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RESUMO

As doengas periodontais possuem, como componente principal e indutor, um
biofiime bacteriano que se forma na superficie dos dentes em nivel sub e
supragengival Periodontite é definida como uma inflamacdo gengival que afeta a
integridade do suporte dentério. Estudos recentes estimam que 47,2% de
individuos dos Estados Unidos da América tém algum tipo de periodontite. As
principais bactérias periodontopatogénicas séo: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis),
Treponema denticola (T. denticola) e Tannerella forsythia (T. forsythia), Essas
bactérias podem induzir uma resposta imune de carater crénico e intenso. Esta
bem estabelecido que a imunidade é dependente de dois tipos de resposta
imunoldgica: a mediada por células e a resposta humoral. Tem sido sugerido que
a progressédo da inflamacédo e perda 6ssea na doenca periodontal seja devida a
uma combinacdo de fatores como presenca de bactérias periodontopatogénicas,
elevados niveis de citocinas inflamatoérias (i.e TNF-a, IL-1-B, IL-6 e IL-17),
producdo e ativacdo de MMPs e RANKL e relativos baixos niveis de citocina
modulatéria IL-10. A glutationa (GSH) é um tripeptideo thiol encontrado livre no
citosol que atua, principalmente, na reducdo de compostos reativos do oxigénio e
nitrogénio. Além disso, GSH tem um importante papel na modulacdo das
respostas imunolégicas. Baixos niveis de GSH e estresse oxidativo tém sido
relacionados a doencas crénicas. GSH participa do processamento de antigeno e
altera o perfil de citocinas pela inibicdo de NF-kB. N-acetil-cisteina (NAC) é uma
variante acetilada de cisteina e é convertida em metabdlitos capazes de estimular
a sintese de GSH. NAC tem demonstrado diminuir perda 0ssea alveolar em ratos
diabéticos e inibir expressdo de citocinas inflamatérias em fibroblastos gengivais.
Sendo assim, devido & importancia do controle da resposta imune na doenca
periodontal e sabendo que NAC possui a capacidade de modular a resposta
imune, que este estudo pretendeu avaliar os efeitos de NAC na modulagéo de
caracteristicas imunolégicas e clinicas na doenca periodontal. Para isto foi
delineado um estudo envolvendo o tratamento de NAC em modelo experimental
de doenca periodontal em camundongos infectados com Aa e em sangue
periférico proveniente de doadores saudaveis periodontalmente e estimulados
com bactérias periodontais Aa, P. gingivalis e T. denticola. Foram realizadas
analises para perda 6ssea alveolar, atividade de mieloperoxidase, quantificagdo
de GSH em sangue periférico e analises para citocinas e marcadores de linfécitos
e mondcitos em linfonodo de camundongos e sangue periférico de humanos. Os
resultados demonstraram que: 1- NAC diminui a perda éssea alveolar em animais
infectados com bactéria periodontopatogénica; 2- NAC modula negativamente a
atividade de mieloperoxidase em animais infectados; 3- NAC diminui o potencial
para estresse oxidativo em sangue periférico de animais infectados; 4- NAC
modula negativamente citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-17) e modula
positivamente citocina regulatéria (IL-10); 5- Em humanos, NAC é capaz de induzir



melhor ativacdo em linfocitos T CD8* e linfécito TCD4*, bem como induzir a uma
maior expressdo de IFN-y. Desta forma, NAC demonstrou ter um efeito
modulatério na periodontite experimental e um ativador de linfdcitos in vitro diante
estimulo de bactérias periodontais, sendo um promissor agente local para
prevengéo e tratamento das doengas periodontais.



ABSTRACT

Periodontal diseases have as a main component and inductor a bacterial dental
biofilm and are defined as an inflammation which affects the integrity of the dental
tissues. Recent studies estimate that 47.2 % of individuals in the United States
have some form of periodontitis. The main periodontopathic bacteria are:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), Treponema denticola (T. denticola ) and Tannerella forsythia ( T.
forsythia ). These bacteria can induce a chronic and intense immune response. It is
well established that immunity is dependent on two types of immune responses:
cell mediated and humoral response. It has been suggested that the progression of
inflammation and alveolar bone loss in periodontal disease is due to a combination
of factors such as the presence of periodontal bacteria, elevated levels of
inflammatory cytokines (e.g. TNF-q, IL -1 8, IL- 6 and IL-17), production and
activation of MMPs and RANKL and relative low levels of modulatory cytokine IL-
10. Glutathione (GSH) is a tripeptide thiol found free in the cytosol, with the ability
to reduce reactive oxygen species and nitrogen compounds. Moreover, GSH plays
an important role in the modulation of immune responses. Low levels of GSH and
oxidative stress have been linked to chronic diseases. GSH participates in antigen
processing and affects the profile of cytokines by inhibiting NF-kB. N-acetyl-
cysteine (NAC) is an acetylated cysteine variant that is converted into metabolites
capable of stimulating the synthesis of GSH. NAC has been shown to decrease
bone loss in diabetic rats and inhibit expression of inflammatory cytokines in
gingival fibroblasts. Therefore, because of its importance in protecting rats to
periodontal bone loss and knowing that NAC possess the ability to modulate the
immune response, this study aims to assess the effects of NAC in the modulation
of immunological and clinical characteristics in periodontal disease. Thus, a study
involving NAC treatment in experimental periodontal disease in mice infected with
Aa and in peripheral blood from healthy donors stimulated with periodontal
periodontal bacteria Aa , P. gingivalis, and T. denticola was designed. We
analyzed: 1- alveolar bone loss; 2- myeloperoxidase activity, 3- GSH quantification
in peripheral blood, and 4- cytokines and markers for lymphocytes and monocytes
activation in peripheral human blood. The results showed that: 1 - NAC reduces
alveolar bone loss in animals infected with Aa; 2 - NAC negatively modulates the
activity of myeloperoxidase in infected animals with NAC treatment; 3 - NAC
decreases oxidative stress in the peripheral blood of infected animals; 4 - NAC
negatively modulates proinflammatory cytokines (TNF- a and IL-17) and positively
modulates regulatory cytokine (IL - 10); 5 - in humans, NAC is able to enhance
activity of CD8 + T lymphocytes. Thus, NAC showed a modulatory effect on
experimental periodontitis in mice and an activating effect on human lymphocytes
in vitro upon stimulation with periodontal bacteria. Together, these data suggest
that NAC is a promising agent for the local prevention and treatment of periodontal
diseases.
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1- INTRODUCAO

1.1- Consideragfes gerais sobre a doencga periodontal

O periodonto € um conjunto de estruturas que envolvem o dente, sendo
constituido por tecidos duros (cemento e 0sso alveolar) e tecidos moles (gengiva e
ligamento periodontal) que juntos promovem uma adequada fun¢do dos dentes
(BARTOLD e NARAYNAN, 2006).

As doencas periodontais possuem, como componente principal e indutor,
um biofilme bacteriano que se forma na superficie dos dentes em nivel sub e
supragengival. A inflamacdo gengival inicial induzida por este biofilme dental é
denominada de gengivite. Esta se caracteriza pela presenca de sinais clinicos
gengivais como rubor e edema, sangramento provocado por contato, mudangas
no contorno e consisténcia sem, contudo, haver perda de insercdo dos tecidos
periodontais (AAP, 2000). Periodontite € definida como uma inflamacdo gengival
gue afeta a integridade do suporte dentario pelo avango do processo inflamatério e
destruicdo dos tecidos periodontais de insergdo (AAP!, 2000). Periodontite pode
ser crénica ou agressiva, sendo que esta Ultima €, diferentemente da primeira,
caracterizada, principalmente, por uma rapida perda de inser¢cdo e d&ssea,
depdsitos de biofilme bacteriano inconsistentes com a gravidade da destruigdo
periodontal, anormalidades fagocitarias e a uma hiper ativagdo de macréfagos
(ARMITAGE, 1999; LANG et al.,, 1999). Além disso, a periodontite esta

relacionada a resposta imunoldgica do individuo e sua progresséo, provavelmente,
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€ continua com episédios curtos de exacerba¢éo e remissdo em sitios localizados
(KINANE et al., 2005). A descricdo da prevaléncia das doengas periodontais é um
tanto quanto variavel nos estudos, podendo a periodontite cronica afetar entre 10
a 15% da populacao (PAPAPANOU et al., 1999) e periodontite agressiva 5,2% em
uma populacdo brasileira (CORTELLI et al., 2002). Entretanto, em um estudo
recente, foi estimado que 47,2% de individuos dos Estados Unidos da América
tém algum tipo de periodontite (EKE et al., 2012). Também € consenso que a
doenca periodontal é a principal causa de perda dentaria nos paises
desenvolvidos (VOS et al., 2012).

Dentre as vérias espécies bacterianas que colonizam o dente e suas
estruturas de suporte, sdo considerados como principais patégenos periodontais o
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), Treponema denticola (T. denticola) e Tannerella forsythia (T. forsythia)
(AAP, 1996). Contudo, complexos bacterianos podem propiciar um espectro de
relagbes com o hospedeiro que podem variar de benéficas a patogénicas
(SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005). Estas acbOes patogénicas de
microorganismos sé@o dependentes de diversas substéncias como endotoxinas e
LPS (lipopolissacaride) (VAN DYKE e SERHAN, 2003; KINANE et al., 2005). O
efeito destrutivo tecidual ocorre principalmente pela inducdo de uma resposta
imunoldgica intensa produzida pelo organismo durante a liberagdo de mediadores
quimicos da inflamacédo como citocinas, peroxidases, proteases e ativador de

reabsorcdo 6ssea, onde uma inadequada resolugdo ou falha ao retorno da
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homeostase tecidual resulta na perpetuacdo da resposta inflamatéria com
consequente progressdo da doenca (PAGE e KORNMAN, 1997; VAN DYKE,
2008). Assim, mecanismos que possam auxiliar na manutengdo ou

estabelecimento da homeostase sdo fundamentais para a satde periodontal.

