-Green System, as described in material and methods. X and Y axis represent the relative mRNA
expression to each target gene normalized by beta-actin. The Spearman correlation test and linear regression was performed with the GraphPad Prism 3.0
software (GraphPad Software Inc) and values considered statistically significant are identified in the graphs.

the expression of MMPs, while the expression of TIMPs was
significantly increased.

Interestingly, in these same time periods we found
remarkable differences in the rate of disease progression. From
infection until 30d, there was a marked increase in both
inflammatory cell number and bone loss. In contrast, after 30
days of infection, a stable number of inflammatory cells in
periodontal tissue and a lower rate of alveolar bone loss were
found. These data suggests that the balance of MMPs and
TIMPs expression could account for the different degrees of
disease progression. In fact, the increased expression of MMPs
in diseased periodontal tissues seems to be consensus in the
literature, and is thought to account for the destruction of
connective and bone tissues (Birkedal-Hansen 1993, Aiba et al
1996, Ingman et al 1996, Ramamurthy et al 2002, Delaisse
2003, Garlet et al 2004). However, data regarding the
expression of TIMPs in healthy versus diseased periodontal
tissues is contradictory. Some studies show a decrease in the
levels of TIMPs in diseased periodontal tissues, supporting the
idea that an imbalance in the levels of TIMPs/MMPs takes
place in PD and results in tissue destruction (Alexander &
Damoulis 1994, Soell et al 2002, Tuter et al 2002).
Conversely, other studies detected an increased expression of
TIMPs in diseased periodontal tissues (Alpagot et al 2001,
Nomura et al 1998, Haerian et al 1995, Garlet et al 2004),
which could reflect an attempt to maintain the tissue
homeostasis, in the view of the increased expression of MMPs.
However, such upregulation of TIMPs may not be enough to
compensate for the even higher upregulation of MMPs, and
such imbalance would result in periodontal destruction. In
accordance, imbalances in the MMPs/TIMPs system (i.e.,

lower levels of TIMPs and/or higher levels of MMPs) are
involved in the pathogenesis of several diseases (Schulze et al
2003, Lanchou et al 2003, Gianelli et al 2002), including
rheumatoid arthritis (Golbach et al 2000, Yoshihara et al 2000,
Katrib et al 2003, Kong et al 1999, Romas et al 2002), which
share several features with PD, including the chronic nature of
the inflammatory reaction and tissue destruction activity
(Mercado et al 2003).

In addition to the tissue destruction mediated by MMPs,
the alveolar bone resorption driven by osteoclasts is another
key feature of PD. In view of this, we also examined the
expression of the osteoclastogenic factors RANKL, its
inhibitor, OPG; and catepsin K, a key enzyme in bone
resorption process (Teitelbaum 2000, Delaise 2003). In a
similar pattern to that seem to MMPs/TIMPs, we found that
the initial phase of PD, presenting higher / faster disease
progression, is associated with high catepsin K and RANKL
expression and low OPG expression. On the contrary, lower
catepsin K and RANKL and higher OPG expression was found
in the late period/stage of PD, characterized by lower disease
activity. Our data suggests that RANKL/OPG balance
determine the rate of bone loss and PD progression. Such
hypothesis is supported by data showing that RANKL is
closely associated with bone resorption (Teitelbaum 2000,
Ritchlin et al 2003), and the blockade of RANKL by OPG
leads to a reduction in the alveolar bone loss (Liu et al 2003,
Teng et al 2000). In accordance, the balance in RANKL/OPG
is supposed to account for modulation of human PD severity
(Crotti et al 2003, Mogi 2004, Garlet et al 2004).

Since the balance of both MMPs/TIMPs and
RANKL/OPG is supposed to be determined by cytokine
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profile, we next used RealTimePCR and ELISA to investigated
the cytokines which could regulate the expression of such
factors (Teitelbaum 2000, Birkedal-Hansen et al 1993,
Nakamura I 2003, Saidenberg Kermanac'h 2002). We found
that both mRNA and protein levels of TNF-a, IL-1B and IFN-
v, were found in high levels from 24h until 15 days and
significantly decreased after 30 days of infection, and
presented positive correlation with the expression of MMPs
and RANKL. Conversely, IL-4 and IL-10 were found in
significantly levels only at 30 and 60 days of infection, was
positively correlated with the expression of TIMPs and OPG.
These data support our previous findings, showing that the
balance in the expression of MMPs/TIMPs and of
RANKL/OPG in PD could be due the different patterns of
cytokines produced in the tissues (Garlet et al, 2004). In fact,
IL-1 and TNF are proinflammatory stimuli that clearly trigger
deleterious events which occur in periodontal disease,
including the stimulation of matrix metalloproteinase
production and bone resorption (Graves DT 2003, Teitelbaum
2000, Birkedal-Hansen et al 1993, Nakamura I 2003).

Despite controversies regarding the role of T helper
cytokines in periodontal diseases, Thl and Th2 cytokines have
been shown to be associated with activation and suppression of
bone resorption, respectively (Kawashima & Stashenko 1999,
Sasaki et al 2000, Kawai et al 2000, Eastcott et al 1994). IFN-y
appears to be the predominant cytokine produced by T cells in
PD, and an increase in IFN-y-producing cells in the lesions is
correlated with the progression of disease (Ukai et al 2001,
Roberts et al 1997, Kawai 2000). In contrast, Th2 cytokines
(IL-4 and IL-10) are widely expressed in diseased periodontal
tissues (Lappin et al 2001, Tokoro et al 1997, Garlet et al
2004) and are associated with suppression of bone resorption
(Eastcott 1994, Kawashima & Stashenko 1999, Sasaki et al
2000). Moreover, recent studies have been demonstrated that
mixed patterns of immune response are present in diseased
periodontal tissues (Berghlund et al 2003, Garlet et al 2003,
Teng 2002, Ukai et al 2001), suggesting that the balance of T
helper responses could account for the control of disease
severity trough the regulation of MMPs/TIMPs and
RANKL/OPG systems (Garlet et al 2004, Mogi 2004,
Yamazaki 2004, Valverde 2004).

