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Resumo

Os tecidos periodontais estao em confronto continuo com microorganismos capazes
de disparar mecanismos da resposta imune inata, dando origem ao infiltrado inflamatorio.
Estudos recentes mostraram a importancia dos receptores do tipo Toll (TLRs) na fase inicial
de reconhecimento de diferentes patégenos. A participacdo de receptores tipo Toll (TLRs) na
resposta de neutrofilos e macréfagos frente a periodontopatégenos precisa ser
determinada. Nesse estudo procuramos caracterizar o infiltrado inflamatdrio presente no
peritdbnio de animais deficientes de TLR4’/’, avaliar a atividade fagocitica, bem como a
producdo de éxido nitrico (NO) e a atividade de mieloperoxidase (MPO) no curso da infeccao
por Aggregatibacter actinomycetemcomitans. A auséncia de TLR4 ndo influenciou a
quimiotaxia de neutrdfilos e macréfagos para o local da infeccdo, a producdo de éxido
nitrico, a atividade de MPO e a viabilidade celular. No entanto, neutrdfilos e macréfagos de
animais TLR4" apresentaram menor atividade fagocitica quando comparado ao grupo
controle (camundongos WT). Em relacdo a doenca periodontal induzida experimentalmente
com Aggregatibacter actinomycetemcomitans em camundongos deficientes de TLR4, os
resultados mostraram que 100% dos animais deficientes de TLR4 sobreviveram a infecgao
durante o periodo de observacdo. Em relacdo a andlise de perda dssea, os dados revelaram
uma menor perda progressiva de 0sso alveolar na regido dos molares de animais deficientes
de TLR4. A auséncia do receptor interferiu na disseminacdo da bactéria, uma vez que se
observou um grande numero de bacilos no linfonodo e bago dos animais que nao
expressaram TLR4, diferente do observado para os animais selvagens (WT). Os resultados
indicam a importancia da sinalizagdo via TLR4 durante a resposta imune contra

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Palavras-chave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Receptor do tipo Toll 4. Doenga

periodontal.
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Abstract

The role of TLR4 (Toll like receptor 4) in the recognition of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans is an oral gram negative bacteria that
contributes to periodontitis progression. Isolated antigens from A. actinomycetemcomitans
could be activating innate immune cells through Toll-like receptors (TLRs), molecules that
recognize structural components conserved among microorganisms. In this study, we
evaluated the role of TLR4 in the recognition of Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Neutrophils and macrophage from TLR4 deficient mice and WT mice were collected and
used for the subsequent assays. The phagocytosis of leukocytes against A.
actinomycetemcomitans and the presence of apoptotic cells were determined by flow
cytometry. The in vivo and in vitro production of NO and MPO was evaluated 24h after A.
actinomycetemcomitans challenge. In addition, we examined the mechanisms that modulate
the outcome of A. actinomycetemcomitans-induced periodontal disease in TLR4” mice. The
results show that inflammatory cells influx in peritoneal cavity of TLR4™ mice was similar to
that observed into their littermate controls. The phagocytic activity was diminished by cells
from TLR4” mice. In addition, we did not observe difference in NO and MPO production and
in the frequency of apoptotic cells between cells from TLR4” and WT mice. The results
showed that TLR4-deficient mice developed less severe periodontitis after A.
actinomycetemcomitans infection, characterized by significantly lower bone loss and
inflammatory cell migration to periodontal tissues. Together, these data demonstrate the
role TLR4 signals for neutrophils activation after A. actinomycetemcomitans infection and

development of periodontal disease.

Key-words: Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Toll like receptor 4 (TLR4). Periodontal

disease.







Iista de abreviaturas e simbolos

°-graus

g - gravidade

Aa - Aggregactibacter Actinomycetemcomitans (Actinobacillus actinomycetemcomitans)

AgAa - Antigenos sonicados de Aggregactibacter Actinomycetemcomitans

APCs - Células apresentadoras de antigeno

CCL5 (RANTES) - Quimiocina expressa e secretada por células T normais e regulada apds
ativacdo (Regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted)

CD - Agrupamento de diferenciagdo (Cluster of differentiation )

COA - Crista dssea alveolar

CpG - Citosina ligada a guanina por grupo fosfato.

DO - Densidade éptica

ELISA - Ensaio imuno enzimatico

EU - Unidade de endotoxina

FITC - Isotiocianato de fluoresceina

FL - Canal de fluorescéncia

fmlpR - Receptor para formil-metionil-leucil-fenilalanina

FSC - Parametro de analise celular por tamanho (forward scatter)

GM-CSF - Fator estimulador de col6nia de granuldcitos e mondécitos

HSP - Proteina do choque séptico

IFN - Interferon

IgG - Imunoglobulina G

IL - Interleucina

JAC - Juncdo amelo cementaria

LFA-1 - Antigeno associado a funcdo linfocitaria (B2 integrin lymphocyte function-associated
antigen-1)

LPS - Lipopolissacarideo

Mac-1 - Receptor de macréfagos para integrinas

MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcitos-1 (Monocyte chemoattractant protein-1)

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade

MMPs - Metaloproteinase

MPO - Mieloperoxidase

(CCL2) - Proteina inflamatdria de macrofago (Macrophage inflammatory protein-1a)

NO - Oxido nitrico

OPG - Osteoprotegerina

PBS - Solucdo salina tamponada em fosfato

PCR - Reagdo em cadeia da polimerase

Pl - lodeto de propidio

PMN - Leucécitos polimorfonucleares

RPMI-1640 - Meio de cultura de células

SSC - Parametro de analise celular em citometria de fluxo por granulosidade (side scatter)

Ty - Linfocito T auxiliar (helper)






Treg - Linfocitos T reguladores

TLR - Receptores do tipo Toll (Toll like receptor)
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral a (Tumor Necrosis Factor)
TSA - Meio de cultura bacteriano Tryptic Soy Agar
DPs - Doengas Periodontais

SD - Desvio padrao

RANK - Receptor de ativagdao de NF-kB

RANK-L - Ligante do receptor de ativagdo de NF-kB
ROI - Intermedidrios reativos de oxigénio

TCR - Receptor de células T

TLR4™ - Deficiéncia do receptor do tipo Toll 4

UFC - Unidade formadora de col6nia

WT - Tipo selvagem (Wild Type)
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As doencas periodontais (DPs), alterages inflamatdrias crénicas dos tecidos de
sustentacdo dos orgdos dentais, tém sua etiologia relacionada ao biofilme bacteriano
aderido a superficie dental (GENCO, 1992; LOESCHE, 1993; KINANE; LAPPIN, 2001). Em
termos epidemioldgicos, as diferentes modalidades de DP atingem praticamente a
totalidade da populagdo, sendo a enfermidade déssea mais prevalente em humanos, e
importante causa de perda dentaria. Atualmente, as DPs tém sido descritas como fatores
modificadores da saude sistémica dos pacientes (AAP 1996; PAGE, 1998; AAP 1999;
EBERSOLE; CAPPELLI, 2000; SUSIN et al. 2004), sendo, portanto, uma doenca de relevancia
para a saude publica.

Mesmo em condicdes clinicas de salde, os tecidos periodontais estdo em confronto
continuo com microrganismos potencialmente patogénicos, e até certo ponto, convivem
eficazmente com estas agressdes. Porém, na auséncia ou inefetividade de medidas de
controle de placa, comecam a ocorrer alteragdes no microambiente do biofilme. Dessa
forma, os tecidos periodontais 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; YOSHIE;
SEYMOUR, 2003; GEMMELL; SEYMOUR, 2004). Embora a presenca de microrganismos
periodontopatogénicos seja fundamental para o inicio do desenvolvimento da doenca, tem-
se mostrado que a amplificacdo e progressao desse processo sao altamente dependentes da
resposta imune e inflamatdria gerada pelo hospedeiro em resposta as bactérias ou aos seus

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

Embora tal resposta supostamente proteja o hospedeiro da invasdo microbiana, a
relativa inacessibilidade dos leucdcitos e de fatores antimicrobianos aos microrganismos no
sulco gengival, somada a protecdo conferida por sua organizacdo na forma de biofilme,
inviabilizam a eliminacdo dos agentes infecciosos (EBERSOLE; MA, 1994; PAGE, 1998;
EBERSOLE; CAPPELLI; HOLT, 2001; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002; SBORDONE; BORTOLAIA,
2003). Além disso, acredita-se que a presenca de diversos microrganismos com grande
capacidade de invasdo tecidual nos tecidos periodontais propicie sua disseminagdao pelo
organismo. De fato, estudos recentes tém demonstrado que pacientes com DP apresentam
uma marcante resposta sistémica de fase aguda, a qual é controlada apds o tratamento

periodontal (SLADE et al. 2000; NOACK et al., 2001; MATTILA et al., 2002; D'AIUTO; READY;
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TONETTI, 2004). Tal resposta supostamente estaria envolvida na alteragdo da saude
sistémica apresentada pelos pacientes com DP. Apesar de certa controvérsia, diversos
estudos tém demonstrado que a DP leva a predisposi¢ao, agravamento e até mesmo a
ocorréncia de diversas doengas, como aterosclerose, parto prematuro e infecgdes
respiratdrias (EBERSOLE; CAPPELLI, 2000; CRAIG et al. 2003; LALLA et al. 2003). Entretanto,
0s mecanismos envolvidos no controle da infeccdo periodontal, assim como seu grau de

influéncia na saude sistémica do hospedeiro, ainda sdo pouco conhecidos.

As doencas periodontais diferem de outras infec¢des por ndo serem causadas por um
Unico microrganismo, mas por um grupo de bactérias. Embora mais de 500 espécies
bacterianas possam ser isoladas da cavidade oral, apenas uma pequena fragao tem potencial
para causar a destruicdo Ossea periodontal. Entre as espécies mais relacionadas com esse
gquadro estdo Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Actinobacillus actinomycetemcomitans), Prevotella intermedia, Treponema denticola
(OOSHIMA et al., 2003; TIETZE et al., 2006; SAKAI et al., 2007). Especificamente, as espécies
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans possuem a capacidade

de invadir os tecidos periodontais e estabelecer uma infeccdo (SCHENKEIN, 2006).

Durante o desenvolvimento da resposta imune no periodonto, as primeiras células a
entrarem em contato com os microorganismos sdo as células epiteliais que compdem os
epitélios juncional, do sulco e oral. Estas células atuam como barreira fisica impedindo a
invasdo do microorganismo e secretam uma gama de peptideos antimicrobianos, como B-
defensinas e catelicidina (DALE; FREDERICKS, 2005; MARSHALL, 2004). As células epiteliais
apos a interacdo com o agente agressor tém um papel importante no desenvolvimento da
resposta imune por produzirem CXCL8 (IL-8), uma quimiocina que dirige a migracdo de
leucécitos para o sitio da infecgdo (YOSHIMURA et al., 1987; SILVA et al., 2007;). De fato, os
leucdcitos polimorfonucleares (PMN) sdo as primeiras células a migrarem em dire¢do ao
foco inflamatério, compondo a primeira linha de defesa do hospedeiro contra a infeccdao
microbiana. Os neutréfilos sdo células que desempenham funcao relevante para defesa do
organismo durante uma infeccdo e a sua importancia para o desenvolvimento da doenca
periodontal vem sendo amplamente estudada. Porém, o equilibrio na atividade de

neutrofilos é essencial para a manutencdo da saude periodontal, uma vez que, estudos
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revelam que a hiperatividade ou a deficiéncia na atividade dessas células sdo associadas a
manifestacGes severas de periodontite (ATTSTROM, 1975; DEL FABBRO et al., 2000;
WADDINGTON; MOSELEY; EMBERY, 2000).