1.2- Aimunoregulacédo na doenca periodontal

Esta bem estabelecido que a imunidade depende de dois tipos de resposta
imunoldgica: a mediada por células e a resposta humoral. O balango entre estas é
fortemente regulado por fatores associados a células apresentadoras de antigeno
e a citocinas produzidas por células T CD4* e células T CD8* citotdxicas. Células T
CD4* podem ser dividas em subpopula¢des funcionalmente distintas, com base no
seu perfil de producao de citocinas como as células T CD4* Thl, Th2, Thl7, Treg
e Th3 (MOSMMAN e COFFMAN, 1989; HARRINGTON et al., 2005; KUMAR et al.,
1996, FUKAURA et al., 1996). Células Th1l medeiam a resposta contra patégenos
intracelulares e sintetizam principalmente  IFN-gama e IL-2, possuindo uma
relagdo importante na ativagdo de macréfagos. Células Th2 medeiam a resposta
contra parasitas extracelulares e produzem principalmente IL-4, IL-5, e IL-13,
possuindo uma relagdo importante na resposta imune humoral. Em humanos,
tanto células Thl como Th2 s&o produtoras de IL-10, citocina que medeia a auto-
regulacdo da resposta nestas células. Linfocitos Th17 estéo relacionados com um
tipo de resposta imunolégica patogénica contra bactérias extracelulares e fungos,

assim como em doencgas autoimunes, sintetizando principalmente IL-17 e
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auxiliando na ativacdo de neutrdfilos. Linfécitos Treg atuam regulando a resposta

imune e sintetizam principalmente TGF- e IL-10. Linfécitos Th3 s&o células que

sintetizam TGF-B induzidas por tolerancia oral (MOSMMAN e COFFMAN, 1989;

HARRINGTON et al., 2005; KUMAR et al., 1996, FUKAURA et al., 1996). Células

T CD8* contém principalmente granulos citoplasmaticos com proteinas (granzimas

e perforinas) que lisam células tumorais e infectadas com patégenos, liberando

também, quando ativados, citocinas como IFN-y e IL-10. Além disto, células T sob

estimulo antigénico sdo capazes de liberar citocinas inflamatérias como TNF-a e

IL-6. Desta forma, um amplo perfil de citocinas estdo envolvidas com a resposta

imune do hospedeiro (Quadro 1) (Modificado de ABBAS et al., 2008).

Quadro 1: Principais citocinas, fontes e suas fungdes:

Principais
Citocina Principais Funces
Fontes
TNF-a Recrutamento de neutréfilos e monécitos, ativagdo de células
Macréfagos e linfécitos T | endoteliais para expressédo de moléculas de adesdo endoteliais,
ativados ativacdo celular autécrina, indugédo de producdo de quimiocinas,
inducéo da produgéo de IL-1B8
1L-1 B Acdes semelhantes a TNF-a, atuando como importante mediador
Macréfagos,  neutrdfilos, | do processo inflamatério, envolvido na proliferagéo, diferenciacéo e
células endoteliais e | apoptose celular. Ativa ciclooxigenase 2 ativando a cascata
algumas células epiteliais inflamatéria por prostaglandinas
IFN'Y Ativa macréfagos e células NK, aumenta a expressédo de MHC tipo |
Células NK, células NKT, | e tipo Il em células apresentadoras de antigenos, aumenta
células T CD4* Thl e | atividade lisossomal de macréfagos, aumenta a diferenciacédo de
células T CD8* células T Thl por ativacéo de fator de transcrigdo T bet em células
dendriticas,
IL-2 Atua na ativagéo e proliferacéo de linfécitos T. Aumenta a producéo
Linfécitos T CD4* de IFN-y e IL-4
IL-4 Atua na diferenciagéo e ativacéo de linfocitos T CD4* Th2, troca de

Células T CD4* Th2

isotipo para IgE em linfdcitos B. Inibe a ativagdo de macréfagos por
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IFN-y

IL-6 Induz na producdo de mediadores do processo inflamatério,
Macréfagos, células T, | produgdo de neutréfilos e atua na diferenciagédo de osteoclastos.
células  endoteliais e | Atua de forma anti-inflamatéria mediando a inibicdo de TNF-a e IL-

fibroblastos 1B, bem como ativando IL-10
1L-10 Inibe a producéo de IL-12, diminuindo a secre¢éo de IFN-y e, por
Macréfagos e células T conseguinte, a ativagdo de macréfagos. Inibe a expressdo de MHC

tipo 1l e moléculas co-estimulatérias em macréfagos

1L-17 Induz a produgdo de quimiocinas e citocinas no recrutamento de
Células T neutréfilos. Atua sinergicamente na indugdo de outras citocinas

inflamatérias, como IL-6, TNF-a e IL-1pB.

Quadro 1- Principais citocinas envolvidas na resposta imune com suas principais fontes
produtoras e principais func8es envolvidas no processo inflamatério.

Os linfocitos T desempenham papéis centrais em todas as respostas
imunoldgicas adquiridas contra antigenos proteicos. Na imunidade celular, as
células T CD4* ativam macrofagos para destruir microorganismos fagocitados.
Linfécitos T CD8* destroem as células infectadas por microorganismos
intracelulares. Estas células T respondem a antigenos peptidicos que sé&o
expostos pelas células apresentadoras de antigeno. Nas células apresentadoras
de antigeno os residuos antigénicos sdo montados em complexo principal de
histiocompatibilidade (MHC), externalizados na membrana celular e apresentados
para as células T. O MHC pode ser do tipo |, em que expdem antigenos proteicos
do citosol, e tipo Il, em que expdem antigenos proteicos extracelulares. Linfécitos
T CD4* reconhecem peptideos via MHC tipo Il e linfécitos T CD8* reconhecem
peptideos via MHC tipo | (ABBAS et al., 2008). Durante a sinapse imunoldégica, o
receptor de células T (TCR) presente em sua superficie celular reconhece os

peptideos apresentados pelo MHC. A transducao intracelular do sinal e ativagdo
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da célula T se da por uma série de moléculas de superficie associadas
pertencentes ao complexo TCR, como CD3 e cadeia {. CD4 e CD8 também fazem
parte do complexo TCR e atuam como co-receptores do MHC (CD4 para MHC de
classe Il e CD8 para MHC de classe 1) e transduzem os sinais durante a ativacéo
das células T. Para uma ativagéo efetiva das células T é necesséario um segundo
sinal desencadeado por moléculas de superficie co-estimuladoras, como o CD28.
CD28 esta presente em cerca de 90% de linfocitos T CD4* e liga-se a moléculas
co-estimulatorias de células apresentadoras de antigeno (B7-1 ou CD80 e B7-2 ou
CD86). A ligacao de CD80/CD86 a CD28 induz a expressdo de proteinas
antiapoptéticas e outras que promovem a diferenciacéo e proliferacdo das células
T. CTLA-4 é uma molécula homdéloga a CD28, expressa por células T CD4* e
CD8* recentemente ativadas, inibindo a os sinais liberados por CD28. Desta
forma, tanto a diminuicdo de CD28 quanto o aumento da expressao de CTLA-4
estdo relacionados a uma ativacao de células T (ABBAS et al., 2008).

ApoOs o acimulo bacteriano de quatro a oito dias na superficie dental, o
processo inflamatério se desenvolve levando a um quadro de gengivite precoce,
com 15% do volume do tecido conjuntivo gengival ocupado pelo infiltrado
inflamatério, sendo composto principalmente por neutréfilos, macrofagos e
linfocitos T. Na doenca periodontal estabelecida, o infiltrado inflamatorio é
composto principalmente por linfécitos B e plasmacitos (KINANE et al., 2005).

Desta forma, a patogénese da doenca periodontal envolve uma resposta

imune inata e adaptativa. Contudo, periodontite crbnica e periodontite agressiva
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demonstram um aspecto de processo inflamatorio crénico (GRAVES, 2008). Tem
sido estabelecida uma relacdo entre o desenvolvimento de doencas periodontais,
destruicdo Ossea e bactérias periodontopatogénicas (LOE, 1986), entretanto isto
ndo é suficiente para iniciar a doenca, pois a destruicdo dos tecidos periodontais é
dependente de uma desregulada e persistente resposta imune do hospedeiro
(GRAVES, 2008).

Os mecanismos moleculares envolvidos na destruicdo dos tecidos de
protecdo e sustentagdo nas doencas periodontais sdo complexos, pois envolvem
uma série de mediadores inflamatorios, proteases e peroxidases (MPO-
mieloperoxidase) e ativacdo de osteoclastos. Metaloproteinases de matriz (MMP)
sdo uma serie de proteases relacionadas com a remodelacdo dos tecidos moles
(VERSTAPPEN e VON DEN HOFF, 2006). Tem sido demonstrado que tecidos
periodontais inflamados demonstram alteracdo no padrdo entre MMPs e TIMPs
(inibidores teciduais de matriz de metalopreoteinases) (GARLET et al., 2004). Em
fibroblastos gengivais, IL-1-B e TNF-a sdo capazes aumentar a sintese de MMP-1
(colagenase) e MMP-2 (gelatinase). Osteoblastos, sob estimulo da citocina IL-6,
aumentam a sintese de MMP-2, bem como de MMP-13 sob o estimulo de IL-1B e
TNF-a (GRAVES 2008).