Taken together, our results suggest that higher disease
progression is associated with enhanced expression of MMPs
and RANKL, that could be induced by TNF-a, IL-1b and/or
IFN-y,. In addition, the increased expression of TIMPs and
OPG, possibly induced by IL-4 and/or IL-10, could be
responsible for the attenuation of the tissue destruction.
Therefore, the knowledge regarding the role of the cytokines in
the modulation of MMPs/TIMPs and RANKL/OPG systems,
and their relevance to the outcome of PD may provide the
basis for future therapeutical interventions, in order to limiting
the inflammatory process while improve rapid repair of
periodontal tissues.
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Abstract

Introduction and objectives: Inflammatory immune reactions in response to periodontopathogens are thought to protect the host against
infection, but may triggers periodontal destruction. Therefore, we examined the mechanisms by which the proinflammatory cytokine
TNF-a modulates the outcome of periodontal disease (PD) induced in mice by the oral inoculation of Actinobacillus
actinomycetemcomitans (AA). Methods and results: Our results showed that TNF receptor p55 deficient mice (TNF-KO) developed a
less severe PD in response to AA infection, characterized by a significant decrease in both alveolar bone loss and inflammatory reaction.
The cell migration is supposed to be diminished due a decreased expression of chemokines (MIP2, MIP1a, MIP1b, RANTES and IP-10)
and of the adhesion molecules (ICAM) in periodontal tissues of TNF-KO mice, evaluated by RealTimePCR. In addition, matrix
metalloproteinases (MMPs), the osteoclastogenic factor RANKL and catepsin K, thought to be key factors in the pathogenesis of PD,
also are found to have their mRNA expression decreased in TNF-KO mice. However, in spite of the lower PD severity, the absence of
TNFRpS5S result in an impairment of protective immunity to AA infection, characterized by a large increase the bacterial load in gingival
tissue, higher levels of C-reactive protein in liver and significant decrease in weight gain during the course of disease. Such impaired host
response may be result of the reduced chemmoatraction and activation/activity of phagocytes in periodontal tissues, since both
neutrophils and macrophages are found in lower number in periodontal tissues in TNF-KO. In addition, we also found that both iNOS
expression and MPO activity were reduced in TNF-KO mice. Conclusion: Our results provide data clarifying the molecular mechanisms
involved in the control of inflammatory reaction and alveolar bone loss by TNF-a, and consequently in the determination PD severity. In

addition, we demonstrated an important role of TNF-a in provide immune protection to A. actinomycetemcomitans infection.

Keywords: TNFp55 / cytokines / experimental periodontal disease / Actinobacillus actinomycetemcomitans

1. Introduction

Periodontal diseases (PD) are chronic inflammatory diseases of
the attachment structures of the teeth, which is one of the most
significant causes of tooth loss in adults and the most prevalent
form of bone pathology in humans. The bacterial biofilm attached
to tooth surface hosts a vast diversity of potentially hazardous
bacterial species, which triggers local and systemic inflammatory
and immune responses (Genco 1992, Baker 2000, Kinane &
Lappin 2001). These host response to periodontopathogens are
thought to protect the host against infection, but the persistence of
the pathogens may become the protective roles of inflammatory
mediators dangerous to the periodontal tissues. In fact, the local
action of pro-inflammatory cytokines, including TNF-a, are
important etiologic factors of PD (Genco 1992, Baker 2000,
Kinane & Lappin 2001, Seymour & Gemmel 2001).

TNF-a play a critical role in the resistance to a wide range of
microbial pathogens (Ferrante A 1992, Graves 2000), regulating
several aspects of the host response. TNF-a act in several steps of
leukocyte recruitment mechnisms, inducing the upregulation of
adhesion molecules and the production of chemokines and matrix
metalloproteinases (Dinarello 1996, Pfizenmaier et al. 1996,
Offenbacher S 1989, Jaing Y 1999, Graves DT 2003, Graves &
Jiang 1995, Penberthy et al. 1997). In addition, TNF-a regulates
the antigen presentation, expression of costimulatory molecules
and the stimulation of bactericidal activity of phagocytes (
Dinarello 1996, Pfizenmaier et al. 1996). Most of the

antimicrobial and inflammatory effects effects of TNF-a have
been attributed to TNF-a receptor pS5 (TNFp55), while the TNF-
a receptor p75 signaling acts to attenuate the inflammatory
response (Amar 1995, Peschon 1998).

Regarding human PD, TNF-a p55 receptor (Tervahartiala T 2001)
is widely expressed in diseased periodontal tissue. In accordance,
TNF-a are present in high levels in both gingival crevicular fluid
and diseased periodontal tissues (Engebretson SP 1999,
Rossomando EF 1990, Matsuki Y 1992, Stashenko P 1991,
Tervahartiala T 2001, Garlet et al 2004, Wang PL 2003, Gorska R
2003, Graves et al 2003). In fact, TNF-a play a central role in the
inflammatory reaction, alveolar bone resorption and in the loss of
connective tissue attachment in experimental disease (Assuma
1998, Graves 1998, Delima 2001, Graves 2001, Oates TW 2002).

However, the molecular mechanisms linking TNF-a to
inflammatory cell migration and to periodontal tissue destruction
have not been established. In addition, the theoretical role exerted
by TNF-a in the control of periodontal infection remain unknown.
To clarify these questions, we infected mice genetically deficient
from TNF-p55 with A. actinomycetemcomitans and them carried
out experiments evaluating the inflammatory and immune
response, the severity of disease and the control of periodontal
infection.

* Corresponding author: Phone: 16. 602 3234 Fax: 16. 633 6840.
Av. Bandeirantes 3900, 14049-900 Ribeirdo Preto, SP, Brazil.
E-mail adresss: jsdsilva@fmrp.usp.br (J.S. Silva)
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2. Material and methods
2.1. Mice

Experimental groups comprised eight-week-old male wild type
C57BL/6 mice, and mice with targeted disruption of the TNF
receptor p55 (TNFp55KO) (Breeding pairs purchased from
Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) bred and maintained in
the animal facilities of the Department of Biochemistry and
Immunology, School of Medicine of Ribeirdo Preto-USP.
Throughout the period of the study mice were fed with sterile
standard solid mice chow (Nuvital, Curitiba - PR, Brazil), and
sterile water. The experimental protocol was approved by the
local Institutional Committee for Animal Care and Use.

2.2. Periodontal infection

Periodontal infection was performed as previously described
(Garlet et al, in press). In brief, the animals received the oral
inoculation of 1x10° CFU of a diluted culture of Actinobacillus
actinomycetemcomitans (ATCC 29522, grown anaerobically in
supplemented agar medium, TSBV) [28], in 100ul of PBS with
2% of carboxymethylcellulose, placed in the oral cavity with a
micropipette. After 48 and 96 h this procedure was repeated.
Negative controls included sham-infected mice, which received
PBS with carboxymethylcellulose solution without A.
actinomycetemcomitans, and non-infected animals.