Os neutrdéfilos expressam diversos receptores responsaveis por modularem sua
funcdo. A expressdo de LFA-1 (CD11a-CD18) e Mac-1 (CD11b-CD18) auxiliam na adesdo a
superficie endotelial e na diapedese, enquanto que receptores para fracdo 3 do
complemento (C3R) e para porcdo Fc de imunoglubulinas (FCcR); bem como receptores de
citocinas, (CXCRS, IL-1R, TNF-aR) atuam na ativacdo dessas células (NATHAN, 2006; DALE;
BOXER; LILES, 2008). Ap6s a ativacdo, os neutrdfilos liberam mediadores inflamatorios e
produtos antimicrobianos que permitem o recrutamento e a ativacao de outras células do
sistema imune (TABUKO et al., 1997). Assim, os neutroéfilos desenvolvem um papel essencial
na imunidade inata contra agentes infecciosos, fornecendo a defesa imediata apds o contato
com o microrganismo (EICK et al., 2000; BUCHMANN et al., 2002; GUSTAFSSON et al., 2006).
Contudo, algumas bactérias como por exemplo, A. actinomycetemcomitans, apresentam
maior resisténcia a fagocitose por neutréfilos (PERMPANICH; KOWOLIK; GALLI, 2006) e
apresentam menor susceptibilidade a acdo de suas defensinas (JI et al., 2007), o que

favorece sua permanéncia no sitio da infecgao.

Além da atividade fagocitica, os neutréfilos sdo capazes de produzir inumeros
agentes antimicrobianos, que permanecem armazenados em seus granulos primarios ou
azurodfilos sendo a elastase, catepsina G, protease 3, azurocidina e mieloperoxidase os
fatores mais relevantes; em seus granulos secundarios (especificos) e terciarios a
lactoferrina, lipocalina, lisozima, MMP8, MMP9 e MMP25 s3o os agentes antimicrobianos
mais relevantes (NATHAN, 2006). Essas células promovem uma reduc¢do ndo mitocondrial do
oxigénio para formar intermediarios reativos de oxigénio (ROIls) que incluem &nion
superoéxido, oxigénio singleto, ozénio, perdxido de hidrogénio, cloraminas e radicais hidroxila
gue também representam importantes produtos microbicidas dos neutréfilos. Assim, apods a
ingestao de microrganismos patogénicos, inimeros mecanismos podem ser desencadeados
no interior dos neutrdéfilos para a eliminacdo do agente agressor. O mecanismo oxigénio-
independente inclui a liberagdao de peptideos e proteinas dos granulos como proteina

bactericida de permeabilidade aumentada (BPI), defensinas e catelisinas. Estas proteinas sdo
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cationicas e a carga positiva provavelmente medeia a ligagao inicial ao microrganismo, visto
gue na maioria das vezes as estruturas da superficie bacteriana sdo anionicas (BRINKMANN;
ZYCHLINSKY, 2007). Nos mecanismos oxigénio-dependentes, os neutréfilos ativados sofrem
uma explosdo de consumo de oxigénio, que é convertido por NADPH-oxidase ligada a
membrana em anion superdxido, um precursor para vdrias espécies reativas de oxigénio,
especialmente peroxido de hidrogénio (H,0,). A mieloperoxidase usa H,0, e ubiquitiniza
ions cloreto para gerar acido hipocloroso (HOCI), um oxidante altamente téxico (BELAAOUAJ,

2002).

A mieloperoxidase (MPQO) é produzida no estagio pré-mieldcito e armazenada nos
granulos primarios de neutroéfilos (KLEBANOFF, 2005). No foco da infecgdo, a MPO é liberada
nos fagossomos e participa da degradacdo da bactéria. A MPO contribui na defesa do
hospedeiro e também é capaz de limitar oxidativamente a elastase, controlando assim
possiveis danos teciduais provocados pela liberacdo da elastase (BELAAOUAJ, 2002). Enzimas
gue inativam o peroxido de hidrogénio, como a catalase produzida por A.
actinomycetemcomitans, protegem o microrganismo da agdao microbicida do perdxido de
hidrogénio, e conseqlientemente, da a¢cdo microbicida dos neutrdfilos (MANDELL, 1975). A
presenca de MPO em tecidos periodontais doentes tem sido relatada em diversos estudos,
mas normalmente investigada como um marcador do nivel de inflamacgdo local (YAMALIK et
al., 2000; LISKMANN et al. 2004; KANER et al., 2006; BORGES-JR. et al., 2007; SAKAMOTO et
al., 2008;).

Em individuos com DP, os neutréfilos geralmente apresentam maior resisténcia a
apoptose (GAMONAL et al., 2003; MURRAY; WILTON, 2003; TURINA et al., 2005). A maior
viabilidade e o aumento na atividade destas células, através da produgdo de enzimas como,
por exemplo, mieloperoxidase e metaloproteinases, é capaz de gerar estimulos deletérios
aos tecidos do organismo e, conseqlientemente, perda da integridade das estruturas de
suporte dos dentes, observada em estagios mais avancados da DP (BUCHMANN et al., 2002;
SMITH et al., 2004; KLEBANOFF, 2005; GUSTAFSSON et al., 2006; UJIIE et al., 2007; EL-KEBIR
et al., 2008; SHIN; JI; CHOI, 2008; UJIIE et al., 2008).

Como um componente chave da resposta imune inata, os neutréfilos sdo

importantes no recrutamento e ativagdo das células apresentadoras de antigeno (APCs),
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gerando sinais quimiotdticos que atraem mondcitos para o foco da infeccio (NATHAN,

2006).

A medida que a infeccdo se estabelece, as células epiteliais da camada basal,
fibroblastos e células endoteliais produzem CCL2 (MCP-1), uma quimiocina que induz a
migracdo de macréfagos para o sitio da infeccdo (TONETTI et al., 1994; YU; GRAVES, 1995;
SILVA et al., 2007). Nas doencas periodontais, os macréfagos sdo encontrados em numero
substancial tanto na gengivite como na periodontite crénica e possuem um importante
papel na eliminagdao dos patégenos e na produgdo de mediadores pré-inflamatdrios, como
IL-1 e TNF-a, que auxiliam a resposta imune (BAKER, 2000; KINANE; LAPPIN, 2001; GRAVES;
COCHRAN, 2003; YOUNES et al., 2008, MOSSER; EDWARDS, 2008). Adicionalmente, os
macrofagos também apresentam um papel importante no desenvolvimento da resposta
imune por apresentarem antigenos para os linfocitos T. Com isso, especula-se a respeito de
uma possivel falha na ativagdo dos macréfagos nas doengas periodontais (CHAPPLE;
SRIVASTAVA; HUNTER, 1998; LAPPIN et al., 1999), o que poderia influenciar o perfil de
ativagdao das células T durante o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva.
Macréfagos sdo células multifuncionais: possuem atividade fagocitica, apresentam
capacidade de secretar uma série de produtos moleculares bem definidos, biologicamente
ativos (ADAMS; HAMILTON, 1984; NATHAN; MURRAY; COHN, 1980) e também estdo
envolvidos no processamento e apresentagdo de antigenos a linfécitos T (PIERCE, 1980;
ROSENTHAL, 1980) e contribuem para a regulagdo da resposta imune especifica (DOHERTY,
1995). A capacidade de fagocitar e digerir material estranho é uma das suas primeiras
atividades destas células e estes processos tém sido extensivamente estudados in vitro

(STOSSEL, 1974; STOSSEL, 1975; DALE; BOXER; LILES, 2008; MOSSER; EDWARDS, 2008).

O principal mediador antimicrobiano produzido pelos macrofagos é o éxido nitrico
(NO) (BOGDAN, 2002). O NO é um radical livre produzido a partir do aminoacido L-arginina
através da acdo de isoenzimas, globalmente denominadas NO sintases (NOS) (TRIPATHI et
al., 2007). Trés diferentes isoformas sdo conhecidas: NOS endotelial (eNOS), NOS neuronal
(nNOS) e NOS induzivel (iINOS). A eNOS e nNOS sdo constitutivas ou basais e produzem
baixas concentragdes de NO por um curto periodo de tempo. Contudo, a iNOS, identificada

em varios tipos celulares como macréfagos e PMNs, é expressa em resposta a estimulos
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inflamatadrios, tais como IL-1, TNF-a, IFN-y e LPS, sendo produzida em altas quantidades e
por longo periodo de tempo (BOGDAN, 2002). Quando o NO é localmente produzido em
altas concentracdes, pode agir como molécula citotdxica ou citostdtica contra células
infectadas por fungos, bactérias, protozoarios, bem como células tumorais e células
proximas a regido de producdo de NO, podendo resultar em extensa destruicdo tecidual

(BROGDAN, 2002).

A expressao da enzima iNOS, bem como a produc¢do de NO, se encontram elevadas
no periodonto em estado de doenca (MATEJKA et al., 1998; LAPPIN et al., 2000; HIROSE et
al., 2001; BATISTA et al., 2002). No microambiente da doenca periodontal, a presenca de
estimulos inflamatdrios capazes de induzir a produgao de NO por células inflamatdrias é
bem estabelecida (WALH et al., 1988; HIROSE et al., 2001; YANAGITA et al., 2002). A
presenca de altas concentragdes de L-arginina e L-citrulina em tecido gengival inflamado e a
expressao de iINOS em macréfagos e PMNs em periodontites induzidas experimentalmente
em ratos, bem como em fibroblastos, células epiteliais, macrdofagos e células endoteliais em
periodontite humana, revelam a possivel participagao do NO na doenga periodontal. Estudos
também demonstram que LPS de bactérias periodontopatogénicas tem a capacidade de
estimular a sintese de NO em células humanas e murinas (BLIX; HELGELAND, 1998; JO et al.,
2006; SOSROSENO. et al., 2002; SOSROSENO, WIHASKORO; HERMINAJENG, 2002;
SOSROSENO et al., 2008) e que a auséncia de iNOS leva ao aumento na susceptibilidade a
infeccdo por P. gingivalis em um modelo de infec¢do em camara subcutanea em
camundongos (GYURKO, 2003). Adicionalmente, a capacidade dos PMNs humanos de
expressar iNOS, bem como sintetizar e secretar NO, foi evidenciada in vivo e in vitro a partir
de amostras de lesGes periapicais inflamatdrias cronicas e também nos exsudados

inflamatodrios coletados de sitios com reabsorcdo dssea alveolar e inflamagdo cronica.

Todos os eventos descritos acima sdo desencadeados apds o reconhecimento do
patégeno. O reconhecimento inicial de microrganismos é mediado por receptores celulares
expressos em células da imunidade inata. As intera¢cdes entre componentes da parede
celular do patdgeno e receptores homadlogos presentes na membrana celular de neutrdfilos
e macréfagos modulam a fagocitose e a ativacdo celular (HASLETT et al, 1994; GAMONAL et

al., 2001). Mondcitos, macréfagos e neutrdfilos sdo células da imunidade inata que




Infroducdo 45

expressam receptores de superficie para manose, componentes do sistema complemento,
porcdao Fc de moléculas de imunoglobulinas e receptores semelhantes a Toll (TLR, Toll-like
receptor) capazes de reconhecer produtos microbianos. A ativacdo celular via esses
receptores leva a estimulacdo da fagocitose, atividade microbicida e producdo de citocinas
(GREEN et al., 1981). A capacidade das células da imunidade inata em reconhecer uma
diversidade de produtos microbianos potencializa a producdo de padrbes distintos de
citocinas frente a estimulacdo por diferentes microrganismos (SPRINGER et al., 1994).
Entretanto, a doenca periodontal difere de outras infecgées por ndo ser causada por uma
Unica espécie bacteriana, mas por um conjunto de bactérias, composto tanto por bactérias
gram-negativas quanto gram positivas, o que poderia influenciar o perfil de ativacdo de
macrofagos e neutroéfilos e, conseqliientemente, a resposta imune inata gerada no local da

lesdo.

O conceito de inespecificidade da resposta imune inata foi recentemente contestado
apos a descoberta de uma classe de receptores, os receptores do tipo Toll (TLRs), que
reconhecem estruturas moleculares conservadas (PAMPS) expressas pelos patdgenos. Estes
receptores foram inicialmente descritos em drosoéfilas como um receptor transmembrana do
tipo I, com papel importante no desenvolvimento dorso-ventral do embrido da drosdfila
(UNDERHILL; OZINSKY 2002; MEDZHITQV, 2001). Adicionalmente, a auséncia deste receptor
resultou em diminuicdo de resposta contra bactérias gram-positivas e fungos como A.
fumigatus e C. albicans (LAMAITRE; REICHHART; HOFMAN, 1997). Estes dados iniciais
sugeriram que os receptores do tipo Toll sdo componentes importantes da defesa das
drosdfilas, porque induzia a expressdo de drosomicina, uma defensina antifungica
(LAMAITRE; REICHHART; HOFMAN, 1997). Em mamiferos, foram identificados 11 diferentes
receptores envolvidos no reconhecimento de microrganismos e na ativacdo da resposta

imune inata (UNDERHILL; OZINSKY, 2002).