Aliada a destruicdo do tecido conjuntivo propriamente dito, a destruicdo do
osso alveolar é fundamental para a progressdo da doenga periodontal. A
manutencdo do osso alveolar é dependente do equilibrio entre reabsorcéo (por

osteoclasto) e aposicdo (por osteoblasto) dssea. O principal mecanismo que
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regula a atividade de osteoclasto ocorre através do receptor RANK (receptor
ativador de NF-kB), o seu ligante RANKL e a sua contraparte soluvel OPG
(osteoprotegerina). RANKL se liga ao receptor RANK, presente em pré-
osteoclastos maturando-os e ativando-os. Ao contrario, OPG atua competindo
pela ligacdo com o receptor RANK inibindo a ativagdo osteoclastica
(LEIBBRANDT e PENNINGER, 2008). Vérias células presentes no tecido
periodontal expressam RANKL sob estimulo, como osteoblastos, linfocitos T e
linfocito B (GARLET, 2010). Tem sido demonstrado que IL-1B estimula a
osteoclastogénese e a reabsorcdo 0ssea pelo aumento da expressdo de RANKL,
bem como TNF-a estimula a osteoclastogénese de forma indireta (induzindo IL-
1B8) e direta (induzindo RANKL) (WEI et al.,, 2005). Também, a citocina pro-
inflamatoéria IL-17 é descrita como indutor de RANKL em humanos (SATO et al.,
2006). Em contrapartida, em camundongos humanizados infectados com
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a introdu¢do de OPG reduziu a
osteoclastogénese bem como inibiu a perda 6ssea alveolar (TENG, 2002). Porém,
a infeccao gengival de ratos com Aggregatibacter actinomycetemcomitans induz a
producao de RANKL por células B, na auséncia de linfécitos T, contribuindo para a
perda Gssea alveolar (HAN et al., 2006). Entretanto, tanto a presenca de linfécitos
Thl quanto linfécitos Th2 estéo relacionados com perda Ossea alveolar e niveis
alterados de RANKL (TENG, 2002). De fato, elevados niveis de RANKL em
tecidos com doenca periodontal (GARLET et al., 2004) bem como o balanco de

RANKL/OPG esté relacionado com perda éssea alveolar e progressédo da doenca



25

em periodontite experimental (GARLET et al., 2006). Sendo assim, o0s
componentes moleculares da doenga periodontal dependem da acao de células e
mediadores inflamatérios que induzem a producdo alterada de proteases como
metaloproteinases que degradam a matriz extracelular e de RANKL que ativa

osteoclastos para a destruicdo do osso alveolar (Figura 1).

Figura 1: Mecanismos moleculares nas doencas periodontais:
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Figura 1- Citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-17 produzidas por

OOk

diversos tipos celulares podem induzir uma quebra no equilibrio de RANKL, ativando

osteoclastos e promovendo a reabsorgdo éssea. Citocinas como IFN-y, IL-10 e IL-4 sdo
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capazes de controlar a producgao direta ou indiretamente de RANKL, diminuindo a ativagéo
osteoclastica. Também, alteracdo no balango de citocinas inflamatérias e PGE-2 sédo
capazes de induzir a destruicdo da matriz extracelular por meio de MMPs e MPO. TIMPS e

TGF-beta podem controlar a destruicdo da matriz extracelular.

Estudos recentes tém focado no entendimento de como a quebra no
equilibrio da resposta do hospedeiro acarreta no inicio e desenvolvimento da
destruicao periodontal.

Antigenos bacterianos sdo essenciais para a inducdo da imunidade inata
pelos receptores tipo Toll (TLR). A ativacdo por TLRs leva a uma cascata
intracelular que promove a ativacdo de fatores de transcrigdo como o fator nuclear
K B (NFkB) e proteina ativadora 1 (AP-1). Estes fatores induzem a sintese de
varios mediadores do processo inflamatério como citocinas e quimiocinas
(SURESH e MOSSER, 2013). Antigenos das principais bactérias relacionadas
com periodontites, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas
gingivalis, ativam resposta imune inata via TLR-2 e TLR-4 (GARLET, 2010).
Células epiteliais gengivais expressam constitutivamente TLR-2 e baixos niveis de
TLR-4. TLR-2 parece contribuir para a um aumento na producdo de IL-8 por
células do epitélio gengival em resposta a Porphyromonas gingivalis (ASAI et al.,
2001). Também, fibroblastos gengivais expressam constitutivamente RNAm de
TRL-2 e TLR-4, bem como CD14 (um co-receptor de LPS) (WANG e DONG,
2003). Interessantemente, altos niveis de RNAm de TLR-2, TLR-4 e CD14 foram

observados em fibroblastos gengivais de pacientes com periodontite quando
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comparado com pacientes saudaveis (WANG e DONG, 2003). Resultados
similares foram observados in vitro com estimulo por LPS de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Entretanto, LPS de Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans possuem habilidade diferenciada para
induzir resposta imune inata. Células dendriticas derivadas de mondcitos humanos
estimulam a diferencia¢@o de linfécitos Thl via aumento da sintese de IL-12 na
presencga de LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Em contraste, LPS
de Porphyromonas gingivalis estimula células dendriticas na diferenciacdo de
linfécitos Th2, aumentando a sintese de IL-10 e diminuindo IL-12 (MAHANONDA e
PICHYANGKUL, 2007). Desta forma, parece que antigenos bacterianos podem
amplificar o processo inflamatério aumentando a sintese de citocinas pro-
inflamatorias via NF-kB, promovendo o delineamento da resposta imune
adaptativa.

Assim, fica claro que, além da resposta imune inata, bactérias periodontais
mobilizam uma resposta imune adaptativa. Apds o reconhecimento de antigenos
bacterianos, células apresentadoras de antigeno expressam moléculas co-
estimulatérias e padrBes especificos de citocinas na sinapse imunoldgica que
polariza e ativa linfécitos antigeno-especifico (GARLET, 2010). Tanto bactérias
periodontais como bactérias comensais sdo abeis em induzir uma resposta
polarizada para linfécitos T Thl, Th2 e Thl7 (GEMMELL et al., 2002; GARLET,

2010).
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IFN-y é a citocina de assinatura do perfil de linfocitos Th1. Estudos tém
correlacionado elevados niveis de IFN-y em tecidos periodontais com doenga
periodontal progressiva ou periodontite grave (APPAY et al., 2008) bem como em
reabsorcdo o¢ssea induzida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans em
modelos animais (BAKER et al., 1999; GARLET et al., 2008). Entretanto, lesbes
Osseas sdo protegidas por IFN-y, desde que esta citocina regula positivamente a
diferenciacdo osteoblastica via STAT1, um receptor para este tipo de IFN. Além
disto, IFN-y atua regulando negativamente RANKL por meio de uma proteina
adaptadora e, consequentemente, inibindo a osteoclastogénese (TAKAYANAGI et
al., 2005; DANKS e TAKAYANAGI, 2013). Também, segundo Gemmell et al.
(2007), a resposta imune em tecidos periodontais mediada por células T de perfil
Thl estdo associadas com lesdes estaveis ao passo que resposta mediada por
perfil Th2 estd associada com progressdo da doenca. De fato, é interessante
observar que IFN-y é essencial para ativagdo de macrdéfagos e destruicao
bacteriana por uma resposta imune efetiva. Camundongos nocaute para IFN-y e
infectados com Aggregatibacter actinomycetemcomitans sdo acometidos por
infeccdo letal (GARLET et al., 2008). Além disto, em modelo murino, Tannerella
forsythia ativa TRL-2 em células apresentadoras de antigeno polarizando uma
resposta Th2 pelo aumento de IL-5 e ndo IFN-y, o que foi correlacionado com um
aumento da perda Ossea alveolar (MYNENI et al., 2011). Entéo, IFN-y parece ter
uma relacdo controversa entre promover a estabilidade ou induzir a doenca

periodontal.
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Linfocitos T produtores de IL-17 tém sido relacionados com destruicdo
O0ssea e aumento da expressao de RANKL em camundongos e em humanos com
artrite reumatoide (SATO et al., 2006). Apesar de IL-17 ndo aumentar diretamente
de forma significante MMP, esta citocina pode amplificar o processo inflamatério
elevando os niveis de IL-6 e entdo elevar niveis de TNF-a e IL-1f3, acarretando em
aumento da producdo de MMPs e RANKL (BEKLEN et al., 2007). Recentemente,
um estudo demonstrou elevados niveis de RNAm de IL-17, uma citocina
sintetizada por linfécitos Th1l7, em tecidos gengivais com periodontite crénica de
humanos (CARDOSO et al., 2009).