2.3. Histological analysis

Four animals selected at random from each group were sacrificed
at 0, 15, 30, and 60 days after infection. The periodontal tissues
obtained were then fixed in 4% paraformaldehyde in PBS at pH
74 for 12 h at room temperature. The specimens were
demineralized thoroughly in 10% ethylenediaminetetraacetic acid
disodium salt (EDTA) for 1-2 weeks. The decalcified mouse
periodontal tissues were trimmed, dehydrated in graded ethanol
and embedded in paraffin. Serial sections (Sum) were cut and
mounted on glass slides precoated with 0.1% poly-l-lysine
(Sigma, St. Louis, MS, USA). Histological assessment was
carried out following routine hematoxylin and eosin staining.

2.4. lIsolation of inflammatory cells from periodontal tissues
and flow cytometric analysis

To isolate and characterize leukocytes present in the lesion
site, whole buccal and palatal periodontal tissues of upper molars
were collected and incubated for 1 h at 37°C, dermal side down
on RPMI 1640, supplemented with NaHCO;,
penicillin/streptomycin/gentamycin, and 0.28 Wunsch units/ml of
liberase blendzyme CI (Roche - F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Switzerland). The tissues of 5 mice at each time point per
group were processed in the presence of 0.05% DNase (Sigma-
Aldrich, Steinhein, Germany) using Medimachine (BD
Biosciences PharMingen, San Diego, CA) according to the
manufacturer’s instructions. After processing, cell viability was
assessed by Trypan blue exclusion, and the cell count was
performed in a Neubauer chamber. For immunofluorescence
staining, after cell count, the cells were filtered through a 50-pum
filter and then were washed and stained for 20 min at 4°C with
the optimal dilution of each Ab. For immunostaining, PE- and
FITC-conjugated Abs against CD4, CD8, GR1 and F4/80, and
respective isotype controls were employed (BD Biosciences
PharMingen). Cells were washed again and analyzed by flow
cytometry (FACScan™ and CELLQuest™ software; BD
Biosciences PharMingen). Results represent the number of cells
(#SD) in the periodontal tissues of each mouse, for three
independent experiments.

2.5. Quantification of alveolar bone loss

Evaluation of the extent of alveolar bone loss was
performed similarly as previously described [25]. The maxillae
were hemisected, exposed overnight in 3% hydrogen peroxide
and mechanically defleshed. The palatal faces of the molars were
photographed with 20X magnification using a dissecting
microscope (Leica, Wetzlar, Germany), with the occlusal face of
the molars positioned perpendicularly to the base. The images
were digitized, and analyzed by an investigator unfamiliar with
the project, using ImageTool 2.0 software (The University of
Texas Health Science Center, San Antonio). Quantitative analysis
comprised the measurement of the area between the cemento-
enamel junction (CEJ) and the alveolar bone crest (ABC), in
arbitrary units of area (AUA), corresponding to the pixels
contained in the selected area in the 3 posterior teeth. At each
time point, 5 animals were analyzed, and for each animal the
alveolar bone loss was defined as the average of CEJ-ABC
between the right and the left arch.

2.6. REAL-TIME PCR reactions

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using 3 g
of RNA through a reverse transcription reaction (Superscript II,
Gibco Life Technologies, Grand Island, NY USA). RealTime-
PCR quantitative mRNA analyses were performed in an ABI
Prism 7000 Sequence Detection System using the SYBR-green
fluorescence quantification system (Applied Biosystems,
Warrington, UK) for quantitation of amplicons. The standard
PCR conditions were 95°C (10 minutes), and then 40 cycles of
94°C (1 minute), 56°C (1 minute), and 72°C (2 minutes),
followed by the standard denaturation curve. The sequences of
primers were designed using the PrimerExpress software
(Applied Biosystems, Warrington, UK) using nucleotide
sequences present in the GenBank database. The primers
sequences, the predicted amplicom sizes, the annealing and
Melting temperatures are depicted in Table 1. PCR conditions for
each target were conscientiously optimized with regard to primer
concentration, absence of primer dimer formation, and efficiency
of amplification of target genes and housekeeping gene control.
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington,
UK), 200 nM specific primers, and 2.5 ng of cDNA were used in
each reaction. Threshold for positivity of RealTimePCR was
determined based in negative controls. The prevalence of subjects
from each study group for positive expression of the message for
the genes of interest is shown in Table 3. Calculations for
determining the relative level of gene expression were made
according to the instructions from User’s Bulletin (P/N 4303859)
from Applied Biosystems, by reference to the beta-actin in the
sample, using the cycle threshold (Ct) method. Briefly, Ct is the
point at which the exponential increase in signal (fluorescence)
crosses a somewhat arbitrary signal level (usually 10 times
background). The mean Ct values from duplicate measurements
were used to calculate expression of the target gene with
normalization to a housekeeping gene used as internal control
(beta-actin), using the 2—ACt formula, also according to User’s
Bulletin. Negative controls without RNA and without reverse
transcriptase were also performed. One experiment representative
of three.

2.7. Protein extraction and cytokine ELISA

Measurements of cytokine in periodontal tissues were
performed as previously described (Talvani A et al 2003). For
protein extraction, palatal periodontal tissue were homogenized in
phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4, centrifuged at 1000 rpm
at 4 °C and supernatants were stored at —70 °C. The
concentrations of cytokines in periodontal extracts were
detemined by ELISA using commercially available available kits
(all from R&D Systems, Minneapolis, USA), as follows: IL-1b
(sensitivity, >3 pg/ml ), TNF-a (>3.4 pg/ml), IFN-g (>2 pg/ml),
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IL-4 (>2 pg/ml) and IL-10 (>4 pg/ml). All assays were carried out
according to the manufacturer's instructions. Results were
expressed as picograms of cytokine per milligram of periodontal
tissue.

2.8. A. actinomycetemcomitans detection and quantification.

A. actinomycetemcomitans detection was performed as previously
described [28]. Periodontal tissue samples were homogenizated in
500 pl of sterile Milli-Q water, and washed twice with sterile
Milli-Q water at 12,000 rpm for 10 minutes. The pellet was
resuspended in 500 pl of sterile Milli-Q water, and boiled for 10
minutes. After centrifugation (12,000 rpm, 10 minutes) the
supernatant was saved and transferred to a new tube and used as
template. PCR were them performed in a final volume of 50 ul
containing 10 ng of template/sample, 2.5mM MgCl2, 2.5 U of the
enzyme Taq polimerase (GIBCO Life Tech), and specific primers
at 1|uM by using the PTC-100 cycler (MJ Research, Watertown,
MA). The amplification products of PCR were separated by
electrophoresis on 6% acrylamide gel and visualized as bands by
0.2% silver nitrate staining. RealTimePCR for bacterial
quantification were performed using x 50 pl of sample, in the
conditions previously described (Sakamoto). The basic conditions
of the reaction were 30 cycles for AP-PCR, and 40 cycles for
RealTimePCR; of 1 min at 94°C for denaturation, 1 min at 54°C
annealing and 2 min at 72°C of extension, plus a final step of
extension for 7 min at 72°C. A sample without template DNA
and a water sample were used as a negative control.