Estudos recentes mostraram a importancia de TLRs na fase inicial de reconhecimento
de diferentes patégenos. Receptores do tipo Toll -1, -2, -4, -5, e -6 sdo expressos na
superficie celular e possuem a funcdo de reconhecer especificamente produtos bacterianos,
incluindo as lipoproteinas bacterianas (TLR2 como um heterodimero com TLR1 ou TLR6), LPS

(TLR4), ou flagelina (TLR5) (TAKEDA; AKIRA, 2004). Os receptores TLR -3, -7, -8, e -9 sdo
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localizados nos compartimentos intracelulares (AHMAD-NEJAD et al., 2002; HEIL et al., 2003;
MATSUMOTO et al., 2003) e atuam especificamente na deteccdo de DNA dupla fita (TLR3),
RNA viral (TLR7), ou seqliéncias CpG de bactérias e virus (TLR9) (TAKEDA; AKIRA, 2004). Os
neutrofilos humanos expressam o mRNA para todos os TLRs, exceto TLR3 (NEUFERT et al.,
2001), e sua interagdo com os respectivos ligantes leva a secre¢do de citocinas inflamatérias
(AAP, 1996; ADA, 1996; DONGARI-BAGTZOGLOU; EBERSOLE, 1996; MEYER; FIVES TAYLOR,
1998; AAP, 1999; BECK et al., 1999; HUJOEL et al., 2000; LI et al., 2000; SOIKKNEN et al.
2000; FOWLER; BREAULT; CUENIN, 2001; TERPENING et al. 2001; SHIMAZAKI et al. 2001)
com excecdo da seqiiéncia CpG, que requer o pré-tratamento dos neutrofilos com GM-CSF
(NEUFERT et al., 2001). Adicionalmente, o DNA bacteriano pode ativar os neutréfilos via TLR-
9 de uma maneira CpG independente, mecanismo este que ainda precisa ser identificado

(TREVANI et al., 2003).

A estimulagdo por bactérias e fungos através de TLR4 é capaz de mediar a indugao de
citocinas pré-inflamatdrias enquanto o reconhecimento desses microrganismos por TLR2
conduz principalmente a liberacdo de citocinas antiinflamatdrias (AKIRA; TAKEDA, 2004).
Assim, é provavel que os diferentes componentes de parede celular dos microorganismos
liguem-se aos seus respectivos TLR, modulando a expressao de diferentes padrdes de
citocinas apds o contato entre a bactéria e a célula hospedeira, tais como TNF-q, IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10 e IL-12 (VESCHIARELLIA et al., 1999; XIONG et al., 2000; PARISE-FORTES, 2000),
demonstrando que essas células podem ser fontes importantes de citocinas, apds a

interagao com microrganismos.

Uma das ferramentas para estudo do papel de TLR4 in vivo sdo os camundongos das
linhagens C57BL/10ScCr e C3H/Hel. Esses animais sdo pouco responsivos ao LPS pela
auséncia do gene de TLR4, em animais C57BL/10ScCr, ou por mutacdo, em animais C3H/He)
(POLTORAK et al., 1998). A constatacdo de que animais C3H/HeJ sdo naturalmente mais
resistentes ao LPS, quando comparados a outros camundongos de diferentes linhagens,
intrigou a comunidade cientifica ha algumas décadas (SULTZER, 1968). A descoberta de que
o receptor TLR4 é responsavel pelo reconhecimento de LPS permitiu o seqlienciamento
desse gene em animais C3H/Hel, C3H/HeN (responsivos a LPS), ratos e em humanos,

guando, entdo, se observou a presenga de um Unico ponto de mutacdo em animais C3H/HeJ,
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em que ha a substituicdo de um aminoacido durante a expressdo do receptor, tornando seus
dominios intracelulares de sinalizacdo ndo funcionais (POLTORAK et al., 1998; AKIRA;

TAKEDA, 2004).

Embora o papel de TLR4 na imunidade inata seja alvo de extensivo estudo, TLR4 pode
também ser ativado por ligantes enddgenos, produto de células eucaridticas, como
proteinas do choque séptico (HSP) e fragmentos de fibronectina e componentes da matriz
extracelular (OKAMURA et al., 2001; TERMEER et al., 2002; AKIRA; TAKEDA, 2004). O
reconhecimento desses ligantes enddgenos relaciona-se a progressdo de doencas
cardiovasculares como infarto do miocardio e formacao de placas ateromatosas nos vasos
sanguineos (PRYSHCHEP et al., 2008; ZOU et al., 2008).

Ha uma ampla distribuicdo da expressao de TLR nas células dos tecidos periodontais,
com predominancia da TLR-2 e -4, que podem ser detectados em células epiteliais, células
dendriticas, em fibroblastos da gengiva e do ligamento periodontal, cementoblastos,
osteoblastos, osteoclastos e endotélio dos vasos sanguineos que irrigam a regido
(MAHANONDA; PICHYANGKUL, 2007). Nas células do epitélio oral, hd também consideravel
expressao de TLR-3, -5 e -9 (MAHANONDA; PICHYANGKUL, 2007) (MILWARD et al., 2007).

Dentre os diversos tipos de TLR, o do tipo 4 parece desempenhar importante papel
no desenvolvimento da doenca periodontal, uma vez que este receptor é capaz de
reconhecer LPS, antigeno presente nas bactérias gram-negativas (KIKKERT et al., 2007; SUN
et al., 2008). Polimorfismos em TLR4 estdo associados a maior freqiiéncia de formas
agressivas (FUKUSAKI et al., 2007) e cronicas (JAMES et al., 2007) da doenca periodontal.
Além disto, individuos com periodontite apresentam significativo aumento na expressao de
TLR-2, -4, -7 e -9 do que aqueles acometidos por gengivite (KAJITA et al., 2007). Estudos
sobre o papel deste receptor no desenvolvimento da doenca periodontal revelam que
animais deficientes de TLR4 apresentam menor concentracdo de células RANKL positivas nos
tecidos periodontais (NAKAMURA et al., 2008), menor indugdo da diferenciacao de células
da medula éssea desses mesmos animais em osteoclastos (ITO et al., 1996) e reduzida perda
Ossea induzida por periodontopatdégenos ou LPS de A. actinomycetemcomitans, (HOU;
SASAKI; STASHENKO, 2000; NAKAMURA et al., 2008). A ativacdo de neutréfilos e macréfagos

também esta sob influéncia de TLR4, ja que, na auséncia desse receptor e frente ao estimulo
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de LPS, ha baixa producdo de TNF-a e de espécies reativas de oxigénio (REMER; BRCIC;
JUNGI, 2003; TSAN et al., 2001).

Apesar dessas evidéncias, o exato papel dos TLRs no desenvolvimento da doenca
periodontal ainda nao foi estabelecido. Poucos sao os relatos sobre a interagdo de A.
actinomycetemcomitans e TLR4 (TIETZE, et al., 2006). Desta forma, o papel dos TLRs na
atividade fagocitica e microbicida de neutrofilos e macréfagos contra a infeccdo por A.
actinomycetemcomitans e outros periodontopatdgenos ainda precisa ser esclarecido.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans é uma das espécies de bactéria
relacionadas a formas agressivas de doenca periodontal (HAUBEK, DORTE et al., 2008)
(SCHACHER et al., 2007). O habitat desta bactéria é a cavidade oral, sendo possivel isola-la
do biofilme supra e subgengival, mucosa mastigatdria, saliva, gengiva, lingua, palato e
tonsilas de individuos saudaveis ou com DP (MULLER et al., 2001). Detecta-se também a
presenca de A. actinomycetemcomitans em infeccdes ndo orais como endocardites,
infeccGes pulmonares, renais, abscessos epiteliais e osteomielites (WINKELHOFF; SLOTS,
1999).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans é um bacilo gram-negativo, anaerdbio
facultativo, incapaz de formar esporos (HENDERSON et al., 2002). Tais bactérias formam,
sobre agar, colénias com forma estelar (do grego aktinos) e algumas cepas apresentam a
capacidade de adesdo aos componentes da matriz extracelular como colageno e
fibronectina, devido a abundante concentracdo de fimbrias em sua membrana (MINTZ;
FIVES-TAYLOR, 1999).

Atualmente s3o conhecidos 6 sorotipos de A. actinomycetemcomitans (a-f),
classificados de acordo com diferencas na estrutura de seus lipopolissacarideos (KAPLAN et
al., 2001). O sorotipo b é comumente encontrado em pacientes com doenga periodontal
ativa (YANG et al.,, 2004) e a cepa JP2 deste sorotipo apresenta grande capacidade de
viruléncia (HAUBEK et al.,, 2008) pela marcante producdo de leucotoxina (HAUBEK;
POULSEN; KILIAN, 2007).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans expressa diversos fatores de viruléncia que
atuam na inativagdo ou evasao da resposta imune do hospedeiro, sendo o mais estudado a
leucotoxina (HENDERSON et al., 2002). A leucotoxina liga-se seletivamente a leucdcitos

humanos através do receptor para B2-integrinas, especificamente na subunidade CD18,
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induzindo a morte dessas células por apoptose (DILEEPAN et al., 2007; KACHLANY; FINE;
FIGURSKI, 2000). Os mecanismos de inducdo da morte de leucdcitos por leucotoxina incluem
o aumento no influxo de calcio para o interior da célula, levando a alteragbes na funcdo
mitocondrial (KOROSTOFF et al., 2000), e aumento na atividade de caspases 1 e 3 (DILEEPAN
et al., 2007; KELK et al., 2003). A leucotoxina é também capaz alterar a funcdo fagocitica de
neutrofilos e de promover sua degranulacdo e aumento na producdo de MMP-8 (CLAESSON
et al, 2002) (PERMPANICH; KOWOLIK; GALLI, 2006).  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans também expressa proteinas capazes de se ligarem a porcdo Fc de
anticorpos, o que pode dificultar seu reconhecimento por células inflamatdrias apds
opsonizagao (MINTZ, KEITH; FIVES-TAYLOR, 1994).

Outra caracteristica que confere aumento em seu poder de viruléncia e evasdo a
resposta imune é a capacidade de A. actinomycetemcomitans de colonizar células epiteliais
(MEYER et al., 1999; SREENIVASAN; MEYER; FIVES-TAYLOR, 1993). Embora ndo apresentem
estruturas como flagelos que lhe confiram mobilidade, essas bactérias sao capazes de
deslocarem-se de uma célula a outra através do citoesqueleto da célula hospedeira (MEYER
et al., 1999). Outros fatores de viruléncia de A. actinomycetemcomitans sdo capazes de
promover reabsorcdo do osso alveolar de suporte através do aumento da diferenciacdo de
osteoclastos (KIRBY et al., 1995) e inducdo de apoptose em células osteoblasticas
(YAMAMOTO et al., 1999).

Uma vez que A. actinomycetemcomitans é uma das bactérias amplamente
relacionadas a doenca periodontal e que o LPS por elas expresso apresenta importante
papel na ativacdo de células inflamatdrias, € importante que se estude a modulagcdo do
receptor do tipo Toll 4 na progressdo desta doenca. A compreensado da funcdo de células
centrais na ativacdo do sistema imune inato e adaptativo, como neutréfilos e macrofagos, é

relevante para que se entenda o desenvolvimento e progressdo da doenga periodontal.
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O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar o papel dos receptores do tipo Toll 4 apds

infecgdo por Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Especificamente, os objetivos foram analisar:

1. A participagdo de neutrdfilos e macréfagos no curso da infeccdo por A.
actinomycetemcomitans;

2. A atividade fagocitica de neutrdfilos e macrofagos apds a infeccdo por A.
actinomycetemcomitans;

3. A producdo de mediadores microbicidas apds a estimulacgio com A

actinomycetemcomitans;

E

O papel do receptor TLR4 em conferir resisténcia ou susceptibilidade a doenca periodontal
induzida por A. actinomycetemcomitas em animais deficientes deste receptor e as

implicagOes sistémicas desta infecc¢do.