Alguns estudos em humanos e em modelos animais apontaram um padréo
similar de resposta Thl e Th2 (PETIT et al.,, 2001; BERGLUNDH et al., 2002).
Entretanto, em tecidos gengivais inflamados, uma predominéancia de citocinas de
perfil Th2 pode induzir a uma resposta por células B (YAMAMOTO et al, 1997).
Além disto, células B sdo produtoras de RANKL e tecidos periodontais inflamados
em lesOes estabelecidas apresentam niveis elevado de linfécitos B, sendo a
maioria marcada para RANKL* (HAN et al., 2009; KAWAI et al., 2006). Em modelo
murino infectado com Porphyromonas gingivalis, a delecdo de células B preveniu
a perda Ossea (BAKER et al.,, 2009). Em um estudo avaliando biopsias de
pacientes com periodontite agressiva a soma total de células CD3* foi
significantemente baixa em relacdo a soma total de células mononucleares (33%
contra 61,1% em pacientes sadios). A presenca de células CD4* também foi baixa

quando comparado com pacientes sem periodontite (8,5% contra 29,2% em
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pacientes sadios) (SUAREZ et al., 2004). Gemmell et al. (2006) demonstraram,
em camundongos, que Porphyromonas gingivalis suprimiu a resposta por linfocitos
T por varios caminhos, incluindo a diminuicdo na expressdo de genes de
receptores do complexo CD3 e expressdo de CD8. Sendo assim, parece existir,
na periodontite, uma inabilidade de sustentar uma resposta imune mediada por
células Thl, podendo favorecer a progressdo da doenca (GAFFEN e
HAJISHENGALLIS, 2008). Tendo em vista que a doenga periodontal possui uma
resposta imunologica complexa, parece que uma quebra no equilibrio desta
resposta imune pode contribuir para o inicio e progressdo do dano periodontal
(GEMMELL et al., 2007). Além disto, a resposta imune do hospedeiro parece ser
dependente do perfil bacteriano (GEMMELL et al, 2007; GAFFEN e

HAJISHENGALLIS, 2008).

1.3- A glutationa e o processo inflamatorio periodontal

A glutationa (GSH) é um tripeptideo tiol encontrado livre no citosol de todas
as células animais, sendo constituida por trés aminoacidos nao essenciais: o acido
glutamico, a glicina e a cisteina (MEISTER, 1994). Encontra-se presente em
elevadas concentracges intracelulares (0,1-10mM) e é o thiol mais prevalente nas
células. GSH foi adaptada por processos evolutivos para realizar uma diversa
gama de importantes fungBes celulares. Sua principal funcdo esté relacionada
com a manutencdo de um adequado potencial de oxirredugéo celular, reduzindo

compostos reativos do oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Ela também participa
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da catalise, metabolismo e transporte intracelular, e nas de rea¢gfes que envolvem
a sintese proteica e de acidos nucleicos (DROGE et al., 1994). Além disto, GSH
tem um importante papel na modulagé@o das respostas imunoldgicas. Desta forma,
baixos niveis de GSH e estresse oxidativo tém sido relacionados a doencas
cronicas e AIDS (MEISTER, 1994; DROGE e BRETKREUTZ, 2000; RAHMAN e
MACNEE, 2000).

GSH é sintetizada no interior das células. A sua sintese ir4 variar de acordo
com a biodisponibilidade dos aminoacidos, principalmente a cisteina, uma vez que
€ 0 aminoacido mais escasso dentre os trés nos alimentos. A cisteina possui uma
molécula de enxofre que forma o grupo thiol, ao qual a diferencia bioquimicamente
e a capacita para exercer sua atividade antioxidante. GSH é sintetizada em duas
etapas consecutivas. A y-glutamilcisteina sintase (GSC) usa o glutamato e a
cisteina como substratos para formar o dipeptideo y-glutamilcisteina ao qual
combina com a glicina em uma reagdo catalisada pela glutationa sintetase (GS),
gerando GSH reduzida (GSH ou rGSH), consumindo duas moléculas de ATPs

(Figura 2) (MEISTER, 1994).



32

Figura 2: Sintese de glutationa:
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Figura 2- A sintese de glutationa ocorre em duas fases: glutamato e cisteina sdo unidos por
y-glutamilcisteina sintetase com um gasto de ATP. Posteriormente, glutationa sintetase
adiciona glicina com gasto de um ATP, originando glutationa reduzida. (Fonte:
http://www.bio.davidson.edu/genomics/2006/martens/favorite_gene.html).

GSH atua na oxirreducdo de ROS por catalise enzimatica utilizando a
glutationa peroxidase (GPx) ou quimicamente. Sendo assim, GPx, une duas
moléculas de rGSH capturando um atomo de oxigénio de ROS e liberando uma
molécula de agua, formando a glutationa oxidada (GSSG). GSSG é reciclada em

rGSH por meio da catélise realizada por glutationa redutase e de NAPH com

doacgédo de um elétron. (Figura 3) (MEISTER, 1994).
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Figura 3: Oxireducdo de ROS e reciclagem de GSH:
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Figura 3- Duas moléculas de glutationa sdo necesséarias para a redugdo de ROS. A
reciclagem de glutationa ocorre pela acdo de glutationa redutase via doagdo de um elétron
por NADPH. (Fonte: http://nwlss.com/products/pdf/gsh01gssgapp051712.htm).

As alteracdes no metabolismo da glutationa estdo relacionadas com
estresse oxidativo. Em tecidos saudaveis a maior parte da GSH estd em sua
forma reduzida. Assim, em situa¢des patoldgicas, um aumento de GSSG indica
um falta de balanco redox celular (DROGE e BRETKREUTZ, 2000).

Os niveis intracelulares GSH sé&o relacionados com a resposta imune do
hospedeiro. GSH participa ativamente no processamento de antigeno em células
apresentadoras de antigeno. A reducgdo de pontes dissulfidicas em lisossomos,
essencial para a degradacdo de antigenos externos microbianos, é orquestrada
pela capacidade de oxirreducdo de GSH, sendo um dos primeiros passos no
processamento de antigenos. Também, a deficiéncia genética de GSH
(oxoprolinuria) ou adquirida (sepse, AIDS) leva a uma maior dificuldade de
controle de infec¢des bacterianas (MORRIS et al., 2013). Aumento nos niveis de

GSH promove a uma distribuicdo de citocinas inicialmente moduladas para uma


http://nwlss.com/products/pdf/gsh01gssgapp051712.htm
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resposta imune do tipo Thl (PETERSON et al., 1998; VERHASSELT et al., 1999).
Tratamento in vitro de sangue total com N-acetil cisteina (NAC), uma substancia
capaz de elevar os niveis de GSH, seguido de infeccdo com Mycobacterium
tuberculosis, demonstrou um aumento significativo na produgdo de IFN-y, o que
levou a um melhor controle desta bactéria por macréfagos (VERHASSELT et al.,
1999). O mecanismo que GSH altera o perfil de citocinas é devido a deplecéo de
ROS, o que leva a manter NF-kB sequestrado por IkB, ndo estando disponivel
para translocacdo nuclear e ativacdo de genes de citocinas. Também, NAC é
capaz de inibir NF-kB em células apresentadoras de antigeno desafiadas ou néo
por LPS (MORRIS et al., 2013).

Uma diminuicdo da ativacdo de neutréfilos humanos pdde ser observada
utilizando-se uma enzima inibitéria da sintese de glutationa (BSO-butionina
sulfoximina), induzindo a uma deplecdo acelerada de GSH (BILZER e
LAUTERBURG, 1991). Da mesma forma, para demonstrar a relacdo de GSH na
ativacdo de linfocitos, Hamilos e Wedner (1985) suprimiram GSH intracelular
utilizando BSO. Linfécitos com deplecdo de GSH demonstraram ativagdo parcial.
A transformacgdo blastica total nestes linfécitos s6 foi evidenciada apds o
restabelecimento dos niveis de GSH. Entretanto, tanto a presenca de niveis ndo
detectaveis quanto de niveis elevados de GSH intracelular pode interferir na
proliferagdo de linfocitos T CD4+ e CD8* de pacientes suplementados ou ndo com

NAC (KINSCHERF et al., 1994).
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N-acetil-cisteina (NAC) € uma variante acetilada de cisteina e é convertida

em metabdlitos capazes de estimular a sintese de GSH. A resposta proliferativa e

atividade de linfocitos, bem como a ativacdo de macréfagos, sédo fortemente

influenciadas por pequenas variagdes de concentracdes de cisteina extracelular e

também por concentragdes aproximadamente fisioldgicas e elevadas (DROGE et

al., 1991; ROCHA-VIEIRA et al.,, 2003; KATO et al.,, 2008). Sendo assim,

estratégias terapéuticas visando o aumento dos niveis intracelulares de GSH

utilizando-se NAC na prevengdo e tratamento de doencgas tém sido propostas

(Quadro 2).

Quadro 2: Efeitos de NAC em diversas doencas e/ou modelos de estudo:

Modelo/Doenca

Hospedeiro

Achados

Referencias

Doenca pulmonar
obstrutiva crénica

Humano

NAC diminui a destruicdo
pulmonar

Stiks et al., 1992

Expresséo de TNF-a

Camundongo

NAC protegeu contra
toxicidade de LPS e inibe o
aumento dos niveis de
TNF-a em camundongos
infectados com LPS

Peristeris et
1992

al.,

Fagocitose bacteriana

Humano

NAC melhorou a atividade
bactericida de macréfagos
e neutréfilos alveolares.
Além disto, NAC protegeu a
morte destas células.

Oddera et al., 1994

HIV

Humano

Suplementacdo oral com
NAC restaurou os niveis de
GSH e melhorou a
sobrevida.

Herzenberg et al.,
1997

Influenza

Humano

NAC oral diminui os
sintomas clinicos na
infeccdo por influenza e
melhorou a imunidade
mediada por células
durante as epidemias por
influenza.

De Flora et
1997

al.,

Ativacdo de linfécitos

Camundongo

NAC restaurou os niveis de

Peterson et al.,
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GSH e a resposta por
citocinas do perfil Thl ap6s
deplecédo de GSH.

1998

Doenca de Chagas

Camundongo

NAC mostrou um efeito
protetivo contraos efeitos
de Thypanosoma cruzi
restaurando parcialmente o
padrdo CD4/CD8.

Guevara et
2000

al.,

HIV

Humano

Suplementagdo com NAC
oral aumentou a atividade
de células NK.