2.9. Serum CRP measurement.

The levels of serum CRP were determined as previously
described (ref POP), using a agglutination commercial kit
(Labtest Diagndstica, Sdo Paulo, Brasil). In brief, 50 ul of serum
samples (in dilutions of 4, 16, 64, 128 e 256), 50 ul de NaCI 0,9
2%, and 50 ul of latex beads coated with anti CRP antibodies
were dispensed in a 96 well plates. The plate was agitated in
circular movements for 2 minutes, and the macroscopic evidence
of agglutination was observed. To the semi-quatification of CRP
levels, the level of essay sensitivity (>6 mg/L) was multiplied by
the titer of CRP of each sample.

2.10. Periodontal tissue MPO activity

The activity of MPO in periodontal tissue was measured as
previously described. (Souza et al. 2004). Briefly, periodontal
tissue were homogenised in ice cold buffer (0.1 M NaCl, 20 mM
NaPO,, 15 mM Na EDTA), pH 4.7, and centrifuged at 3000 rpm
for 15 minutes. The pellet was then subjected to hypotonic lysis
(900 pl of 0.2% NaCl solution followed 30 seconds later by
addition of an equal volume of a solution containing 1.6% NaCl
and 5% glucose). After further centrifugation, the pellet was
resuspended in 50 mM NaPO, buffer, pH 5.4, containing 0.5% H-
TAB, and re-homogenised. The homogenate was then frozen and
thawed three times and centrifuged again at 10 000 rpm for 15
minutes at 4°C. MPO activity in the resuspended pellet was
assayed by measuring the change in absorbance at 450 nm using
tetramethylbenzidine (1.6 mM) and H,O, (0.5 mM). A unit of
MPO activity was defined as that converting 1 pmol of hydrogen
peroxide to water in one minute at22°C.

2.11. Statistical analysis

The inflammatory cells number and the CEJ-ABC area values
were submitted to the one-way ANOVA statistical test, followed

by Tukey’s post test. Differences in the relative intensity of
mRNA expression between the groups were analyzed by the
Kruskal-Wallis test and Dunn’s post test. Values of P<0.05 were
considered statistically significant. All statistical tests were
performed with the GraphPad InStat 3.05 and GraphPad Prism
3.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

3. Results

3.1. Modulation of inflammatory reaction and alveolar bone
loss

In order to investigate the relevance of TNF-a for PD outcome,
we first evaluated their role in the modulation of inflammatory
reaction and alveolar bone loss in experimental PD. The analysis
of the inflammatory infiltrate extracted from the gingival tissue of
AA-infected IFN-KO mice showed a significant decrease in the
number of leukocytes at 7, 15, 30 and 60 (P<0.05) days post
infection compared to WT-infected mice (fig.1A). In agreement,
histological analysis of periodontal tissues showed a significant
reduction in the inflammatory reaction in TNF-KO mice (fig1 C).
Regarding bone resorption, AA-infected TNF-KO mice presented
a significant reduction in horizontal bone loss, verified by the
decrease in the area between the cement-enamel junction (CEJ)
and the alveolar bone crest (ABC) at 15, 30, 45 and 60d (P<0.01)
post infection (fig 1B). Sham-infected and non-infected mice of
all strains did not present increase in the number of leukocytes in
periodontal tissues nor alveolar bone loss in the analyzed period
(FiglA, B).

3.2. Modulation of cytokines in periodontal tissues.

To clarify the mechanisms involved in the down-regulation of PD
severity in the absence of TNFpS55, we next asked if the
differential expression pro- and anti-inflammatory cytokines
could account for the modulation of experimental PD (Fig. 02). In
TNF-KO infected mice, the expression of IL-1 mRNA was found
to be significantly decreased at 7 and 15 days post infection
(P<0.05), while at 30 and 60 days pi only a slight reduction was
found (fig. 2). We also found a decreased expression of IFN
mRNA in the tissues of AA-infected TNF-KO mice, at 7, 15 and
30 days pi (P<0.05), when compared to WT mice. Comparing the
levels of IL-12p40 and IL-4 mRNA expression in TNF-KO and
WT- AA infected mice, no significant differences were found in
the analyzed times (Fig. 02). Our results also demonstrate a
significant increase in IL-10 mRNA expression in TNF-KO mice
at 7,15, 30 and 60 (P<0.05) days post infection. We also evaluate
cytokine production in periodontal tissues by ELISA (data not
shown). Our results demonstrate that IL-1b and IFN-g levels were
significantly lower in TNF-KO mice at 15 days pi (P<0.05 vs
WT). On the other hand, the levels of IL-10 in periodontal tissues
of TNF-KO mice were significantly higher than in WT mice 60
days pi (P<0.05 vs WT).

3.3. Modulation of chemokines and chemokine receptors in
periodontal tissues.

Since TNFp55-KO mice presented a significant decrease in the
inflammatory reaction in periodontal tissues, we also investigated
the expression of chemokines and chemokine receptors,
considered to be the major factors in the orchestration of cell
migration, and potentially involved in the pathogenesis of PD.
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Figure 1. Inflammatory reaction and alveolar bone loss in the course of experimental periodontal disease in TNFp55-KO and WT mice. C57Bl/6
and TNFp55-KO mice were inoculated orally with Actinobacillus actinomycetemcomitans, periodontal tissue were taken and the inflammatory infiltrate and
the alveloar bone level was evaluated. (A) Count of leukocytes extracted from periodontal tissues were performed in a Neubauer chamber (hemacytometer).
Values represent one experiment representative of three, analyzed with ONE-WAY ANOVA, Bonferroni post test, (*)P<0.05. (B) Measurements of bone
levels were done based in CEJ-ABC in the palatal face of maxillary molars, with ImageToll2.0 software. Infected group presents statistically significant bone
loss compared to control and sham-infected groups (B). Values (mean + SD) obtained of 3 animals in each time was analyzed with ONE-WAY ANOVA,
Bonferroni post test, (*)P<0.05. Periodontal tissue samples of C57BL/6 (C and E) and TNFp55-KO (D and F) mice inoculated orally with Actinobacillus
actinomycetemcomitans were taken before (C and D) and 60 (E and F) days after infection. The periodontal tissues were fixed in paraformaldehyde,
demineralized in EDTA solution, and embedded in paraffin. Serial sections (S5pum) were cut and histological assessment was carried out following routine

hematoxylin and eosin staining. Magnification, X200.).