MATERIAL E METODOS







Material e Métodos 57

1. Animais de experimentagao

Foram utilizados camundongos machos C3H/HePas (WT) e C3H/Hel (TLR4'/') que
apresentam mutacdo no gene do receptor do tipo Toll 4, com quatro a seis semanas de vida.
Tais animais foram criados no biotério da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade
de Sao Paulo, em microisoladores com temperatura e iluminagao controladas. A agua, ragao
e maravalha eram autoclavadas e disponibilizadas ad libitum. A pesquisa foi autorizada pelo
Comité de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais da Faculdade de Odontologia de Bauru

(CEEPA-Proc. n2 002/2008).

2. Cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Amostras de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, clone JP2, foram obtidas junto
ao Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o Paulo e cultivadas no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de Bauru em meio TSA (Tryptic
Soy Agar, DIFCO, Becton Dickson Company, San Jose, EUA) acrescido de 0,6% de extrato de
levedura (DIFCO, Becton Dickson Company, San Jose, EUA). As culturas foram mantidas em
jarra de microaerofilia com aproximadamente 5 a 10% de CO, em estufa a 37°C por 7 dias. A
morfologia das bactérias foi confirmada por coloracdo de Gram e por visualizacdo em
estereoscopio (Wild Heerbrugg, Suica). A pureza das colonias foi confirmada por teste
bioguimico da catalase e por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A concentracdo de
bactérias utilizada nos experimentos foi determinada com o auxilio da escala de MacFarland
e ajustadas em espectrofotémetro (Ultraspec 1000, Pharmacia Biotech, Westerville, EUA)

com comprimento de onda de 660A.

3. Obteng¢do dos componentes antigénicos de A. actinomycetemcomitans

Para a obtengao dos componentes antigénicos, colénias de A. actinomycetemcomitans
foram coletadas, dissociadas e lavadas trés vezes em PBS estéril. Em seguida, as bactérias
foram rompidas por vibracdo ultra-s6nica a 100W por 1 minuto em banho de gelo. Este

procedimento foi repetido 30 vezes, até se obter um alto grau de ruptura das bactérias, o
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qual foi verificado através de analise microscdpica. Por ultimo, os lisados de bactérias foram
centrifugados a 12.000g por 20 minutos a 4°C para remocado das bactérias ndo degradadas. A
dosagem de proteinas foi realizada utilizando o método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Para
a estimulacdo das culturas das células peritoneais foi utilizada uma concentracao de 0,5

ug/mL de lisado de A. actinomycetemcomitans (AgAa).

4. Marcacao de A. actinomycetemcomitans com FITC

Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), como descrito previamente (PERMPANICH; KOWOLIK; GALIL, 2006), para
a realizacdo dos ensaios de fagocitose. Brevemente, 5 mL da suspensdo de A.
actinomycetemcomitans (2x10° bactérias/mL) foi incubado com 0,1 mg/mL FITC diluido em
PBS (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) por 6 horas a 37°C. Em seguida, a suspensdo foi
centrifugada por 10 minutos a 350g. O precipitado foi ressuspenso em 1 mL de PBS e
aliquotas foram analisadas em microscopia de fluorescéncia para a confirmagao da
marcacao das bactérias com FITC. As bactérias foram marcadas e este processo ndo afetou a

viabilidade do microrganismo.

5. Doenga periodontal experimental induzida

O modelo de doenga periodontal experimental induzida foi baseado no protocolo
utilizado por GARLET (2004) com algumas modificagGes. O protocolo de inducdo de doenca
periodontal consistiu da inoculacdo oral de 1x10® UFC de A. actinomycetemcomitans em 50
pL de PBS, acrescida de 2% de carboximetilcelulose, sendo esta suspensdao aplicada
diretamente na cavidade oral dos animais com o auxilio de um micropipetador automatico.
Apds 24 e 48 horas, o procedimento de inoculacdo foi repetido. A adicdo de
carboximetilcelulose a suspensdo de bactérias possibilita a retencdo tempordria dos
microrganismos e a colonizacdo da cavidade oral por A. actinomycetemcomitans; eliminando
a necessidade da injegao direta das bactérias dentro do tecido periodontal ou uso de
ligaduras, que podem resultar em trauma mecanico ao tecido. Grupos de camundongos

C3H/HePas (WT) e C3H/Hel (TLR4'/') receberam a inoculacdo de A. actinomycetemcomitans
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simultaneamente, sendo denominados de “infectados”. Os grupos controle consistiam de
animais “sham-ndo infectados” (os quais recebiam a administragdo oral de 50 pL de uma
solugao 2% de carboximetilcelulose em PBS, com metodologia semelhante a descrita para o
grupo anterior). A hidratacdo e alimentacdo dos animais foram limitadas por 30 minutos

depois da inoculacdo oral das bactérias para garantir sua maior adesao a superficie dental.

A sobrevida dos animais foi monitorada durante o curso da infec¢do e os sacrificios
foram realizados apds 3, 7, 10, 30 e 60 dias de infec¢do oral. Foram coletadas amostras de
gengiva, linfonodo cervical, baco, coracao, pulmao, figado e rim para analise da presenca de
UFC de A. actinomycetemcomitans e da atividade de MPO nesses érgaos. Também foram
obtidas amostras das maxilas e dos tecidos periodontais para analise da perda dssea e das

alteragdes histoldgicas das estruturas de suporte dos dentes.

6. Infec¢ao intraperitoneal

Os animais foram inoculados por via intraperitoneal com 2x10° bacilos vidveis de A.
actinomycetemcomitans diluidos em 1 mL de PBS estéril. Como controle, os animais foram
inoculados com 1 mL de PBS estéril, no qual a concentracdo de LPS era inferior a 0,125

EU/mL, de acordo com ensaio Limulus (LAL Pyrogent Plus, Cambrex, Walkersville, USA).

7. Isolamento de células inflamatorias

Apds 24 horas de infecgdo peritoneal, os animais foram eutanaziados e as células do
exsudado inflamatoério foram coletadas através da lavagem da cavidade peritoneal com
RPMI (RPMI 1640, GIBCO, Invitrogen Corporation, Grand Island, EUA) suplementado com 5%
de soro fetal bovino (SFB). A suspensdo de células obtidas foi centrifugada (350g/ 10
minutos/ 4°C) e o precipitado formado foi ressuspenso em 1 mL de meio. O exsudado
inflamatério foi analisado através da evidenciacdo com solucdo de Turk e contagem

diferencial de neutréfilos e macréfagos em camara de Neubauer.

Paralelamente, os animais WT e TLR4” foram inoculados com 1 mL de tioglicolato 3%

estéril, por via intraperitoneal, para o isolamento de neutréfilos (6 horas) e macréfagos (72
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horas). Apds estes periodos, os animais foram sacrificados e as células do exsudado

inflamatodrio peritoneal foram obtidas e caracterizadas como descrito acima.

8. Cultura de neutrofilos e macréfagos

Os neutroéfilos e macréfagos obtidos do exsudado peritoneal de animais inoculados
com tioglicolato foram cultivados em placas de 24 pocos (10° células/pogo) contendo 1 mL
de RPMI suplementado com 5% de SFB. As células foram estimuladas na auséncia ou
presenca de A. actinomycetemcomitans viavel (1 célula: 10 bacilos), antigeno de A.
actinomycetemcomitans (5 pg/mL) e LPS de Escherichia coli (25 ng/mL). Apds o cultivo, os
sobrenadantes foram colhidos, centrifugados (350g/ 10 minutos /4°C), filtrados em

membrana de poro 0,22 mm e estocados a -20°C até o uso (para dosagem de dxido nitrico).

9. Ensaio de fagocitose

Foi avaliada a capacidade de fagocitose in vivo das células obtidas do exsudado
peritoneal apds inoculacdo de A. actinomycetemcomitans. Estas células (1x10° células) foram
dispostas sobre uma laminula de vidro (22 x 22 mm) e mantidas por 30 minutos em
incubadora de CO,, quando foram fixadas com metanol. As células foram coradas com May-
Gruwald por 40 minutos e apds este periodo o excesso de corante foi removido através de
lavagem com PBS. Posteriormente, as laminulas foram coradas com Giemsa pelo mesmo
periodo e o corante novamente removido pela lavagem com PBS. As laminulas foram
montadas com meio de montagem sobre laminas de vidro e a contagem das células em
atividade fagocitica foi realizada de acordo com protocolo de Gasparoto et al. (2004).
Brevemente, foram escolhidos dez campos aleatérios para contagem das células em
fagocitose, observadas em microscépio optico (aumento de 1000 vezes), fazendo-se a

contagem diferencial entre macréfagos e neutrdfilos.

Para anadlise da atividade fagocitica in vitro, os neutréfilos e macréfagos obtidos do
exsudado peritoneal apds inoculagdo com tioglicolato foram estimulados com A.

actinomycetemcomitans previamente marcado com FITC. As células (1x10° células) foram
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estimuladas com as bactérias (1 célula: 10 bacilos), por 1 hora em placas de 24 pocos e apds
este periodo, foram transferidas para um tubo de polipropileno, centrifugadas (350g por 10
minutos a 4°C) e ressuspensas em 200 uL de PBS a fim de eliminar bactérias ndo fagocitadas.
O ensaio foi analisado através de citometria de fluxo (FACsorting, Becton and Dickson, San
Jose, EUA) utilizando os canais de fluorescéncia 1 (FL1) para bactéria marcada com FITC. As
analises foram feitas usando programas Cell Quest (Becton and Dickson, San Jose, EUA) e
Flow Jo 5.7.2 (TreeStar Inc., Ashland, EUA) os quais permitem analisar todas as células
adquiridas (10000/ amostra) ou apenas determinadas populag¢des, individualizadas por
janelas (ou gates) estabelecidas com base em parametros de tamanho (FSC) e granularidade

(SSC) ou fluorescéncia (FL) (CAMPANELLI et al., 2003).

As células obtidas do exsudado peritoneal foram também estimuladas com A.
actinomycetemcomitans-FITC sobre laminulas de 22 x 22 mm. Apds 1 hora, as laminulas
foram cuidadosamente lavadas com RPMI 5% SFB, montadas em l|adminas de vidro e
analisadas em microscopio confocal, em objetiva de 63x e zoom de 3x (Leica TCS-SPE,

Mannhein, Alemanha).

10. Producgao de oxido nitrico

Foi mensurada a producdao de éxido nitrico pelas células peritoneais isoladas apds
infeccdo com A. actinomycetemcomitans. O exsudado inflamatério obtido apds lavagem
peritoneal foi centrifugado e o sobrenadante obtido foi armazenado a -20°C. A produgao de
oxido nitrico foi também mensurada a partir do sobrenadante das culturas de neutréfilos e

macroéfagos através da reagao colorimétrica de Griess.

Para a reagdo colorimétrica de Griess (ELAHI et al., 2001), 50uL das amostras foi
adicionado a 50uL de reagente de Griess e incubados por 30 minutos a 26°C. Em seguida,
determinou-se a absorbancia (filtro de 450 nm) em leitor de ELISA (Microplate reader, 680,
Bio-Rad, Hercules, EUA). Os resultados foram expressos em pumoles e determinados pela
comparagdo com a curva padrao (realizada com nitrito de sédio nas concentragbes de 200,

100, 50, 25, 12.5, 6.25,3.125 e 1.5 mM).