Breitkreutz et al.,
2000

Infecgdo por

Leishmania major

Camundongo

NAC levou a uma
diminuicdo na lesdo em
animais

Rocha-Vieira et al.,
2003

Fibrose
idiopética

pulmonar

Humano

NAC diminuiu a
deterioragdo da funcéo
pulmonar apés um ano de
tratamento.

Demedts et al.,

2005

Adesao de leucocitos

Humano

NAC atenua o aumento da
expressdo  de CD11b
estimulado por LPS ou IL-8.

Nandate et
2005

al.,

Pancreatite aguda

Ratos

NAC reduziu a injlria
pancredtica e aumentou a
producdo de IL-10 em
células acinares.

Ramudo et
2005

al.,

Resposta imune

Fibroblastos
gengivais
humanos

NAC suprimiu citocinas IL1-
B, IL-6, IL-8 and TNF-a
induzidas por LPS

Kim et al., 2007

Injuria por reperfusdo
isquémica

Porcos

NAC reduziu a reagéo
inflamatoéria durante a fase
isquémica.

Goudens et
2008

al.,

Parto prematuro

Ratos

Pretreatmento com NAC
diminuiu 0s efeitos
inflamatérios de TNF-q, IL-
1B, IL-6, IFN-y,
prostaglandina-2 e
cyclooxygenase-2 induzida
por LPS em placenta.

Paintlia et
2008

al.,

Perda éssea alveolar

Ratos

NAC sistémico diminuiu a
perda  6ssea  alveolar
induzida por ligadura em
ratos diabéticos

Toker et al., 2009

Fibrose cistica

Humano

NAC aumentou GSH
cellular em expectoracédo
induzida.

Dauletbaev et al.,
2009

Diabetes mellitus tipo
Il

Humano

Oral NAC
decreased

therapy
c-reactive

Jeremias et
2009

al.,
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protein levels

Heterogeneous bone | Ratos NAC melhorou a| Yamada et al,
graft regeneracdo 6ssea usando | 2010

biomateriais inorganicos.
Cicatrizacdo de tecido | Ratos NAC recuperou fibroblasto | Yamada et al.,
duro gingival e preveniu a | 2011

supressdao de atividade

fosfatase alcalina em

cultura bacteriana.
Estresse oxidative em | Ratos NAC restaurou a expresséao | Ueno et al., 2011
osteoclastos génica de colageno tipo I,

osteopontina e

osteocalcina.
Injuria cerebral Ratos NAC previniu a | Thakurta et al,

translocacdo nuclear de | 2012

NF-kB e injaria inflamatéria

por IL-1B, IL-6 e TNF-a
Injuria inflamatéria | Ratos NAC materno atenua IL-6 e | Beloosisky et al.,
fetal TNF-a induzido por LPS em | 2012

liquido aminiético e limitou

a infiltracéo de leucdcitos e

expressdao de quimiocinas

induzida por LPS na

placenta.
Regeneracgédo 6ssea Ratos NAC acelerou a|Yamada et al,

regeneracdo 6ssea. 2013
Tumorogénese Camundongo | NAC diminuiu a prolifera¢do | Pal et al., 2013

provavelmente pela inibicdo

da sinalizagao de MAPKs e

NF-kB.
Regeneracao da | Ensaio NAC inibiu hialuronidase Sunitha et al., 2013
matriz extracelular enzimatico
Dano oxidative em | Humano NAC reduziu o dano | Marthandan et al.,
DNA oxidative de DNA em| 2013

células T CD4.

Quadro 2- Revis8o do uso de NAC em vérias doengcas e modelos experimentais com

significancia clinica e/ou laboratorial.

Peterson et al. (1998), avaliando os efeitos da deplecdo de GSH em

camundongos, demonstraram que esta deplec¢éo inibiu a produgéo de citocinas

associadas a Thl, favorecendo a resposta com citocinas associadas a Th2.
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Contudo, apds restaurar os niveis de GSH com NAC houve um retorno ao padréo
de resposta Th1 naquele modelo de estudo.

Segundo Kato et al. (2008), repetidas infeccdbes com Porphyromonas
gingivalis em cavidade peritoneal de camundongos ndo aumentam os niveis de
GSH e mantém um estado Th2 dominante, atrasando desta forma a eliminagéo de
Porphyromonas gingivalis. Além disso, 0 aumento dos niveis de GSH demonstrou
um aumento na eliminagdo bacteriana, possivelmente pelo aumento dos niveis de
IFN-gama que por si ativam macrofagos.

O papel de NAC na modulagéo da resposta imune em doencgas parasitarias
tem sido estudado por nosso grupo. Avaliando a histopatologia de lesGes em
camundongos susceptiveis a leishmaniose ingerindo doses diarias de NAC antes
de serem infectados, Rocha-Vieira et al. (2003) observaram que por 11 semanas
houve uma alta frequéncia de células produzindo IFN-gama e TNF-a em
camundongos tratados com NAC, induzindo a uma melhor resposta imune pela
ativacdo mais eficiente de macrofagos, sem haver, contudo, uma mudanga de
perfil de resposta imune de Th2 para Thl. Esses animais tiveram um retardo no
desenvolvimento de leséo, sugerindo um papel parcialmente protetor para NAC
naquele modelo.

Em modelos associados a doenga periodontal, o papel de NAC também
tem sido estudado. Kim do et al. (2007) avaliaram a expressao de IL-13, IL-6, IL-8,
TNF-a e MMP-2 induzidos por LPS de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e

Porphyromonas gingivalis na auséncia ou na presenca de NAC em cultura de
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fibroblastos gengivais (FG). Os resultados demonstraram que FG tiveram niveis
significantemente aumentados de ROS na presenca de LPS de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis. NAC suprimiu ROS
espontaneo e mediado por LPS e diminuiu a expressdo de RNAm para as
citocinas pro-inflamatdrias. Além disso, NAC diminuiu significantemente a sintese
e ativacdo de MMP-2 na presenca e na auséncia de LPS, sendo dependente da
concentracdo. Em outro estudo, NAC possui capacidade de diminuir a perda
Ossea alveolar em ratos diabéticos com perda dssea alveolar experimental
induzida por ligadura quando administrado de forma sistémica (TOKER et al.,
2009).

Portanto, considerando-se o papel do NAC na modulacdo da resposta
imune, nossa hipétese de trabalho é que a modulacédo dos niveis de GSH
podera promover uma resposta imune protetora na doenca periodontal.
Desta forma, procuramos testar no modelo experimental, se aplicacdo sistémica
de modulador de GSH NAC induz uma protegdo ao desafio com bactérias
periodontopatogénicas. Foram avaliados também os efeitos de NAC como
modulador de GSH em sangue total de humanos infectados com uma ou mais
bactérias periodontopatogénicas, bem como com LPS de Porphyromonas
gingivalis. Com estes estudos buscamos verificar se 0 uso de moduladores de
GSH pode ser futuramente empregado como método profilatico ou como
adjuvante no tratamento da doenca periodontal. Acreditamos que o estudo das

alteracdes na resposta imunoldgica periodontal frente ao desafio bacteriano do
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biofilme dental constitui-se numa abordagem fundamental na busca por
estratégias terap@uticas no combate & doenca periodontal. E possivel que um
equilibrio dos niveis de glutationa por meio da aplicacdo local de NAC possa
auxiliar no retorno da homeostase tecidual e atuar na prevencdo das doengas

periodontais.
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2- JUSTIFICATIVA:

Periodontite crénica e agressiva sdo doencas inflamatérias que afetam as
populagcdes humanas, sendo hoje a maior causa de perda dental nos paises
desenvolvidos. O estabelecimento da doenga baseia-se em mecanismos
dependentes da interacdo de patdgenos periodontais e a resposta imunolégica do
hospedeiro, onde um desequilibrio da resposta imune e uma falha ao retorno da
homeostase promovem uma destruicdo dos tecidos periodontais (GJERMO et al.,
2002; VAN DYKE, 2008).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo thiol presente em todas as células
animais, possuindo papel fundamental na resposta imunologica (DROGE et al.,
1994). Estratégias terapéuticas visando o aumento dos niveis intracelulares de
GSH na prevengéo e tratamento de doencas tém sido propostas (KINSCHERF et
al., 1994; ROCHA-VIEIRA et al., 2003; VENKETARAMAN et al., 2003). NAC é
uma variante acetilada de cisteina é capaz de estimular a sintese de GSH.
Suplementagdo com NAC aumenta significantemente a proliferacdo de CD4*
(KINSCHERF et al., 1994), bem como a frequéncia de células produzindo IFN-
gama, induzindo a uma melhor resposta imune pela ativagdo mais eficiente de
macréfagos (ROCHA-VIEIRA et al., 2003). Além disto, NAC é capaz de inibir a
translocagdo de NF-kB, ativando a sintese de citocinas pré-inflamatérias (MORRIS
etal., 2013).

Tem-se especulado que repetidas infeccbes com P. gingivalis nédo

aumentam os niveis de GSH em modelo de estudo, mantendo um estado Th2
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dominante, atrasando desta forma a eliminagcdo de Porphyromonas gingivalis
(KATO et al., 2008). Além disso, o aumento dos niveis de GSH demonstrou
aumento na eliminagdo bacteriana, possivelmente pelo aumento dos niveis de
IFN-gama que, por si, ativam macrofagos (KATO et al.,2008). Interessantemente,
NAC, enquanto induz uma ativacado celular em mondcitos, induz também a
expressao de moléculas como o CTLA-4 por linfocitos, auxiliando no controle de
sua atividade e, possivelmente, evitando a propagacdo de uma resposta imune
celular exacerbada (VIANNA, 2005). Um dado interessante foi que, no modelo
experimental de perda Ossea por ligadura, o tratamento com NAC sistémico,
diminuiu a perda éssea alveolar em ratos (TOKER et al., 2009). Assim, estratégias
que permitam a modulacdo da resposta imune no sentido de possibilitar a ativagéo
de macréfagos e controle das bactérias, pode ser um mecanismo importante de
controle da doenca.