Our data demonstrate that in TNF-KO infected mice the
expression of CXCL3 was found to be significantly decreased at
24h pi, when compared to WT mice (P<0.05). We also found that
CXCL1 mRNA expression was reduced at 24h, 7, 15 and 30 days
pi (P<0.05 vs WT). Regarding the expression of CXCR2, the
receptor of CXCL1-3, our data demonstrate a significant
decreased expression at 24h , 7 and 15 days pi (P<0.05 vs WT).
Analyzing the expression levels of CCL3, CCL5, CXCL10 and
their receptors CCR5 and CXCR3, we found a significant
reduction in their expression compared to that seen in WT-
infected mice (fig. 2B) (P<0.05 vs WT). When analyzing the
expression of Th2 type chemokine CCL1 and their receptor
CCR4, no major differences were found between TNF-KO and
WT-infected mice (fig), except at 15 days pi, when the expression
of CCL1 was found to be significantly higher in TNF-KO mice
(P<0.05 vs WT).

3.4. Modulation of tissue MMPs/TIMPs and RANKL/OPG
expression.

We next investigated if the lower PD severity in the absence of
TNF could be due modulation in the expression of MMPs and
RANKL, or in the expression of their respective inhibitors TIMPs
and OPG (fig. 3). The quantitative analysis of MMPs (MMP-1,
MMP-2 and MMP-9) mRNA expression in gingival tissues from
AA infected TNF-KO mice showed a significant lower message
when compared to WT-infected mice (fig. 3A) (P<0.05 vs WT).
Conversely, the expression of TIMP-1 was found to be increased
in TNF-KO at 7 and 15 days pi (fig. 3A) (P<0.05 vs WT), while
TIMP-2 expression was higher than in WT mice at 30 and 60
days pi (fig. 3A) (P<0.05 vs WT). We also found that TIMP-3

expression was similar to that seen in WT mice in all the times
evaluated (fig. 3A). Investigating the expression of osteclast
regulatory factors, we found that RANKL expression was
significantly lower in TNF-KO in all the times evaluated (fig. 3A)
(P<0.05 vs WT), while OPG expression was increased in TNF-
KO mice at 7 and 15 days pi (fig. 3A) (P<0.05 vs WT).

3.5. The role of TNF in the control of experimental AA
infection

In spite of the reduced severity of experimental PD, TNF-KO
mice does not properly control the experimental AA infection, as
observed in the quantitative assessment of the bacterial load in
periodontal tissues using RealTimePCR (fig. 4). Our results
demonstrate that TNF-KO mice present a significantly higher
detection of AA DNA in periodontal tissues at 7, 15, 30 and 60
(fig. 3A) days after infection, when compared to WT mice
(P<0.05 vs WT). We also found that AA-infected TNF-KO mice
presented an higher acute phase response than WT mice. Our
data demonstrate an increased expression of CRP mRNA in the
liver of TNF-KO mice (fig. 3A) (P<0.05 vs WT), higher levels of
CRP in the serum (fig. 3A) (P<0.05 vs WT) during the course of
experimental PD. Regarding sham-infected and non-infected
mice, no CRP was detected in serum, nor their mRNA expression
was found in liver samples (data not shown). When analyzing the
weight of AA infected TNF-KO mice, we found a significant
lower weight gain during the course of infection infection,
compared to non-infected or sham-infected mice (fig. 3A)
(P<0.05 vs WT). Conversely, WT mice infected with AA does
not present changes in weight during the course of disease when
compared to infected mice.
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Figure 2. Real-time PCR analisys of modulation of cytokines in the
course of experimental periodontal disease in TNFp55-KO and WT
mice. C57Bl/6 and TNFp55-KO mice were inoculated orally with
Actinobacillus actinomycetemcomitans, periodontal tissue samples were
taken. Total RNA was extracted, and levels of TNF-a, IL-1b, IFN-g, IL-12,
IL-4 and IL-10 mRNA were measured quantitatively by the RealTime-
PCR SYBR-Green System. The results are presented as the levels of
mRNA expression with normalization to beta-actin, using the Ct method.
The results (mean + SD) represent values from duplicate measurements
from one experiment representative of three. * P<0.05 compared to WT.

3.6. Impaired phagocyte recruitment and activation in
periodontal tissues of TNF-KO mice

In order to investigate the reason of the higher susceptibility of
TNF-KO to AA infection, we first investigated the phenotype of
inflammatory cells extracted from periodontal tissues of TNF-KO
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Figure 3. Real-time PCR analisys of modulation of chemokines and
chemokine receptors in the course of experimental periodontal disease
in TNFp55-KO and WT mice. C57Bl/6 and TNFp55-KO mice were
inoculated orally with Actinobacillus actinomycetemcomitans, periodontal
tissue samples were taken. Total RNA was extracted, and levels of
chemokines and chemokine receptors mRNA were measured quantitatively
by the RealTime-PCR SYBR-Green System. The results (mean + SD)
represent values from duplicate measurements from one experiment
representative of three. * P<0.05 compared to WT

mice. Our data demonstrate that the number of GRI1+ cells
(defined as more than 85% of neutrophils by size and complexity
scatter analysis) was lower in TNF-KO mice at 1, 7 and 15 days
pi when compared to WT mice (fig. 3A)(P<0.05 vs WT). Our
results also demonstrate a significant decrease in the number of
F4/80+ cells in the tissues of TNF-KO mice at 7, 15, 30 and 60
days pi when compared to WT mice (fig. 3A)(P<0.05 vs WT).
Regarding the number of lymphocytes, we found a significant
decrease in the number of CD3+CD4+ (at 7, 15 30 and 60 daus
pi) and CD3+CD8+ cells (at 15, 30 and 60 dyas pi) in the
periodontal tissues of TNF-KO infected mice (fig. 3A)(P<0.05 vs
WT). We also found that the number of CDI19+ cells was
decreased in periodontal tissues of TNF-KO mice at 30 and 60
days pi (fig. 3A)(P<0.05 vs WT).We next investigated the
production of phagocyte antimicrobial mediators, such as iNOS
and MPO. Investigating such possibility, we found that the
expression of iNOS was reduced in gingival tissues of IFN-KO
infected mice compared to WT (fig. 3A)(P<0.05 vs WT). In
addition, the levels of MPO were lower in periodontal tissues of
TNF-KO AA infected mice at 15 and 60 days pi (fig. 3A)(P<0.05
vs WT).Since antibody humoral immune response was also
supposed to present protective roles against periodontopathogens,
we also evaluated the levels of specific antibodies in the serum
infected mice. However, no differences were found in the levels
of IgG AA-specific in the serum of TNF-KO and WT infected
mice (data not shown).