62 Material e Métodos

11. Atividade de mieloperoxidase

A atividade de MPO dos orgdos coletados apds inoculacdo oral de A.
actinomycetemcomitans e dos neutroéfilos peritoneais e mantidos em cultura foi mensurada
de acordo com protocolo descrito por Garlet et al. (2007). Brevemente, as amostras foram
obtidas, pesadas e armazenadas em solucdo tampao contendo NaCl (1,0M), NaPO,4 (0,02M),
NaEDTA (0,015M) a -20°C e posteriormente homogeneizadas (UltraTurrax 8.0; IKA, Staufen,
Alemanha) O homogenato foi centrifugado a 350g por 15 minutos, sendo entdo submetido a
choque hipotonico com 1 mL de NaCl 0,2%. As amostras foram novamente centrifugadas, o
pellet foi ressuspenso em tampdo de NaPO,; (pH 5,4) e H-TAB (0,5 g/mL) e novamente
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi

utilizado na determinagao da atividade de MPO.

A atividade da mieloperoxidase foi mensurada apds incubacdo de 10 pL da amostra,
diluida em 40 pL de NaPO4 0,08M, com 50 pL de H,0, 0,5mM e tetrametilbenzidina (1,6
mM). A atividade de mieloperoxidase das amostras foi avaliada em leitor de ELISA com uma
absorbancia de 450 nm e ajustada de acordo com curva padrdo para a atividade de 1x10*

neutrofilos ou pela densidade éptica (DO) de cada amostra em relagdo a sua massa.

12. Apoptose

A analise de apoptose nas suspensdes celulares foi feita por citometria de fluxo
através da utilizacdo de anexina V incorporada a FITC como um ligante para a fosfatidilserina
expressa somente nas células apoptdticas. A deteccdo de apoptose através da ligacdo de
anexina V foi realizada empregando-se um “kit” comercial (Southern Biotech, R&D systems,
Birmingham, EUA). Para tanto, as células a serem analisadas, 1x10° células, foram lavadas
em PBS (4 °C), transferidas para tamp3o com alta disponibilidade de Ca™ (denominado
tampdo de ligagdo), e entdo incubadas com Anexina-FITC (10 pL/mL) juntamente com
iodedo de propideo (PI) (50 mg/mL) para exclusdo das células necréticas. Essa reacdo foi
realizada em um volume de 100 pL em tubo de polipropileno e as células foram incubadas
por 15 minutos a temperatura ambiente. Ao final do tempo de incubacdo, as células foram

centrifugadas (350g, por 5 minutos a 4°C), ressuspensas em 300 plL do tamp3do de ligagdo e
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submetidas a anadlise através de citometro de fluxo. As amostras foram adquiridas em
FACsorting (Becton and Dickson, San Jose, EUA) utilizando os canais de fluorescéncia 1 (FL1)
para anexina V, 2 (FL-2 para PI). As analises foram feitas usando programas Cell Quest
(Becton and Dickson, San Jose, EUA) e Flow Jo 5.7.2 (TreeStar Inc., Ashland, EUA) os quais
permitem analisar todas as células adquiridas (10000/ amostra) ou apenas determinadas
populagdes, individualizadas por janelas (ou gates) estabelecidas com base em parametros

de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) ou fluorescéncia (FL).

13. Avaliag¢do da perda d6ssea alveolar maxilar

Para avaliar a perda dssea induzida apdés a inoculagdo oral de A.
actinomycetemcomitans, amostras das maxilas dos animais foram obtidas nos tempos
experimentais estabelecidos. Apds a retirada do tecido gengival palatino, as maxilas foram
imersas em peroxido de hidrogénio a 10% por 7 dias para remoc¢do dos demais debris
organicos. As amostras foram, entdo, lavadas com agua destilada, secas e imersas em uma

solugdo de azul de metileno e dgua (2:1) para evidenciagdo da jungao amelo-cementaria.

Cada hemi-maxila foi posicionada sobre um papel milimetrado e com uma camera
fotografica acoplada a um estereoscépio (MZ12, Leica, Mannhein, Alemanha) foram feitas
imagens da face palatina (aumento de 25 vezes). Com o auxilio do programa Imagel) 1.36b
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) as imagens foram submetidas ao

calculo da drea (mm?) entre a juncio amelo-cementaria (JAC) e a crista dssea alveolar (COA).

14. Analise histopatoldgica

O tecido periodontal, 6sseo e os molares superiores de animais foram coletados apds
inducdo da doenga periodontal nos periodos experimentais estabelecidos. As amostras
foram fixadas em solugdo de paraformaldeido 10%, em temperatura ambiente, pelo tempo
minimo de 48 horas e descalcificadas em solucdo de EDTA a 10%, em temperatura ambiente,

pelo periodo de 6 semanas, com trocas semanais desta solucao descalcificadora.
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Apds este periodo, as pegas foram lavadas com dagua destilada e submetidas a
desidratacdo gradativa em alcool, seguida de xilol e processamento em parafina. Cortes
seriados com espessura de 5 um foram obtidos através de um micrétomo, montados em

laminas de vidro e corados com coloracdo em hematoxilina e eosina.

A analise histopatoldgica foi realizada através da observacdo de cortes seriados em
microscopia otica, com o objetivo de avaliar a presenca e a localizacdo de células
inflamatadrias nos tecidos periodontais, assim como as caracteristicas histoldgicas do epitélio
juncional, ligamento e osso alveolar periodontal. Animais ndo infectados foram usados como

controles.

7

15. Analise de unidades formadoras de colonias apds infecgdo por A.

actinomycetemcomitans

A presencga de UFC de A. actinomycetemcomitans foi avaliada em amostras de 6rgaos
de animais apods infeccdo peritoneal ou oral por esta bactéria. Os érgaos foram coletados,
pesados e transferidos para criotubo contendo 1 mL de PBS estéril. Os drgdos foram
homogeneizados de modo asséptico (UltraTurrax 8.0; IKA, Staufen, Alemanha) e uma
aliquota de 25 L (para amostras obtidas apds infeccdo peritoneal) ou 100 pL (para amostras
obtidas apds infeccdo oral) foi semeada em placas de Petri (100 mm de diametro) contendo
TSA + 0,6% de extrato de levedura por 7 dias, em microaerofilia. Apds este periodo foi

determinado o numero de UFC de A. actinomycetemcomitans por grama de drgdo coletado.

16. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo (SD) dos resultados obtidos
para cada grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad
Prisma 4 (PRISMA software, GraphPad, San Diego, EUA). Valores de p <0.05 foram

considerados como significantes.
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1. Susceptibilidade de animais TRA" 3 infeccdo por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Com o intuito de determinar o papel do receptor TLR4 durante o desenvolvimento da
doencga periodontal, camundongos selvagens (WT) e deficientes de TLR4 (TLR4-/-) foram
infectados por via oral com 1x108 bacilos vidveis de A. actinomycetemcomitans por trés dias.
A sobrevida dos animais foi avaliada por 60 dias apds a infec¢do. Os resultados mostram que
100% dos animais sobreviveram a infec¢do oral com A. actinomycetemcomitans (Figura 1).
Esses resultados mostram que a auséncia de TLR4 ndo estd relacionada com um aumento da

susceptibilidade dos animais a infecgao por A. actinomycetemcomitans.

2. Auséncia de TLR4 reduz perda ossea alveolar induzida por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Buscando investigar o papel de TLR4 na determinagdo da severidade da DP, o
proximo passo foi analisar a perda dssea alveolar em resposta a inoculagdo oral de A.

actinomycetemcomitans em animais WT e TLR4™.

Os resultados revelaram que camundongos TLR4” submetidos ao protocolo de infeccdo com
A. actinomycetemcomitans apresentaram menor reabsor¢do dssea alveolar, determinada
pela andlise da darea compreendida entre a jungdo amelo-cementaria (JAC) e a crista éssea
alveloar (COA), nos tempos de 3 (P<0,001) e 7 dias (P<0,01) apds-infeccdo quando
comparado ao aos animais selvagens (Figura 2). Ao contrario, os animais TLR4” e WT n3o

infectados ndo apresentaram perda dssea no periodo estudado (Figura 2).

3. Analise histoldgica de tecido gengival de animais submetidos a doenga periodontal

induzida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A partir das amostras de tecido periodontal obtidas de animais WT e TLR4" infectados
via oral por Aggregatibacter actinomycetemcomitans, foram confeccionados cortes

histolégicos corados com hematoxilina e eosina para a analise microscépica.
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Figura 1. Sobrevida de animais WT e TLR4" apos infeccdo oral com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Animais WT e TLR4” foram submetidos a inducdo da doenca
periodontal através da infeccdo oral com A. actinomycetemcomitans. A sobrevida dos
animais foi monitorada por 60 dias.







Resultados 71

- WT  ->%-Sham-WT

< & T R4 ¥ sham.TLRA™-
g 17
< w
3 T a0 B £]
3 F
>4
)

° I X T x_i % *
¢ 3 & 9 % 60

Dias apés a infec¢ao oral

Figura 2. Auséncia de TLR4 reduz perda déssea alveolar induzida por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Animais WT e TLR4” foram submetidos 3 inducao da doenga
periodontal através da infecgdo oral com A. actinomycetemcomitans. (A) A perda déssea
alveolar foi mensurada através da area formada entre a jungdao amelo-cementdria (JAC) e a
crista dssea alveolar (COA). Os dados representam a média + SD de trés experimentos
independentes com 3 animais por periodo avaliado. ** p<0,01, ***p<0,001, usando ANOVA
para dois critérios e pos-teste de Bonferroni.
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A anidlise histologica foi inicialmente realizada em amostras de tecidos periodontais
de camundongos WT e TLR4” n3o infectados (Figura 3 A e B). Nestas amostras, identificou-
se microscopicamente a presenca de mucosa gengival revestida por epitélio pavimentoso
estratificado, em continuidade com o epitélio sulcular que se continua como epitélio
juncional. Subjacente observou-se tecido conjuntivo fibroso, composto por fibras colagenas,
pequenos vasos e discreto infiltrado inflamatério composto, principalmente, por

polimorfonucleares, muitas vezes no interior dos epitélios juncional e sulcular.

A analise histolégica dos tecidos periodontais de camundongos WT infectados
demonstrou que no periodo de 60 dias, observou-se um intenso infiltrado inflamatério,
aumento da vascularizagdo e intensa perda éssea (Figura 3 C). A analise histolégica dos
tecidos periodontais de camundongos TLR4" infectados demonstrou gue, sessenta dias apos
a infeccdo, o tecido apresentava integridade do epitélio juncional, com a presenga de

discreto infiltrado inflamatério e moderada perda déssea (Figura 3 D).

4. Disseminac¢ao de Aggregatibacter actinomycetemcomitans apoés infec¢ao oral é maior

em animais TLR4™

A disseminacdo de bactérias causadoras da doenca periodontal estd comumente
associada a outras infeccOes sistémicas como endocardite, infeccdes renais e abscessos

pulmonares (WINKELHOFF; SLOTS, 1999; VIALLARD et al., 2002; DYE et al., 2005).

Assim, ap0s a infecgdo por A. actinomycetemcomitans foram coletadas amostras de
gengiva, linfonodo, baco, coracdo, pulmao, figado e rim de animais WT e TLR4” para a

detecgao de A. actinomycetemcomitans.

A presenca de A. actinomycetemcomitans foi detectada no tecido gengival e em
amostras de linfonodos, baco, pulmao, figado, e rim de animais TLR4” e nos animais

selvagens a presenca desta bactéria foi detectada apenas no coragdo (Figura 4).
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Figura 3. Anadlise histoldgica dos tecidos periodontais apds infeccao por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Animais WT e TLR4” foram submetidos 3 inducao da doenca
periodontal através da infecgdao oral com A. actinomycetemcomitans. Amostras do tecido
periodontal de animais ndo infectados (A, B) e apds 60 dias de infec¢do (C, D) foram
coletadas, fixadas e submetidas ao processamento histolégico. Cortes de 5 um de espessura
foram obtidos, corados com hematoxilina e eosina e analisados em microscépio éptico em
aumento de 200X. Os dados representam trés experimentos independentes com 3 animais
por periodo avaliado. D: Dente, O: Osso alveolar.
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Figura 4. Disseminacdao de Aggregatibacter actinomycetemcomitans apos inducao da
doenga periodontal. Animais WT e TLR4” foram submetidos 3 indugdo da doenga
periodontal através da infecgdo oral com A. actinomycetemcomitans. Apds 60 dias de
infecgao foram coletadas amostras de gengiva, linfonodo, bago, coragao, pulmao, figado e
rim e avaliada a presenga de UFC de A. actinomycetemcomitans. Os dados expressam a
média + SD e representam trés experimentos independentes com 6 animais por grupo.
***p<0,001 usando ANOVA para dois critérios e pds-teste de Bonferroni.
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5. Atividade de mieloperoxidase é afetada pela auséncia de TLR4 apds infeccdo oral por

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Uma vez que a mieloperoxidase € um dos marcadores da ativacdo de neutrdfilos e o
aumento em sua atividade pode ser relacionado, por exemplo, a uma resposta contra um
foco infeccioso secundario (GEBSKA et al., 2005) a atividade desta enzima foi avaliada apds a

infeccdo oral com A. actinomycetemcomitans

Os niveis da atividade de MPO no linfonodo, baco, pulmdo, figado e rim foram
semelhantes entre os animais WT e TLR4”" apo6s 60 dias de indugao da doenga periodontal.
Entretanto, os tecidos gengival e cardiaco de animais WT apresentaram a atividade desta

enzima significativamente aumentada (p<0.001)(Figura 5).