Poucos estudos avaliam o papel da GSH na resposta imune periodontal e o
papel de NAC na inducéo de GSH em tecidos periodontais. Além disso, tem sido
demonstrado que patdgenos periodontais humanos diminuem os niveis de GSH,
podendo conduzir a uma pior resposta imunoldgica. Considerando-se a
importancia da doenga periodontal, o fato de que, mesmo tratada, pode apresentar
inlUmeros surtos reativos levando ao acumulo de perda éssea e, eventualmente,
perda dental, é fundamental buscar novos métodos profilaticos ou terapéuticos

para a doenga. Assim, este projeto marca o inicio dos estudos sobre o uso de
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NAC local como um modulador da resposta imune, avaliando seu potencial

terapéutico e profilatico na doenga periodontal.
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3- OBJETIVOS:

3.1- Objetivo geral:
Avaliar os efeitos de N-acetil cisteina na modulagdo de caracteristicas

imunoldgicas e clinicas na doenca periodontal.

3.2- Objetivos especificos:
Os objetivos especificos foram subdivididos em dois grupos: estudos
envolvendo modelo experimental de doenca periodontal e estudos envolvendo

material proveniente de doadores saudaveis periodontalmente.

3.21 - Na infeccdo periodontal causada por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, avaliar:

a- os efeitos da utilizagé@o sistémica de NAC na evolucéo clinica, traduzida
por perda 0ssea;

b- os efeitos da utilizagdo sisttmica de NAC na atividade de
mieloperoxidase local;

c- os efeitos da utilizagao sistémica de NAC na morte celular, modulacao da
expressdo de citocinas pré-inflamatérias (IFN-gama, TNF-a, IL-17 e IL-6) e
citocina modulatéria IL-10 em populagdes de linfocitos e células apresentadoras
de antigeno de linfonodos cervicais;

d- os efeitos de NAC sistémico nos niveis de GSH no sangue periférico;
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3.2.2 - Em doadores saudaveis periodontalmente:

e - avaliar os efeitos diretos de NAC na proliferacdo, estabilidade ou morte
nas colénias de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola;

f - avaliar os efeitos de NAC in vitro na ativacéo e atividade funcional de
linfécitos T CD4* e CD8* pela expressdo de moléculas marcadoras de ativacédo
(HLA-DR, CD28, CTLA-4) e de mondcitos pela expressdo de moléculas
marcadores de ativagdo (CD14, CD16, CD80, CD86), bem como a modulagdo de
citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, il-6, IL-1B, IL-17 e IFN-gama) e citocina
modulatéria IL-10 perante estimulo com Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola.

g- Avaliar os efeitos de NAC in vitro na ativagdo e atividade funcional de
linfécitos T CD4* e CD8* pela expressdo de moléculas marcadoras de ativacéo
(HLA-DR, CD28, CTLA-4) e de mondcitos pela expressdao de moléculas
marcadores de ativacdo (CD14, CD16, CD80, CD86), bem como a modulagéo de
citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, il-6, IL-1B, IL-17 e IFN-gama) e citocina

modulatéria IL-10 perante estimulo com LPS de Porohyromonas gingivalis.
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4- MATERIAL e METODOS:

Os experimentos foram conduzidos em dois momentos diferentes. Para
facilitar a compreenséo, a metodologia sera exposta em dois topicos, a saber: 1-
Modelo de estudo em camundongos (Quadro 3a); 2- Estudo in vitro envolvendo
sangue de pacientes saudaveis tratados ou ndo com NAC e infectados ou néo
com bactérias periodontopatogénicas viaveis (Quadro 3b). 3-Estudo in vitro
envolvendo sangue de pacientes saudaveis tratados ou ndo com NAC e

infectados ou ndo com LPS de Porphyromonas gingivalis (Quadro 3c).



Quadro 3: Desenho experimental:

a

MODELO EXPERIMENTAL

47

NAC SISTEMICO

Tipo de infec¢do Néo infectado Infectado
Grupos Controle NAC Infectado apenas Infectado e NAC
Tratamento Agua NAC em agua Agua NAC em agua
Para todos os grupos

Amostras Linfonodo Sangue periférico Maxila

Tempo de sacrificio 48 horas 48 horas 45 dias
Citometria de fluxo
CD4, CD8, TNF, IFN, IL-
Analises 17, IL-10, IL-6 GSH MPO e perda dssea

Quadro 3a: Desenho experimental de experimento em modelo de estudo para tratamento

sisttmico com NAC ou

carboximetilcelulose

tratamentos

locais com NAC e escova ou

NAC em
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’ SANGUE TOTAL

Condicoes

Meio (Controle negativo)

NAC apenas
Infectado Aa
Infectado Pg
Infectado Pg+Td
Infectado Pg+Td+Aa l
Infectado Aa + NAC
Infectado Pg + NAC
Infectado Pg+Td + NAC
Infectado Pg+Td+Aa + NAC

Tratamento por duas horas
antes da infecgdo com NAC
ou PBS nas condigdes
respectivas

Infeccdo
seguindo de 18 horas de

e N T

periodontalmente

Andlise em Andlise em Andlise em Andlise em
citometria de citometria de citometria de citometria de
fluxo fluxo fluxo CD14 CD16 fluxo CD14
CD4CD8 IL-17 CDACD8 CD28 CD80CD86 1L.-10 CD16TLR4A TLR2
IL-10 HLA-DR CTLA-4 IFN TNF HLA-DR IL-1b IL-

tratados ou

periodontopatogénicas Aggregatibacter

com NAC
actinomycetemcomitans

gingivalis (Pg) e Treponema denticola (Td).

infectados

(Aa),

Quadro 3b: Desenho experimental de in vitro de sangue total de pacientes saudaveis
com bacterias

Porphyromonas
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C
SANGUE TOTAL
CondigGes
Meio (Control ti Tratamento por duas horas
eio (Controle negativo) _ > antes da infeccdo com NAC
NAC apenas ou PBS nas condigbes
LPS Pg respectivas
LPS Pg + NAC l
Infeccdo

seguindo de 18 horasde

4//47:\»

Analise em Andlise em Andlise em Andlise em
citometria de citometria de citometria de citometria de
fluxo fluxo fluxo CD14 CD16 fluxo CD14
CD4CDS8 IL-17 CD4 CD8 IFN CD80 CD86 TLR4 CD16 TLR2 TNF
HLA-DRCD28 TNF Granzima HLA-DR IL-6 1L-6

Quadro 3c: Desenho experimental de in vitro de sangue total de pacientes saudéaveis
periodontalmente tratados ou ndo com NAC e infectados com LPS de Porphyromonas

gingivalis (Pg).

4.1- Avaliacdo do uso de NAC em modelo experimental de periodontite:

4.1.1 Animais:

Para avaliar se NAC pode alterar a evolucao clinica da doenca periodontal,
um modelo de periodontite experimental foi utilizado em camundongos. Este
trabalho foi aprovado pelo CETEA-UFMG através do protocolo 135/11. Todos os
animais foram adquiridos do biotério central do Instituto de Ciéncias Biolégicas-
UFMG. Este modelo de doenca periodontal em camundongos ja vem sendo

utilizado como forma de induzir uma perda Ossea alveolar e avaliar a resposta



50

imune diante de bactérias periodontopatogénicas (MADEIRA et al., 2012;
QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012).

4.1.2 Indugéo da doenca periodontal experimental:

Para o tratamento sistémico com NAC 40 camundongos machos C57BI/6,
selvagens, entre 5 e 6 semanas de vida divididos entre quatro grupos com 10
animais divididos aleatoriamente em cada grupo: 1- grupo controle (tratados com
agua e nao infectados); 2- grupo NAC (tratados com NAC em agua e néo
infectados); grupo infectado (tratado com agua e infectado com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) e grupo infectado e tratado (tratado com NAC em 4gua e
infectado com Aggregatibacter actinomycetemcomitans). Os animais foram
pesados e mantidos em quarentena apds tratamento com Ivermectina 1g
(200ug/kg de peso) em gaiolas de acordo com o grupo de estudo e alimentados
com racgdo e agua ad libitum até o inicio do experimento. A inducao de doenca
periodontal experimental foi realizada baseada em estudos prévios (MADEIRA et
al., 2012; QUEIROZ-JUNIOR et al.,, 2012). Os animais foram infectados com
extrato de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (cepa Y4, proveniente da
colecdo do Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios, UFMG), na
concentragdo de 1X10° CFU por 100ul de PBS. A cultura de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans foi feita em placas com meio agar (TSA- trypticase soy
agar — agar triptona de soja) suplementado (extrato de levedura) e incubadas em
jarros de anaerobiose. Apds crescimento por dois dias das coldénias em placa,

estas foram transferidas para caldo (TSB - trypticase soy broth — caldo de triptona
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soja) para crescimento exponencial por 24 horas. Apos este periodo este caldo foi
centrifugado e o “pellet” recolhido e ressuspendido em PBS 1X na concentragéo
de 1X10° CFU/100ul de acordo com escala 4 de Mc Farland. O protocolo de
inducéo da doenca envolveu a dispensa por pipeta de 100ul desta concentracéo
bacteriana acrescida de carboximetilcelulose a 2%. Uma inoculagdo complementar
foi realizada inoculando 10ul desta concentragdo bacteriana diretamente na
mucosa gengival no centro do palato, entre os primeiros e segundos molares, por
meio de seringas Hamilton de 100ul. Esta inducdo foi repetida mais duas vezes
em dias alternados, totalizando 3 infeccdes. Apds cada infeccdo os animais
permaneceram sem agua (por uma hora) e sem racao (por duas horas).