4. Discussion

Despite of the clear cause-and-effect relationships demonstrated
between TNF-a and the pathogenesis of experimental PD
(Assuma, Graves 1998, Graves 2001, Delima), the mechanisms
connecting this cytokine to the inflammatory reaction and tissue
destruction that take place in periodontal tissues are not known.
In addition, their putative role in the control of periodontal
infection is unexplored.

In this work, we demonstrated that TNF-a p55 receptor deficient
mice (TNF-KO) infected with A. actinomycetemcomitans
exhibited a significant decrease in both inflammatory reaction and
the alveolar bone loss (CEJ-ABC area) compared to AA-infected
WT mice. In accordance, previous studies demonstrate that mice
lacking TNFpS55 present a decrease in both inflammatory reaction
and bone loss in response to a wide a range of microbial stimulus
and in different pathological process (Kondo S 1997, Peschon JJ
1998, Brito BE 1999, Merkel KD 1999, Abu-Amer 1997, Chiang
CY 1999, Azuma Y 2000, Mori L 1996, Campbell IK 2001,
Yamaguchi N 2003, Tak PP 1996, Goldring MB 2000).

Our first step in order to clarify the mechanisms by which TNF-a
modulates the severity of experimental PD was the evaluation of
cytokines that have been implicated in the immunomodulation of
disease. We found that in gingival tissues from AA-infected TNF
deficient mice the levels of IL-1b were lower during all the
course of disease, when compared to WT-infected mice. In fact,
IL-1 is a proinflammatory mediator classically associated with
PD pathogenesis, and was amply demonstrated that their
inhibition ameliorates periodontal conditions (Oates et al 2002,
Delima et al 2001, Graves et al 1998, Van Dyke et al 2003,
Oringer et al 2002, Harris et al 2002).

We next performed a quantitative assessment of messages
encoding for chemokines, chemotactic cytokines supposed to be
the main factors involved in the selective recruitment of cell to
the periodontal tissues (Mathur et al 1996, Tonetti et al 1994,
Gamonal et al 2001, Xiaohui et al 1993, Gemmel et al 2001). We
found that the absence of TNFp55 leads to a lower chemokine
expression in periodontal tissues in response to AA infection. Our
results demonstrate that the messages encoding for neutrophil
chemoattractants CXCL1, CXCL3 and their receptor CXCL2 are
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Figure 4. Real-time PCR analisys of modulation of MMPs, TIMPs and
osteoclast factors in the course of experimental periodontal disease in
TNFp55-KO and WT mice. TNFp55-KO and WT mice were inoculated
orally with Actinobacillus actinomycetemcomitans, periodontal tissue
samples were taken. Total RNA was extracted, and levels of (A) MMP-1,
MMP-2, MMP-9, (B) TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, (C) RANKL, OPG and
catepsin K mRNA were measured quantitatively by the RealTime-PCR
SYBR-Green System. The results are presented as the levels of mRNA
expression with normalization to beta-actin, using the Ct method. The
results (mean + SD) represent values from duplicate measurements from
one experiment representative of three. * P<0.05 compared to WT

diminished in periodontal tissues of TNF-KO mice. In fact, TNF
a modulates the production of both chemokines (CXCL1 and
CXCL3) and consequently the PMN recruitment (Mizgerd JI
2001 — tnf pneumonia). In agreement, we found that the number
of neutrophils in periodontal tissues of TNFpS5KO was
significantly reduced when compared to WT mice.

Our data also demonstrate that the expression of Th2-type
chemokine CCL1 and their receptor CCR4 does not presented
significant alterations in the periodontal tissues of TNF-KO mice.
On the contrary, the expression of Thl-type chemokines CCL3,
CCL5 and CXCL10 and their receptors CCR5 and CXCR3 was
significantly lower in TNFp55KO when compared to that seen in
WT mice. Such CKs and CKRs are widely expressed in human
diseased periodontal tissues (Garlet et al 2003, Gamonal et al
2001, Gemmel et al 2001), and are typically involved in the
chemoattraction of Thl type cells, macrophages and dendritic
cells (Rossi & Zlotnik 2000, Luther & Cyster 2001, D'Ambrosio
et al 2003, Rot et al 2004, Gerard & Rollins 2001, Weddenburn
2000, Szekanecz et al 2003). In accordance, we found a
significant reduction in the number of macrophages, CD4 and
CD8 T cells in periodontal tissues of TNFpS5KO during all the
course of infection.

Besides the CK, adhesion molecules are involved in cell
migration process. In this way, we found that ICAM-1 expression
was also reduced in periodontal tissues of TNFp55KO. Indeed,
and ICAM deficiency attenuates the severity of experimental PD
in mice (ref).

Therefore, these broad-spectrum downregulation of chemokines
and of ICAM-1 expression could explain the reduction in the
inflammatory reaction presented by TNFp55KO mice. In fact,
TNF-a and TNFp55 are classically described as regulators of cell
migration process in multiple levels, including the regulation of
chemokines and adhesion molecules (Sedgwick et al 2000, Vaday
et al 2001, Borish & Steinke 2003, Tessier PA 1997, Czermak BJ
1999, Krunkosky TM 2000, Amrani Y 2000, Kondo S 1997). In
addition, the downregulation of other pro-inflammatory
mediators, such as IL-1b and IFN-g, seen in AA-infected TNF-

KO mice, could also contribute to attenuate the expression of
inflammatory and Th1-type chemokines (Sedgwick JD et al 2000,
Vaday et al 2001, Borish & Steinke 2003, Pryhuber GS 2003,
revisdo CK, McLoughlin et al 2003, Sebastiani et al 2002, Farber
1997)