6. Auséncia de TLR4 nao influencia a migracao de células inflamatdrias para o foco de

infec¢do por Aggregatibacter actinomycetemcomitans

O receptor TLR4 estd envolvido no reconhecimento de bactérias gram-negativas e
pode modular a quimiotaxia de células inflamatorias para o local da infecgdo (FAN; MALIK,
2003; AKIRA; TAKEDA, 2004). Para avaliar a influéncia de TLR4 na migracdo de células para o
sitio de infeccdo, animais WT e TLR4” foram inoculados por via intraperitoneal com A.
actinomycetemcomitans. Apos 24 horas de infecgdo, o peritonio foi lavado e as células
inflamatdrias foram coletadas e contadas em camara de Neubauer. Os resultados
demonstraram que a auséncia de TLR4 ndo alterou de modo significante o numero de
células recrutadas para o foco da infeccdo em animais deficientes de TLR4 (12,06 + 5,01
x10°) quando comparados aos animais selvagens (12,31 + 3,76 x10°) (Figura 6A). No
peritdbnio dos animais inoculados apenas com PBS, observou-se um baixo recrutamento de
leucécitos (Figura 6A). A contagem celular diferencial revelou recrutamento preferencial de
neutréfilos para cavidade peritoneal de animais selvagens e deficientes de TLR4 apds a
infeccdo por A. actinomycetemcomitans. Além disto, o influxo de neutréfilos para a

cavidade peritoneal de animais TLR4™ (10,31 + 2,57 x10°) foi semelhante ao de animais WT
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Figura 5. Atividade de mieloperoxidase (MPO) apds induc¢do da doencga periodontal com A.
actinomycetemcomitans. Animais WT e TLR4” foram submetidos 2 inducdo da doenca
periodontal através da infeccdo oral com A. actinomycetemcomitans. A atividade de MPO foi
mensurada em amostras de gengiva, linfonodo, baco, coracdo, pulmao, figado e rim apds 60
dias de infeccdo. Os dados expressam a média = SD e representam trés experimentos
independentes com 6 animais por grupo. ***p<0,001 usando ANOVA para dois critérios e
pos-teste de Bonferroni.
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(11,25 + 4,69 x10°) apds a inoculacdo de A. actinomycetemcomitans (Figura 6B).

Em relagao ao numero de macrdéfagos, isolou-se do periténio de animais WT e TLR4™
um baixo numero destas células quando comparado ao niumero de neutréfilos. Observou-se
um leve aumento no nimero de macréfagos recuperados de animais TLR4" (1,75 + 1,19
x10°) inoculados com A. actinomycetemcomitans quando comparado ao dos animais

selvagens (0,93 + 1,04 x10°) (Figura 6C).

7. A fagocitose de Aggregatibacter actinomycetemcomitans por neutréfilos e macréfagos

€ menor na auséncia de TLR4

O reconhecimento de estruturas antigénicas através de TLR4 pode ativar mecanismos
efetores das células fagociticas (NATHAN et al., 2003; DALE; BOXER; LILES, 2008). Para a
avaliacdo da atividade fagocitica, as células recém isoladas da cavidade peritoneal de
animais TLR4” e selvagens infectados com A. actinomycetemcomitans foram coradas por
May-Gruwald e Giemsa e a percentagem de fagocitose foi determinada. Na andlise dos
dados, observou-se que os macrofagos e neutrofilos de animais TLR4” apresentaram uma

menor atividade fagocitica quando comparado as células de animais selvagens (Figura 7A).

Neutrofilos e macrofagos de animais deficientes de TLR4 e selvagens foram cultivados
in vitro com A. actinomycetemcomitans e a atividade fagocitica foi avaliada por citometria de
fluxo. Os ensaios in vitro confirmaram os dados obtidos in vivo no qual se observou que
neutrofilos (57 + 5,86%) e macréfagos (88,63 + 10,07%) de animais selvagens apresentaram
uma maior atividade fagocitica quando comparados aos neutrofilos (43,86 + 4,33%) e
macréfagos (54,73 + 12,84%) de animais deficientes de TLR4 (Figura 7B). Além disto,
imagens obtidas através de microscopia confocal corroboram com esses resultados, ja que
as células obtidas de animais deficientes de TLR4 (Figura 7D) apresentam reduzida
habilidade de fagocitar A. actinomycetemcomitans quando comparado as células de animais

selvagens (Figura 7C).
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Figura 6. Influxo de leucdcitos para a cavidade peritoneal de animais WT e TLR4” apos
inoculacdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Animais WT e TLR4” foram
inoculados com A. actinomycetemcomitans por via intraperitoneal e apds 24h o infiltrado
inflamatdrio foi recuperado. A caracterizagdo e contagem (A) do numero total de células
presentes no exsudado inflamatério foram realizadas em camara de Neubauer. O nimero
de (B) neutrodfilos e (C) macrofagos foi mensurado através de contagem celular diferencial.
Os dados representam a média + SD de trés experimentos independentes com 6 animais por
grupo. §p<0,05 para os grupos WT e TLR4™ inoculados com A. actinomycetemcomitans em
relagao aos controles com PBS usando ANOVA para um critério e pds-teste de Tukey.







Resultados 87

CIWT 10
A B

100 N ) 1 _
X X
[ [] *k*
(2] (/2]
2 2 501 i
e o
(=] (=]
© ©
L L

0 0

Neutréfilos Macréfagos Neutréfilos Macréfagos

Figura 7. A fagocitose de Aggregatibacter actinomycetemcomitans é menos eficiente na
auséncia de TLR4. Animais WT e TLR4” foram inoculados por via intraperitoneal com A.
actinomycetemcomitans. Apds 24h o infiltrado inflamatoério foi recuperado e corado com
May-Grunwald e Giemsa. (A) Contagem dos neutréfilos e macréfagos em fagocitose
realizada por microscopia optica. (B) Animais WT e TLR4” foram inoculados por via
intraperitoneal com tioglicolato e obtidos neutréfilos e macrofagos. As células foram
cultivadas por 1h com A. actinomycetemcomitans previamente marcado com FITC (1:10) e a
atividade fagocitica foi avaliada por citometria de fluxo. (C, D) Fotomicrografia evidenciando
o ensaio de fagocitose in vitro na presenca de A. actinomycetemcomitans marcado com FITC
na proporgao de (1:10). C, células de animais controle e em D, células de animais TLR4”. Os
resultados foram expressos pela média + SD e sdo representativos de trés experimentos com
6 animais em cada grupo. ***p<0,001 para teste t de Student.
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8. Producdao de espécies reativas de nitrogénio apds desafio por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans nao é influenciada por TLR4

Estudos demonstram que a producdo de espécies reativas de oxigénio esta envolvida
na eliminagdo de periodontopatégenos, estando estes mediadores envolvidos com o
controle da infeccdo periodontal (BOGDAN, 2002; JO et al, 2006; SOSROSENO,
WIHASKORO; HERMINAJENG, 2002; SOSROSENO et al., 2008). Nesse sentido, inicialmente
avaliou-se os niveis de oOxido nitrico no peritbneo de animais infectados por A.
actinomycetemcomitans. Os resultados revelaram que a infec¢do ndo induziu um aumento
significativo na produgao de éxido nitrico pelas células de animais TLR4” e WT quando

comparado com o grupo controle inoculado apenas com PBS (Figura 8A).

Para avaliar in vitro o perfil de producdo de NO por neutréfilos e macréfagos
provenientes de animais selvagens e deficientes de TLR4, as células foram cultivadas por 24h
na presenga de A. actinomycetemcomitans, antigenos sonicados de A.
actinomycetemcomitans ou LPS e a concentracdo de NO no sobrenadante das culturas foi
avaliada pelo método de Griess. A estimulagao com antigenos de A. actinomycetemcomitans
e com a bactéria ndo induziu producgdo significante de NO por neutréfilos de animais TLR4"
(p<0,001), contudo, esses estimulos foram capazes de induzir a producdo de NO por
neutrodfilos de animais selvagens (Figura 8B). A producdo de NO por macrofagos deficientes
de TLR4 e selvagens foi semelhante apds estimulagdao com A. actinomycetemcomitans. No
entanto, a estimulagdo com antigenos de A. actinomycetemcomitans gerou maior produgao

de NO por células de animais TLR4” (Figura 8C).

9. A auséncia de TLR4 ndo influencia a atividade de mieloperoxidase apds desafio por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que apresenta importante atividade
microbicida em infec¢des bacterianas (MIYASAKI; WILSON; GENCO, 1986; MIYASAKI et al.,
1987) e é considerada um marcador da atividade de neutrdfilos ativados (KLEBANOFF,

2005). Para avaliar a influéncia de receptores do tipo Toll 4 na ativacdo de neutrofilos apds
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Figura 8. Producao de NO por neutréfilos e macréfagos apos desafio por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. (A) Animais WT e TLR4” foram inoculados por via intraperitoneal
com A. actinomycetemcomitans por 24h. O infiltrado inflamatério foi recuperado e a
suspensado celular foi centrifugada e do sobrenadante obtido foi mensurada a produgao de
oxido nitrico pela reagdo de Griess. Animais WT e TLR4” foram inoculados por via
intraperitoneal com tioglicolato e isolados (B) Neutréfilos e (C) macréfagos. As células
coletadas foram estimuladas por 24h com A. actinomycetemcomitans, antigenos de A.
actinomycetemcomitans ou LPS de E. coli e a partir do sobrenadante das culturas foi
mensurada a produgao de 6xido nitrico. Os resultados foram expressos pela média + SD e
sdo representativos de trés experimentos com 6 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01;
***¥p<0,001 para teste t de Student.
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infecgao por A. actinomycetemcomitans, analisou-se a atividade de MPO em células recém
isoladas da cavidade peritoneal de animais TLR4” e WT.

Os resultados revelam que ndo ha diferencas na atividade da enzima entre as células
do exsudado de animais WT e TLR4”" (Figura 9A). Em adicdo, na auséncia de estimulo (grupo
inoculado com PBS) a atividade de mieloperoxidase foi baixa por células de animais WT e
TLR4’/’, guando comparada com as células de animais infectados (p<0,01).

Em seguida, avaliou-se a capacidade de A. actinomycetemcomitans, antigenos
sonicados de A. actinomycetemcomitans e LPS de E. coli em estimular neutréfilos de animais
WT e TLR4" a expressarem mieloperoxidase. Como se pode observar na figura 9B, os
estimulos utilizados nao induziram significativamente a atividade de MPO tanto por células

de animais WT quanto TLR4™.

10. TLR4 ndo confere aumento na viabilidade de neutrofilos e macréfagos apods infecgdo
por Aggregatibacter actinomycetemcomitans
A presenca de células apoptodticas foi avaliada em células recém isoladas da cavidade

peritoneal de animais WT e TLR4™ apos infecgao por A. actinomycemtemcomitans.

Os resultados mostram maior numero de células apoptodticas isoladas da cavidade
peritoneal de animais deficientes de TLR4 (33,5 + 4,95%) e de animais WT (36 + 4,95%) apds
a infeccdo por A. actinomycemtemcomitans quando comparados aos animais controle

inoculados com PBS (Figura 10A).