4.1.3- Tratamento com NAC:

O tratamento com NAC sistémico foi realizado em garrafas de agua. A dose
de 400mg/Kg de NAC para cada animal foi calculada de acordo com o consumo
médio de 4gua que camundongos nesta idade consomem (cerca de 6ml) ou seja
10mM de NAC por animal. Esta dose foi baseada em estudo prévio de nosso
grupo (ROCHA-VIEIRA et al., 2003) e de acordo com a literatura (GURBUZ et al.,
2009; WUYTS et al.,, 2003; SPAGNUOLO et al., 2006; NAVATH et al., 2010;
D'ALONZO et al., 2012). O volume médio de agua consumido por cada animal foi
anotado diariamente. Para se evitar oxidacdo, NAC foi preparado diariamente e as
garrafas trocadas diariamente. NAC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi

diluido em agua filtrada e o pH acertado. Garrafas com agua apenas foram



52

destinadas para os animais que ndo receberam tratamento, sendo trocado e
medido o consumo médio diariamente como o anterior.

Como o objetivo foi avaliar o efeito preventivo e modulatério de NAC, o
tratamento sistémico foi iniciado dois dias antes da primeira infeccéo e progrediu
durante todo o curso do experimento.

4.1.4- Eutanésia:

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical sob analgesia e
anestesia com quetamina/xilazina. Cinco animais de cada grupo do experimento
com NAC sistémico foram sacrificados 48 horas apdés a Ultima inducdo de
infeccdo. Demais animais do experimento de NAC sistémico foram sacrificados 45
dias apds a ultima indugédo de infeccéo.

4.1.5- Processamento do sangue periférico para analise de GSH

Antes da eutanasia de 48 horas, sangue periférico foi coletado dos animais
do tratamento sisttmico com NAC. Este foi coletado em tubo de heparina e
imediatamente transferido para eppendorf com acido metafosforico a 5% néo
proporcdo de 2:1 (acido/sangue). Entdo as amostras foram agitadas em vortex e
incubadas por 5 minutos protegida da luz. Apos este periodo foram centrifugas em
10000g por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e estocado em -20°C até a
andlise para GSH por espectrofotometria. As amostras foram processadas para
andlise de GSH em kit de andlise de GSH de acordo com instrugdes do fabricante
(NWK-GSHO01 Kit, Northwest Life Science Specialties, Vancouver, WA, EUA).

Posteriormente, as amostras foram analisadas por colorometria em
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espectrofotbmetro com absorbancia em 412nm. Para quantificar GHS reduzida,
nos subtraimos GSH total por GSSG.

4.1.6- Processamento de linfonodo cervical para citometria de fluxo de
citocinas IL-10, IL-6, TNF-q, IL-17 e IFN-y:

Para avaliar citocinas em linfonodos cervicais, cinco animais por grupo
foram eutanasiados 48 horas apdés a Uultima infeccdo com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Os linfonodos foram colocados em RPMI gelado,
pesados e macerados para extracao das células. Posteriormente as células foram
centrifugadas em 500g por 8 minutos a 4°C e ressuspendidas em 1ml de RPMI
gelado. As células foram contatas e semeadas em placa de 96 wells na
concentragdo de 2 X 10° células por well. Entdo, as amostras foram processadas
para marcagdo de moléculas de superficie e citocinas para citometria de fluxo
como descrito anteriormente (DUTRA et al., 2000). Anticorpos anti-mouse FITC
conjugados anti-CD4 e anti-CD8 (FITC, Caltag Medsystems Ltd, Buckingham, UK)
e PE conjugado anti- IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17 e IL-6 (PE, eBiosciense, San
Diego, CA, EUA) foram utilizados. Inicialmente, o protocolo envolveu a marcagéo
de moléculas de superficie. Para isto foi adicionado a cada pog¢o o mix de
anticorpo correspondente a cada marcacdo em 40ul de solucdo diluidora de
anticorpos (50% de wash B [PBS 1X, 0,5% de BSA e 2mM de azida] + 50% de
PBS 1X). Apos esta adicao, a placa foi incubada por 15 minutos a 4°C, protegido
da luz. Entao, foram adicionados 120ul de PBS gelado, a placa foi centrifugada a

4°C, por 10 minutos em 1200 RPM, desprezado o sobrenadante e a placa



54

cuidadosamente agitada em vortex. Foram adicionados, a cada pogo, 100ul de
PBS gelado e 100pl de formaldeido a 4% e a placa incubada por 20 minutos a
temperatura ambiente. Apos este periodo a placa foi centrifugada a 4°C, por 10
minutos em 1200 RPM, desprezado o sobrenadante e a placa agitada em vortex.
Foi adicionado 150ul de wash B, novamente centrifugado, desprezado o
sobrenadante e a placa cuidadosamente agitada em vortex; adicionaram-se 150l
de permeabilization buffer (Wash B + 0,5% de saponina), a placa foi levemente
agitada e incubada por 10 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz.
Iniciou-se entdo a marcacédo de citocinas intracitoplasméticas. Desta forma, foram
adicionados, em cada poco, 40ul de permeabilization buffer acrescido dos
anticorpos, além da adigdo novamente de IgG no poco de controle de isotipo. A
placa foi incubada por 45 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz.
Apos este periodo foi acrescido 150pl de permeabilization buffer, sendo entéo
centrifugada, desprezado o sobrenadante e a placa cuidadosamente agitada em
vortex. A placa ainda passou por mais um banho com permeabilization buffer e
outro com wash B, para entdo ser acrescido 100l de PBS junto com 100pul de
formaldeido a 4% e o conteddo transferido para tubos de leitura em FACS.

Para verificar a morte celular, pocos de cada grupo foram marcados com
2ul de anexina em 40ul de binding buffer. A placa foi entdo incubada por 15
minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida foram

adicionados 2ul de iodeto de propideo a cada po¢o e a suspencdo de células
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transferida para tubos de leitura de FACS contendo 150ul de binding buffer.
Imediatamente apds esta marcacéo os tubos foram lidos em FACScan.

Os tubos foram entdo encaminhados para a leitura em Facs Canto Il (BD
Biosciences, San Jose, California, USA), em dois canais de leitura (FL1 e FL2)
correspondentes respectivamente aos fluorocromos FITC e PE. De acordo com o
feixe de laser que atravessa o tubo de passagem da solugdo contendo as células
em suspensdo € possivel separar as diferentes populacdes de células marcadas
com os anticorpos. Foram coletados 50.000 eventos dentro do gate de linfocitos
por amostra. Apos a leitura em os dados foram analisados em software Flow Jo
7.6.4 (TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA).

4.1.7- Processamento e andlise de maxila para MPO e perda Ossea
alveolar:

Cinco animais de cada grupo foram sacrificados 45 dias apos a ultima
infeccdo. A maxila foi dissecada e removida inteiramente. Posteriormente foi
selecionada apenas a regido médio distal desta, envolvendo os molares. A seguir,
as maxilas foram divididas em duas sec¢des (hemimaxilas), direita e esquerda, ao
longo da sutura media palatina. Uma das hemimaxilas foi dissecada, removendo-
se 0 maximo de tecido mole e processada para andalise de perda 6ssea clinica.
Para isto, estas hemimaxilas foram acondicionadas em placas de 24 pogos
contendo Hz202 a 10% por 24 horas para facilitar a remocao de tecido mole. Logo
apos, estas foram limpas e lavadas em agua destilada e novamente incubadas em

H202, para entdo serem limpas novamente e secas a temperatura ambiente. O
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tecido mole gengival desta maxila foi processado em OCT para futuras analises
em microscopia de fluorescéncia. As maxilas secas foram coradas com azul de
metileno a 3%, secas e fotografadas com o auxilio de lupa de dissecagdo, com
aumento de 20X. A perda 6ssea foi medida calculando-se a area correspondente
a distancia da linha amelo-cementéria até a crista 6ssea, na regido palatina dos
primeiros molares, utilizando o software Image J (NIH, National Institute of Health,
Bethesda, MD, EUA) pela média de trés medidas. Estas amostras foram
analisadas de forma cega, sem o conhecimento prévio de qual amostra pertencia
a determinado grupo.

A outra hemimaxila foi processada para andlise de atividade de MPO. Para
isto, cada maxila foi estocada em eppendorf em freezer -20°C até o momento da
andlise. As maxilas foram pesadas previamente para determinagdo das solugdes.
Posteriormente foram homogeneizadas (Ultramax — homogeneizador de tecidos)
em Buffer 1 (NaCl 0,1M, Na3PO4 0,02M, Na2 EDTA 0,015M - pH 4,7) gelado
(1,9ml/10mg). Posteriormente, o tecido macerado foi centrifugado a 4°C, por 10
minutos a 10000 RPM. Novamente foi adicionado buffer 1 e homogeneizado.
Entdo, foi centrifugado a 4°C, por 10 minutos a 10000 RPM e desprezado o
sobrenadante. Posteriormente foi adicionado NaCl 0,2% gelado ao precipitado e
aguardado 30 segundos e logo em seguida adicionado NaCl 1,6% com glicose 5%
gelada. Novamente foi homogeneizado e centrifugado. O sobrenadante foi
desprezado e entdo foi adicionado o Buffer 2 (Na3P0O4 0,05M, HLTAB 0,5% - pH

5,4) a temperatura ambiente. Neste momento, as amostras foram
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homogeneizadas, congeladas (nitrogénio liquido) e descongeladas por trés vezes.
Novamente foi centrifugado e o sobrenadante foi coletado para o ensaio
enzimatico. As amostras foram dispensadas em placa de 96 pogos (25ul) em
duplicata. Foram entdo adicionados 25ul de substrato TMB e a mostra foi
incubada a 37°C por 5 minutos. Entéo, foi adicionado 100ul de H202 (0,002%) e
incubado por 5 minutos a 37°C. Finalmente foi adicionado 100ul de H2SO4 para

paralisar a reacéo e entéo lido em espectrofotdmetro em OD 450nm.