In addition to mediate cell migration, TNF-a is potentially
involved in the tissue destruction in the course of PD (refs). In
this way, we also investigated the expression of MMPs, which
regulate turnover of extracellular matrix degradation (Birkedal-
Hansen 1993); RANKL, which control osteoclast differentiation
and activation; and their respective inhibitors TIMPs and OPG
(Teitelbaum 2000, Katagiri & Takahasi 2002). Compared to WT
infected mice, the expression of both MMPs and RANKL was
significant lower in TNFp55-KO mice. In fact, it was previously
demonstrated that p55 is involved in tissue damage driven by
MMPs (Taylor DJ 1994, Pender SL 1998, Majka S 2002,
Fernandes JC 2002). In addition, TNF-a signaling through the p55
TNF receptor contributes to bone resorption (Abu-Amer Y 1997,
Merkel KD 1999, Azuma Y 2000, Gerstenfeld LC 2003), in
mechanisms that can be independent (Sabokbar A 2003) or
dependent of RANKL (Zou W 2001). On the other hand, the
expression of TIMPs (TIMP-1 and TIMP-3) and OPG in
periodontal tissues was found to be lower in TNF-KO than in WT
mice. Therefore, the expression of IL-10, directly linked to the
expression of TIMPs and OPG (Kawashima & Stashenko 1999,
Sasaki et al 2000), was also found to be higher in periodontal
tissues of TNF-KO infected mice. Our results are also supported
by previous findings showing positive correlations between the
levels of TNF-a, MMPs and RANKL; and IL-10 and TIMPs and
OPG in diseased human periodontal tissues (Garlet et al 2004). In
addition, in experimental PD in WT mice, the period of higher
TNF-a production is associated with higher levels of MMPs and
RANKL expression in periodontal tissues. On the contrary, the
raise of IL-10 and IL-4 expression leads to a significant increase
in the expression of TIMPs and OPG, leading to the attenuation
of disease progression (Garlet et al, unpublished observations). In
this context, the downregulation of MMPs and RANKL, and the
upregulation of TIMPs and OPG could be mechanist explanation
for the significant attenuation in alveolar bone loss in TNFp55KO
mice.

However, in spite of the lower PD severity presented by TNFp55
deficient mice, their absence result in a impairment of protective
immunity to AA infection. Our results demonstrate that TNF-KO
infected mice presented a large increase the bacterial load in
periodontal tissue compared to WT mice. In accordance, previous
studies demonstrate that mice deficient for TNFpS55 present a
severe impairment in the clearance a diversity of pathogens and
easily succumb to infection (Pfeffer 1993, Thalmaier 2002 IAI
Aliberti, Souto, Mizgerd JI 2001, Zhao YX 1999, Steinshamn S
1996).

In addition, AA-infected TNF-KO presented increased levels of C
reactive protein (CRP) in the serum, and a significant reduction in
weight gain and during the course of disease. CRP is an acute
phase reactant usually found in low levels in the serum of normal
individuals, but acute systemic inflammation can elicit higher
levels of CRP (Gabay c 1999). Several studies report that
increased serum CRP is positively correlated with weight loss,
anorexia-cachexia syndrome, and is considered to be an important
risk factor for atherosclerosis, myocardial infarction, peripheral
vascular disease, and ischemic stroke (Backes JM 2004,
Mahmoud FA 2002, Liuzzo G 1994, Ridker PM 1997, YEH MD
2004). In spite of TNF-a being a important mediator of acute-
phase response (APR), TNFp55 deficient mice exhibited a wild-
type APR in response to endotoxin (Leon LR 1997, Ramadori
2001), that can be driven by other inflammatory cytokines such as
IL-1 or IL-6 (Ramadori 2001, Labow M 1997, Fantuzzi &
Dinarello, 1996, Ramadori 1999, Koj A 1996).

Investigating the reason of the impaired immunity to AA
infection, we found that the number of lymphocytes (ie. CD4+ T
cells, CD8+ T cells, B cells) was reduced in the periodontal
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Figure 6. Phenotypic analysis of the inflammatory cells harvested from A. actinomycetemcomitans infected periodontal tissues. TNFp55-KO and
C57BL/6 mice were inoculated orally with A. actinomycetemcomitans, tissue samples were taken, and the leukocytes isolated from the inflammatory
infiltrate as described in material and methods. The cell viability was assessed by Trypan blue exclusion, and PE- and FITC-conjugated Abs specific to (A)
CD4, (B) CDS, (C) GR1, (D) F4/80, and respective control isotypes were employed and analyzed by flow cytometry. The levels of (D) iNOS expression and
(E) MPO in periodontal tissues were also determined. The results (mean + SD) represent values from duplicate measurements from one experiment

representative of three. * P<(0.05 compared to WT.

tissues of TNF-KO mice. The local accumulation of B cells is
supposed to contribute to the production of antibodies, which in
their turn could play a role in the control of infection. However,
the serum levels of AA specific antibodies was not altered by the
absence of TNFp55. Besides B cells, the presence of T cells may
be important in the orchestration of the local immune response,
trough the production of cytokines that activate and amplificate
innate immune response.

In addition, our results demonstrate a reduced recruitment of both
phagocytes granolocytes (PMNs - GRI positive cells) and
macrophages (F4/80 positive cells) to the periodontal tissues of
TNF-KO mice (fig X). Both cell types are part of the innate
immune response, and are directly involved in the control killing
of infectious agents through the production of antimicrobial
reactants. In mice, macrophages are the primary source of NO, a
highly reactive anti-microbial radical, which is derived from -
arginine and molecular oxygen in a reaction, catalyzed by
inducible nitric oxide synthase (iNOS)(Bogdan 2001,
Chakravortty & Hensel 2003, Bogdan et al 2000). Indeed, TNF-a
can drive activation of macrophages and microbicidal activity
(Souto, Silva JS 1995, Leenen PJ 1994, Zhao YX 1999). In their
turn, PMNs have been demonstrated to also release NO and
several other antimicrobial oxygen reactives, such as MPO and
0O, (Asai et al 2000, Carreras et al 1994, Sethi & Dishit 2000, Xie
et al 1992, Zhao YX 1999). In fact, we found that both MPO
production and the expression of inducible NOS (iNOS) were
significantly reduced in gingival tissues of TNF-KO mice.
Indeed, complementary action between both oxygen and nitrogen
reactives systems has been demonstrated, since mice deficient of
both NO and O, quickly succumb to infections by endogenous
bacteria (Shiloh et al 1999, Zhao YX 1999). Taken together, our
results suggest that the lower number of leukocytes in periodontal
tissues may be result of the lower levels of CK expressed in these
tissue in absence of TNFp55.

Our results provide data clarifying the molecular mechanisms
involved in the control of inflammatory reaction and alveolar
bone loss, and therefore, in the determination PD severity. In
addition, we demonstrated an essential role of TNF-a in provide
immune protection to Actinobacilus actinomycetemcomitans
periodontal infection. Such protection is possibly exerted by the
functional interplay between the chemoattraction of lymphocytes

and the production of antimicrobial reactants by the phagocytes in
periodontal tissues.