Em seguida, avaliou-se a capacidade de A. actinomycetemcomitans, antigenos
sonicados de A. actinomycetemcomitans e LPS de E. coli em induzir apoptose em neutréfilos
e macrofagos isolados de animais WT e TLR4”. Os resultados revelam que A.
actinomycetemcomitans induziu apoptose de modo significativo em neutréfilos de animais
TLR4” (31,5 + 0,7%) quando comparado ao grupo controle (11 + 1,41%), mas ndo foram

observadas diferencas na inducdo de apoptose pelos demais estimulos (Figura 10B).

O nivel de apoptose em macrofagos de animais WT e TLR4™ foi semelhante, mesmo

quando estimulados por A. actinomycemtemcomitans ou seus antigenos (Figura 10C).
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Figura 9. Atividade de mieloperoxidase (MPQO) apds desafio por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Animais WT e TLR4” foram inoculados por via intraperitoneal
com A. actinomycetemcomitans por 24h. (A) A atividade de MPO foi analisada a partir das
células presentes no infiltrado inflamatdrio peritoneal. (B) Neutrdfilos obtidos de animais
WT e TLR4" apos inoculacdo intraperitoneal de tioglicolato foram estimulados por 24h com
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, antigenos de A. actinomycetemcomitans ou LPS
de E. coli e a partir dessas células foi avaliada a atividade de MPO. Os resultados foram
expressos pela média * SD e sdo representativos de trés experimentos independentes com 6
animais por grupo. ***p<0,001 para teste t de Student. §p<0,01 para animais WT e TLR4™
inoculados com A. actinomycetemcomitans em relacdo ao PBS usando ANOVA para um
critérios e pds-teste de Tukey.
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Figura 10. Apoptose induzida por Aggregatibacter actinomycemtemcomitans em
neutrdéfilos e macrofagos. Animais WT e TLR4™ foram inoculados por via intraperitoneal com
A. actinomycetemcomitans por 24h. A analise das células apoptoticas foi realizada através da
marcagdo com anexina e/ou iodeto, por citometria de fluxo. (A) Presenga de células
apoptoticas no infiltrado inflamatdrio peritoneal. Animais WT e TLR4™ foram inoculados por
via intraperitoneal com tioglicolato. A apoptose induzida em (B) neutrofilos e (C) macrofagos
apés 24h de estimulagdo com A. actinomycetemcomitans, antigenos de A.
actinomycetemcomitans ou LPS de E. coli foi mensurada. Os resultados foram expressos pela
média + SD e sdao representativos de trés experimentos independentes com 6 animais por
grupo. **p<0,01 para teste t de Student. §p<0,01 para animais WT e TLR4™ inoculados com
A. actinomycetemcomitans em relagdao ao PBS.
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A doenca periodontal caracteriza-se pela destruicdo das estruturas de suporte dos
dentes causada pela presenca de microorganismos periodontopatogénicos no biofilme
dental associado aos tecidos periodontais. Apesar desses microorganismos serem essenciais
para o inicio da doenca periodontal a ativacdo da resposta imune do hospedeiro é a
responsavel pela manutencdo do processo inflamatdrio e, conseqlente, ruptura da
homeostase do tecido, o que caracteriza a doenca (GEMMELL; SEYMOUR, 2004; GARLET et
al., 2007). Este processo inflamatdrio é deflagrado pelas células do hospedeiro através do
reconhecimento das estruturas antigénicas dos microorganismos, mediada principalmente
por receptores do tipo Toll (AKIRA; TAKEDA, 2004; MADIANQS; BOBETSIS; KINANE, 2005).
Dentre essa classe de receptores, o TLR4 sinaliza a presenca de lipopolissacarideo expresso
por bactérias gram-negativas (AKIRA; TAKEDA, 2004) e o papel deste receptor na progressao
da doencga periodontal tem sido alvo de recentes estudos (NAKAMURA et al. 2008; SUN et
al., 2008). No entanto, alguns aspectos da ativacdo das células inflamatdrias por

Aggregatibacter actinomycetemcomitans via TLR4 necessitam ser compreendidos.

Com o objetivo de investigar o papel de TLR4 na imunomodulacdo da doenca
periodontal induzida experimentalmente, analisamos o desenvolvimento da DP em
camundongos TLR4™. Apds a inducdo da doenga periodontal, os animais deficientes de TLR4
apresentaram menor perda déssea em relacdo aos animais selvagens. A maior reabsorc¢do
Ossea observada nos animais WT pode ter sido causada pela ativacdo das células do sistema
imune inato através de TLR4 e conseqliente modulacdo dos mecanismos envolvidos na
diferenciacdo de osteoclastos. Os resultados aqui apresentados foram semelhantes aos
obtidos por NAKAMURA et al. (2008) apds analise histomorfométrica de maxilas de animais
WT e TLR4” induzida por LPS de A. actinomycetemcomitans. Além disto, o lipopolissacarideo
de bactérias gram-negativas causadoras da doenca periodontal (P. intermédia e A.
actinomycetemcomitans) foi capaz de induzir a diferenciagdo de células da medula ssea em
osteoclastos em animais selvagens e esta inducdo foi significativamente menor em animais
TLR4” (ITO et al., 1996). Tendo em vista as diferencas observadas entre os animais TLR4” e
WT quanto a perda éssea, foi realizada analise histoldgica dos tecidos periodontais. Os
resultados revelaram um infiltrado inflamatério discreto nos animais TLR4” e maior
presenca de leucdcitos polimorfonucleares em animais WT, o que poderia influenciar os

resultados obtidos pela mensuragdo da perda dssea alveolar.
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Apds o terceiro dia de inducdo da doenca periodontal, houve uma manutenc¢do dos
niveis de perda dssea em animais WT. Contudo, GARLET (2004), usando o mesmo modelo
experimental, observou niveis crescentes de perda dssea em animais C57BL/6. Esses
resultados, ainda que possam ser explicados pela diferenca entre as linhagens de animais
utilizadas (C57BL/6 e C3H/HePas), sugerem a possibilidade de haver distinta modulacdo dos
mecanismos reguladores da diferenciacdo de osteoclastos, os quais sdo controlados pela
atividade de células T (GARLET et al., 2007; YOUNES et al., 2008) através do aumento da
producdo de RANKL (BOSTANCI et al., 2007; BOSTANCI et al., 2007; NAKAMURA et al., 2008).
Uma vez que LPS pode ativar células T com fendtipo regulatorio (T.eg) através de TLR4 por
elas expresso (CARAMALHO et al., 2003), a proliferacdo das demais populac¢des de linfécitos
pode ser alterada e, conseqlientemente, a diferenciacdo de osteoclastos. De fato, em lesdes
periodontais cronicas é possivel isolar T,e; (CARDOSO et al., 2008) e estas células podem,
ainda, controlar negativamente a atividade de neutrdfilos através da reducdo da producao
de espécies reativas de oxigénio, de citocinas prd-inflamatdrias e da inducdo da apoptose
dessas células (LEWKOWICZ et al., 2006), o que pode induzir quadros cronicos da doenca.

Embora os animais TLR4” n3o tenham apresentado aumentados niveis de perda
6ssea nem infiltrado inflamatério pronunciado, a carga bacteriana de A.
actinomycetemcomitans nos tecidos gengivais desses animais foi consideravelmente maior
gue nos animais selvagens. Além disto, a atividade de mieloperoxidase neste tecido foi
significativamente menor nos animais deficientes de TLR4 quando comparados aos animais
selvagens. A expressdao de mieloperoxidase foi comumente detectada em abundéancia no
fluido crevicular e saliva de individuos com doenca periodontal (BUCHMANN et al., 2002;
KANER et al., 2006; BORGES-JR et al., 2007, SAKAMOTO et al., 2008) sendo considerado um
marcador de severidade desta doenca e a atividade desta enzima esteve diretamente
relacionada a reducdo da viabilidade de A. actinomycetemcomitans (MIYASAKI; WILSON;
GENCO, 1986; MIYASAKI et al., 1987).

Adicionalmente, foi possivel detectar a presenga de A. actinomycetemcomitans nos
6rgaos linfoides secundarios e no pulmao, figado e rim de animais deficientes de TLR4. A
disseminacado sistémica de A. actinomycetemcomitans também foi observada, apds infec¢do
oral por esta bactéria, na auséncia de producdo de IFN-y (GARLET et al., 2008) e IL-12

(GARLET, 2004), o que revela a importancia do sistema inume no controle de uma infeccado
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por este periodontopatdgeno. De fato, a ativacdo do sistema imune é crucial para o controle
de uma infec¢do a qual se caracteriza pela migracao de células inflamatorias e producdo de
mediadores inflamatérios no sitio da infeccdo (FANG et al.,, 2004). Os neutrdfilos
apresentam capacidade de migrar para foco infeccioso e a atividade de mieloperoxidase
(MPO) destas células, em sitios distantes do foco primario de infeccdo, pode ser considerada
um marcador da disseminacdo de um agente infeccioso (GEBSBA et al., 2005). A relacao
direta entre a presenca de microorganismo e atividade de MPO pdéde ser observada no
tecido cardiaco de animais WT. No entanto, a deteccdo de A. actinomycetemcomitans nos
orgdos linfdides e também no pulmao, figado e rim de animais deficientes de TLR4 nao foi
capaz de desencadear uma efetiva ativacao de neutréfilo, de acordo com os dados obtidos
para a atividade de MPO, embora estes drgdos tenham consideravel vascularizacdo que
permite a migracdo de células inflamatdrias através da corrente sanguinea (GEBSKA et al.,
2005; KOBBE et al., 2008). Apesar da presenca de A. actinomycetemcomitans estar
comumente associada a outras infec¢des sistémicas como endocardite, doenca corondria
aguda, infecgdes renais e abscessos pulmonares e cerebrais (DAVE; DYKE, 2008; OKSAHARJU
et al. 2008; SAKURAI et al., 2007) a disseminacdo destas bactérias ndo afetou a sua

sobrevida de animais TLR4™".

Quando observados em conjunto, a auséncia da sinalizacdo via TLR4, embora se
apresente vantajosa para a manutencdo das estruturas periodontais apds inducdo da doenca
periodontal, predispde os animais deficientes de TLR4 a disseminacdo sistémica de A.
actinomycetemcomitans. A presenca de um infiltrado inflamatério discreto e a maior
deteccdo deste periodontopatdgeno nos tecidos periodontais de animais TLR4” indicaram a
possibilidade de alteracbes na quimiotaxia das células inflamatdrias para este tecido e na
modulac¢do da atividade fagocitica dessas células.

Apds contato com agente agressor, a populacdo celular residente, especialmente
macrofagos, células epiteliais e fibroblastos, reconhece o estimulo antigénico através de
seus receptores e produzem citocinas, como CXCL8, CCL2, CCL5, que medeiam a quimiotaxia
de células inflamatérias (MOSSER; EDWARDS, 2008), sendo que os neutréfilos sdo as
primeiras células a serem quimioatraidas para o foco infeccioso (NATHAN, 2006). A

producdo dessas quimiocinas é positivamente regulada apds a ativacdo celular via TLR,
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portanto estes receptores participariam indiretamente na quimiotaxia de células
inflamatadrias (TRINCHIERI; SHER, 2007).

Para uma melhor compreensdo desses eventos, o reconhecimento de A.
actinomycetemcomitans por macrofagos residentes na cavidade peritoneal e a modulacgdo
do recrutamento de neutréfilos para o foco infeccioso foram avaliadas por meio da
observacdo do numero de células obtidas do infiltrado celular. Os resultados obtidos
revelaram que TLR4 ndo foi primordial para o reconhecimento de A.
actinomycetemcomitans, uma vez que o numero de neutrofilos recuperados de animais WT
e TLR4”" foi semelhante. CHEN et al. (2004) também ndo observaram diferenca no numero
de neutréfilos recuperados de animais WT ou deficientes de TLR4 apds infec¢ao pulmonar
de F. tularensis, bactéria gram-negativa. No entanto, ndo foi detectada a presenca
substancial de neutrdéfilos no lavado pulmonar de animais deficientes em TLR4 apds a
inoculacdo LPS de E. coli nas vias respiratérias (BURCH et al., 2006) nem no infiltrado
inflamatdrio peritoneal recuperados apds inoculagao de C. albicans (NETEA et al., 2002).