Together, these results contribute to the understanding of the role
of TNF in the genesis and regulation of inflammatory reactions in
the outcome of experimental periodontal disease. Such
knowledge might allow us to develop preventive and
therapeutical strategies to control the inflammatory process, to
improve the removal of microorganisms and to promote the repair
of tissues, while limiting damage.

Interestingly, in these same time periods we found
remarkable differences in the rate of disease progression. From
infection until 30d, there was a marked increase in both
inflammatory cell number and bone loss. In contrast, after 30
days of infection, a stable number of inflammatory cells in
periodontal tissue and a lower rate of alveolar bone loss were
found. These data suggests that the balance of MMPs and TIMPs
expression could account for the different degrees of disease
progression. In fact, the increased expression of MMPs in
diseased periodontal tissues seems to be consensus in the
literature, and is thought to account for the destruction of
connective and bone tissues (Birkedal-Hansen 1993, Aiba et al
1996, Ingman et al 1996, Ramamurthy et al 2002, Delaisse 2003,
Garlet et al 2004). However, data regarding the expression of
TIMPs in healthy versus diseased periodontal tissues is
contradictory. Some studies show a decrease in the levels of
TIMPs in diseased periodontal tissues, supporting the idea that an
imbalance in the levels of TIMPs/MMPs takes place in PD and
results in tissue destruction (Alexander & Damoulis 1994, Soell
et al 2002, Tuter et al 2002). Conversely, other studies detected
an increased expression of TIMPs in diseased periodontal tissues
(Alpagot et al 2001, Nomura et al 1998, Haerian et al 1995,
Garlet et al 2004), which could reflect an attempt to maintain the
tissue homeostasis, in the view of the increased expression of
MMPs. However, such upregulation of TIMPs may not be
enough to compensate for the even higher upregulation of MMPs,
and such imbalance would result in periodontal destruction. In
accordance, imbalances in the MMPs/TIMPs system (i.e., lower
levels of TIMPs and/or higher levels of MMPs) are involved in
the pathogenesis of several diseases (Schulze et al 2003, Lanchou
et al 2003, Gianelli et al 2002), including rheumatoid arthritis
(Golbach et al 2000, Yoshihara et al 2000, Katrib et al 2003,
Kong et al 1999, Romas et al 2002), which share several features
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with PD, including the chronic nature of the inflammatory
reaction and tissue destruction activity (Mercado et al 2003).

In addition to the tissue destruction mediated by MMPs, the
alveolar bone resorption driven by osteoclasts is another key
feature of PD. In view of this, we also examined the expression of
the osteoclastogenic factors RANKL, its inhibitor, OPG; and
catepsin K, a key enzyme in bone resorption process (Teitelbaum
2000, Delaise 2003). In a similar pattern to that seem to
MMPs/TIMPs, we found that the initial phase of PD, presenting
higher / faster disease progression, is associated with high
catepsin K and RANKL expression and low OPG expression. On
the contrary, lower catepsin K and RANKL and higher OPG
expression was found in the late period/stage of PD, characterized
by lower disease activity. Our data suggests that RANKL/OPG
balance determine the rate of bone loss and PD progression. Such
hypothesis is supported by data showing that RANKL is closely
associated with bone resorption (Teitelbaum 2000, Ritchlin et al
2003), and the blockade of RANKL by OPG leads to a reduction
in the alveolar bone loss (Liu et al 2003, Teng et al 2000). In
accordance, the balance in RANKL/OPG is supposed to account
for modulation of human PD severity (Crotti et al 2003, Mogi
2004, Garlet et al 2004).

Since the balance of both MMPs/TIMPs and RANKL/OPG
is supposed to be determined by cytokine profile, we next used
RealTimePCR and ELISA to investigated the cytokines which
could regulate the expression of such factors (Teitelbaum 2000,
Birkedal-Hansen et al 1993, Nakamura I 2003, Saidenberg
Kermanac'h 2002). We found that both mRNA and protein levels
of TNF-a, IL-1B and IFN-y, were found in high levels from 24h
until 15 days and significantly decreased after 30 days of
infection, and presented positive correlation with the expression
of MMPs and RANKL. Conversely, IL-4 and IL-10 were found
in significantly levels only at 30 and 60 days of infection, was
positively correlated with the expression of TIMPs and OPG.
These data support our previous findings, showing that the
balance in the expression of MMPs/TIMPs and of RANKL/OPG
in PD could be due the different patterns of cytokines produced in
the tissues (Garlet et al, 2004). In fact, IL-1 and TNF are
proinflammatory stimuli that clearly trigger deleterious events
which occur in periodontal disease, including the stimulation of
matrix metalloproteinase production and bone resorption (Graves
DT 2003, Teitelbaum 2000, Birkedal-Hansen et al 1993,
Nakamura 12003).

Despite controversies regarding the role of T helper
cytokines in periodontal diseases, Thl and Th2 cytokines have
been shown to be associated with activation and suppression of
bone resorption, respectively (Kawashima & Stashenko 1999,
Sasaki et al 2000, Kawai et al 2000, Eastcott et al 1994). IFN-y
appears to be the predominant cytokine produced by T cells in
PD, and an increase in IFN-y-producing cells in the lesions is
correlated with the progression of disease (Ukai et al 2001,
Roberts et al 1997, Kawai 2000). In contrast, Th2 cytokines (IL-4
and IL-10) are widely expressed in diseased periodontal tissues
(Lappin et al 2001, Tokoro et al 1997, Garlet et al 2004) and are
associated with suppression of bone resorption (Eastcott 1994,
Kawashima & Stashenko 1999, Sasaki et al 2000). Moreover,
recent studies have been demonstrated that mixed patterns of
immune response are present in diseased periodontal tissues
(Berghlund et al 2003, Garlet et al 2003, Teng 2002, Ukai et al
2001), suggesting that the balance of T helper responses could
account for the control of disease severity trough the regulation of
MMPs/TIMPs and RANKL/OPG systems (Garlet et al 2004,
Mogi 2004, Yamazaki 2004, Valverde 2004).

Taken together, our results suggest that higher disease
progression is associated with enhanced expression of MMPs and
RANKIL, that could be induced by TNF-a, IL-1b and/or IFN-y,.
In addition, the increased expression of TIMPs and OPG,
possibly induced by IL-4 and/or IL-10, could be responsible for
the attenuation of the tissue destruction. Therefore, the knowledge
regarding the role of the cytokines in the modulation of

MMPs/TIMPs and RANKL/OPG systems, and their relevance to
the outcome of PD may provide the basis for future therapeutical
interventions, in order to limiting the inflammatory process while
improve rapid repair of periodontal tissues.
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