Nossos resultados mostraram distintos padrdes para a presenca de neutrofilos apds a
infeccdao peritoneal e oral por A. actinomycetemcomitans em animais TR4” o que nos
permite inferir que TLR4 foi pouco relevante no reconhecimento deste microorganismo por
macrofagos nos estagios iniciais da infeccdo, mas ndo nos estagios mais avancados. No inicio
da infecgao, o reconhecimento de outras estruturas antigénicas da bactéria através dos
demais receptores expressos pelos macréfagos, como TLR2 e TLR5, fmi/pR, FcyR e C3R
(AKIRA; TAKEDA, 2004; AZUMA, 2006; MADIANOS; BOBETSIS; KINANE, 2005) tornariam a
sinalizacdo via TLR4 menos relevante. Embora a presenca de A. actinomycetemcomitans nao
tenha sido detectada nos tecidos periodontais de animais selvagens observou-se a
manutencdo de um microambiente inflamatdrio evidenciado pelo infiltrado inflamatorio
nestes tecidos. A presenga de A. actinomycetemcomitans no periodonto de animais
selvagens em niveis ndo detectados pela analise do nimero de col6nias formadas em placas
de cultura poderia justificar a migracao de células inflamatdrias mesmo apds 60 dias da
infecgao oral, uma vez que a ativagao de neutrdéfilos por LPS através de TLR4 se relacionou a
reducdo da expressdo de receptores envolvidos na permanéncia dessas células nos vasos
sanguineos e permitiu que houvesse aumento da migragao de neutrofilos para os focos de

infeccdo (FAN; MALIK, 2003).
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Uma vez presentes no local da infeccdo, os neutréfilos e macrofagos participam da
eliminagcdo dos microrganismos através de sua capacidade de fagocitica (DALE; BOXER; LILES,
2008; STUART; EZEKOWITZ, 2008). A permanéncia de microrganismos nos tecidos
periodontais favorece a progressdo da doenca periodontal e estd associada a uma menor
capacidade das células fagocitarias em elimina-los (EICK et al., 2000; JI et al., 2007,
PERMPANICH; KOWOLIK; GALLI, 2006).

De acordo com os resultados apresentados, a capacidade de neutréfilos e
macrofagos em fagocitar A. actinomycetemcomitans, in vivo e in vitro, foi significativamente
menor nos animais TLR4”" guando comparada aos animais selvagens. Células fagocitarias, na
auséncia de TLR4, também apresentaram menor capacidade de fagocitar Neisseria
meningitidis, Streptococcus agalactiae, Yersenia pestis (JAIN et al., 2008), eritrocitros de
carneiro opsonizados com IgG (ANAND et al., 2007), Salmonella enterica (VAZQUEZ-TORRES
etal., 2004) e C. albicans (NETEA et al., 2002).

Além disto, as diferencas entre as médias das fagocitoses das células inflamatérias
analisadas, na presenga ou auséncia de TLR4, sugerem que este receptor poderia exercer
maior influéncia na atividade fagocitica de neutréfilos que de macréfagos. Este fato
relacionar-se-ia a uma possivel expressdo diferencial dos receptores de reconhecimento das
estruturas antigénicas dos microorganismos entre essas células, e também a distintos
padrdes de sinalizagao intracelular necessarios a fagocitose, como a endocitose e formagao
do fagossomo nestas células (STUART; EZEKOWITZ, 2008). A reduzida efetividade na
eliminagao de A. actinomycetemcomitans por células deficientes de TLR4 e os mecanismos
de evasdo desta bactéria elucidam a maior disseminac¢do desta bactéria para os drgdos dos
animais TLR4” (WINKELHOFF; SLOTS, 1999; HENDERSON et al., 2002; BURNS et al., 2006;
PERMPANICH; KOWOLIK; GALLI, 2006).

Estudos revelam ainda que ha uma relagao entre a capacidade de eliminagao de um
microrganismo e a producdo de espécies reativas de oxigénio (KATSURAGI et al., 2003;
NATHAN, 2006). Contudo, embora a fagocitose tenha sido prejudicada pela auséncia de
TLR4, a produgdo de 6xido nitrico e atividade de mieloperoxidase pelas células do infiltrado
inflamatdrio detectada na cavidade peritoneal ndo foram diferentes entre animais WT e
TLR4™ apos infecgdo com A. actinomycetemcomitans. Uma vez que este infiltrado

inflamatério era formado por neutréfilos e macréfagos, células com distintas fungdes




106 Discussdo

celulares no processo inflamatério (MOSSER; EDWARDS, 2008; NATHAN, 2006), a influéncia
de TLR4 na ativacdo dessas células e o perfil de producdo dos mediadores microbicidas
foram avaliados in vitro. Dessa forma, TLR4 mostrou-se importante para a ativagao de
neutrdfilos, mas ndo para a ativacdo de macréfagos, frente a estimulacdo com A.
actinomycetemcomitans, sendo que antigenos sonicados desta bactéria induziram
macrofagos deficientes de TLR4 a produzirem significativamente mais NO que células de
animais selvagens. Contrariamente, TLR4 influenciou a producdo de NO pelas células de
Kupffer, ja que a expressao de iNOS, frente a um desafio com Salmonella enterica, foi menor
nos animais TLR4™ gue nos animais selvagens (VAZQUEZ-TORRES et al., 2004). O
lipopolissacarideo de A. actinomycetemcomitans foi capaz de induzir a producdo de NO por
macrofagos murinos e esta producdo foi potencializada na presencga de citocinas proé-
inflamatdrias como IFN-y e IL-12 (SOSROSENO et al., 2002; JO et al., 2006). No entanto, apds
24 horas de inoculacdo desta bactéria na cavidade peritoneal, ndo se observou aumento na
producao de NO pelos animais WT ou TLR4” em relacdo aos controles ndo infectados.

Foi observado ainda que o receptor TLR4 influenciou a atividade de mieloperoxidase
(MPO) em neutréfilos estimulados com A. actinomycetemcomitans in vitro e apds 60 dias da
infeccdo oral com esta bactéria, mas ndao apos inoculagdo peritoneal. A reduzida atividade
desta enzima nos tecidos periodontais pode ser explicada pela menor presenca de
neutrdfilos neste tecido, evidenciada pela andlise histolégica. No entanto, a producdo
semelhante de mieloperoxidase entre as células inflamatdrias peritoneais pode ser
justificada pela ativacdo celular via moléculas de CD14, TLR2, TLR5 e TLR9 (TSAN et al., 2001;
ASAI et al., 2001; TRIANTAFILOU; TRIANTAFILOU, 2002; NONNENMACHER et al., 2003;
MILLER; ERNEST; BADER, 2005; KIKKERT et al., 2007) induzidas por estruturas imunogénicas
como lipoproteinas, fimbria e DNA de A. actinomycetemcomitans.

Com base nos resultados obtidos in vitro para a producdo de NO e atividade de MPO
sugerimos que a sinalizacdo via TLR4 é importante para a ativacdo de neutrofilos, contudo
esta via de sinalizacdo ndo parece ser imprescindivel para as fungbes celulares
desempenhadas por macréfagos no contexto de infecgao peritoneal por A.
actinomycetemcomitans. Além disto, as células mantidas em cultura, embora expressem os
mesmos receptores necessarios a ativagdo celular in vivo, ndo mantém comunicagdo com

outros tipos celulares presentes no complexo microambiente inflamatdrio, que é modulada
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pelas citocinas e quimiocinas. Esses mecanismos pardcrinos de ativacdo celular podem
compensar a falta de ativacdo pela via TLR4 in vivo.

A atividade de células inflamatérias no ambiente inflamatério permite que haja um
aumento em sua viabilidade, reduzindo o numero de células apoptéticas (EL-KEBIR et al.,
2008; RAAM et al., 2008). Todavia, A. actinomycetemcomitans é capaz de induzir apoptose
em leucdcitos através da producdo de leucotoxina (DILEEPAN et al., 2007). A auséncia de
TLR4 n3o alterou a viabilidade de macréfagos e neutréfilos apds infeccao peritoneal por A.
actinomycetemcomitans, embora a expressao de TLR4 por neutrdéfilos e a ativagdo dessas
células através deste receptor tenha sido capaz de inibir a apoptose dessas células apds
estimulo com LPS de E. coli (SABROE et al., 2003). De fato, in vitro os neutrofilos deficientes
de TLR4 foram significativamente mais susceptiveis a apoptose induzida por A.
actinomycetemcomitans. A expressao de TLR4 em macrofagos, em contraste com a
apoptose observada nos neutréfilos, ndo lhes conferiu aumento na viabilidade apods
estimulo com A. actinomycetemcomitans ou seus antigenos, os quais mostraram-se
potentes indutores de apoptose. E possivel que haja uma maior expressio de CD18,
receptor para leucotoxina de A. actinomycetemcomitans (DILEEPAN et al., 2007), em
macrofagos do que em neutréfilos, permitindo que as caspases 1 e 3 sejam ativadas e que
haja um aumento do influxo de calcio para o interior da célula independentemente da

expressao de TLR4 (KELK et al., 2003).

Apesar da producao de NO ser capazes de aumentar a viabilidade de macrdéfagos in
vitro e in vivo (NAKASHIMA et al., 2002), a presenca deste mediador inflamatorio reduziu a
susceptibilidade dos macrofagos a apoptose in vitro. Contudo, estimulos inflamatdérios como
LPS (GRENIER; GRIGNON, 2006; MURRAY; WILTON, 2003), de fatores de crescimento como
G-CSF (RAAM et al., 2008) e de mediadores antimicrobianos como MPO (EL-KEBIR et al.,
2008) reduzem a susceptibilidade de células inflamatdrias a apoptose, o que justifica o maior
numero de neutrofilos apoptdticos deficientes de TLR4, os quais apresentaram limitada

ativagao frente a estimulagao por A. actinomycetemcomitans in vitro.

A maior viabilidade de neutréfilos e os niveis aumentados na producdo de
metaloproteinases e espécies reativas de oxigénio nos tecidos periodontais relacionam-se a
progressdao da DP (BUCHMANN et al., 2002; GUSTAFSSON et al., 2006). A manutencdo de um

ambiente proé-inflamatério, evidenciado pela maior concentracdo de GM-CSF (produzido por
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células epiteliais, fibroblastos, macréfagos) e TNF-a no fluido crevicular destes individuos,
além da reducdo na expressdo de bax por neutrofilos ativados (GAMONAL et al., 2003)
reduzem a susceptibilidade dessas células a apoptose nos tecidos gengivais. O aumento na
producdo de proteinases como elastase e colegenase (YAMALIK et al., 2000; UJIIEL et al.,
2007; UJIIE et al., 2008), produtos da atividade de neutréfilos, contribuem para a perda da
integridade das estruturas teciduais de suporte dos dentes observada na doenca
periodontal.

Embora haja um nimero crescente de estudos sobre a patogénese e progressdo da
doenca periodontal, ainda é necessario que se conheca os diversos aspectos da interacdo
entre a microbiota e a resposta do hospedeiro frente ao desafio gerado pela microbiota oral.
Portanto, o papel de TLR4 para o desenvolvimento das altera¢cOes periodontais pode
fornecer importante ferramenta para ampliar a compreensdao dos eventos bioldgicos

relacionados a doencga periodontal.
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Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que:

- A sinalizagdo por TLR4 ndo é a via primordial para o reconhecimento de A.
actinomycetemcomitans.

- TLR4 esta envolvido na efetiva ativacdo de neutréfilos murinos e no controle da producgdo
de espécies reativas de oxigénio e viabilidade dessas células.

- A fagocitose de A. actinomycetemcomitans é parcialmente dependente de TLR4.

- TLR4 esta envolvido na maior susceptibilidade a disseminacao sistémica de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

- A ativacdo de TLR4 relaciona-se aos mecanismos biolégicos capazes de induzir a perda

Ossea alveolar.
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