4.2- Estudo in vitro envolvendo sangue de pacientes saudaveis tratados ou
ndo com NAC e infectados ou ndo com bactérias periodontopatogénicas
viaveis

4.2.1- Pacientes:

Foram selecionados quatro individuos saudaveis periodontalmente para a
analise dos efeitos in vitro de NAC em sangue periférico infectados com as
bactérias periodontais Aa, P. gingivalis, T. denticola separadas ou em conjunto. O
diagndstico das condicdes de saude periodontal foi feito considerando a histéria
médica e dental de cada individuo, achados radiogréaficos e observacao dos sinais
e parametros clinicos como profundidade de sondagem (PS), perda de inser¢éo
clinica (PIC), mobilidade dental, sangramento a sondagem e presenca de biofilme
e calculo dental, de acordo com Armitage (1999). Medidas de PS e PIC foram
realizadas em seis pontos com sonda periodontal ao redor dos dentes. Os

individuos ndo eram fumantes ou possuiam doencas sistémicas ndo controladas,



58

ndo eram gravidas e mulheres amamentando, ndo estavam em uso de
antibiéticos, anti-inflamatérios, anticoagulantes nos ultimos trés meses, e nao
necessitam de cobertura antibiética profilatica ou sdo portadores de doencas
autoimunes.

4.2.2- Cultura de bactérias periodontopatogénicas:

Trés bactérias de grande importancia na inducdo da doenga periodontal
(Aa, P. gingivalis, T. denticola) foram obtidas da colecdo de microorganismos do
departamento de microbiologia do SRI International (CA-EUA) pela pesquisadora
e colaboradora Kristien Mortelmans. Estas bactérias foram crescidas em placas de
BHI (Brain heart infusion - Sigma-Aldrich) em ambiente anaerdbico por dois dias.
ApOs este periodo as colbnias foram transferidas para tubos de ensaio contendo
caldo de BHI para crescimento exponencial por um dia na concentragdo de 1 X
10° bactérias por ml de acordo com a escala 4 de McFarland. Para se testar os
efeitos de NAC na proliferacéo, estabilidade ou morte de colénias de bactérias
periodontopatogénicas foi realizado experimento, em duplicata, de MIC (minima
concentragdo inibitéria) utilizando-se tanto NAC quanto metronidazol (um
conhecido antimicrobiano inibidor destas bactérias) como controle. Desta forma,
em anaerobiose, foram adicionados 97,5ul da suspensédo de bactérias (1 X 10°9)
em cada poco e diversas diluicdes de NAC e metronidazol, sendo para NAC:
40mM, 20mM, 10mM, 5mM, 2,5mM, 1,25mM, 0,75mM, 0,32mM e para

metronizadol: 3,2pg até 0,025ug em diluicbes de 1:2. A placa foi mantida em
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cultura de anaerobiose por dois dias e posteriormente as amostras foram
analisadas em espectrofotbmetro em OD de 600nm.

4.2.3- Obtencéao de células de sangue total:

Para a andlise de sangue total (ST) foram coletados de cada individuo 24ml
de sangue venoso em tubos heparinizados. Essas amostras foram aliquotadas em
tubos tipo “Falcon” de 15 ml de acordo com cada condigdo. Entdo, NAC na
concentracdo de 10mM em volume final, foi adicionado nos tubos tratados
enquanto nos tubos controles e infectados apenas foi adicionado PBS.

4.2.4- Infecgéo de sangue total com bactérias periodontopatogénicas:

Para infeccdo de sangue total foram utilizadas bactérias
periodontopatogénicas viaveis Aa, P gingivalis e T denticola, individualmente ou
em conjunto. O protocolo de infec¢do ficou definido com a proporgdo de 1:50
(célula/bactérias) testado por nos e similar a prévio estudo (BODET e GRENIER,
2010). Sendo assim, em 2 X 108 cels/ ml de sangue total foi utilizado 1 X 10°
bact./ml. Apds dois dias de crescimento em placa BHI e constatando que néo
havia contaminagé&o, foram transferidas coldnias para tubo contendo caldo de BHI
na concentragdo de 1 X 10° bact/ml de acordo com a escala de MacFarland. Estes
foram centrifugados a 22°C, 7500 RPM por 5 minutos. Novamente em camara de
anaerobiose, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas por
duas vezes em PBS 1 X estéril para remocéo de proteinas relacionadas a BHI.
Logo em seguida, as bactérias foram ressuspendidas em 1ml, checada turbidez

pela escala de MacFarland e transferidas imediatamente, sob protecdo da luz,
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para a infecgéo de células em sangue total. Duas horas da infeccdo, as condicdes
que receberiam NAC foram tratadas com esta substancia com uma concentragcdo
final de 10mM. Condi¢Bes néo tratadas com NAC receberam PBS no mesmo
volume. Apds este periodo foi realizada a infeccdo dispensando bactérias viaveis
no sangue total. Para as condi¢des que receberam grupos de bactérias, a mesma
propor¢éo de cada bactéria foi adicionada.

Logo em seguida as amostras foram colocadas em cultura em estufa a
37°C, com 5% CO2, por 18 horas. Apds o periodo de 14 horas foi adicionado a
cada tubo Brefreldina A na propor¢éo de 1:1000 para paralisar a formacéo de
vesiculas de secrecdo intracitoplasmaticas, mantendo as citocinas no interior
celular. Incubou-se por mais 4 horas perfazendo um total de 18 horas de cultura.
Findo o periodo de cultura, heméacias de cada tubo foram lisadas por solugédo de
lise comercial (Biolegend, San Diego, CA, EUA). Para isto, foi adicionada, em
cada tubo, solucéo de lise na propor¢édo de 1:20 sangue total/solugcéo de lise. As
amostras foram entdo gentilmente misturadas e incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente e protegidas da luz. Seguido este periodo de incubagéo as
amostras foram centrifugadas por 4°C, 1300 RPM por 8 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o “pellet” destacado e ressuspendido em 15ml de PBS.
Novamente as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O
“pellet” destacado foi ressuspendido em PBS em um volume 10 vezes menor que

o volume inicial de sangue total.
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Em seguida procedeu-se o protocolo de marcacdo de moléculas de
superficie e de citocinas de acordo com Dutra et al. (2000), conforme descrito
anteriormente. Anticorpos anti-human conjugados (Biolegend, San Diego, CA,
EUA) com diferentes fluorocromos foram utilizados (Quadro 4).

Quadro 4: Anticorpos com os respectivos fluorocromos:

Anticorpo anti Fluorocromo
CD4 APC Cy 7
CD8 PerCP 5.5
CD28 APC
CTLA4 PE

HLA-DR V500

CD14 PerCP 5.5
CD16 APC Cy 7
CD80 PECY 7
CD86 Pacific Blue
TLR4 PE

TRL2 FITC

IL-17 Pacific Blue
IL-10 PE

TNF alfa APC

IFN Pacific Blue
L-6 PE

IL-1 beta Pacific Blue
Anexina FilTC

PI PE

Quadro 4: Relagado de anticorpos e seus respectivos fluorocromos

Ap6s o protocolo de marcagdo as amostras foram imediatamente lidas em

aparelho FACS LSRII e os dados coletados e analisados em programa FlowJo.



62

4.3- Estudo in vitro envolvendo sangue de pacientes saudaveis tratados ou
ndo com NAC e infectados com LPS de Porphyromonas gingivalis:

4.3.1- Pacientes:

Foram selecionados seis individuos saudaveis periodontalmente para a
analise dos efeitos in vitro de NAC em sangue periférico infectados com LPS de
Porphyromonas gingivalis. A selecdo dos pacientes e a obtencdo do sangue

periférico foram similares ao descrito anteriormente.



63

5- ANALISE ESTATISTICA:

Os dados analisados foram expressos como média + desvio padrdo. Os
dados dos experimentos em modelo de estudo de animais foram analisados pelo
perfil paramétrico utilizando-se ANOVA 1 way com pos teste de Tukey. Os dados
de ensaio in vitro de sangue total de humanos foram confirmados a normalidade
por meio de teste de Shapiro-Wilk e entdo analisados por teste T pareado ou
ANOVA 1 way. Para a analise de normalidade foi utilizado o programa estatistico
R. Para a analise da média e desvio padrao foi utilizado o programa Excel 2010 e
para a andlise de ANOVA e teste T foi utilizado o programa Prisma 5. O nivel de

significAncia estabelecido foi de a = 0,05 (bi-caudal) e o valor de p < 0,05.
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6- RESULTADOS:

Este estudo se propbs a demonstrar que a modulagéo dos niveis de GSH
por NAC e seus efeitos em caracteristicas imunolégicas de leucécitos em modelo
de doenca periodontal e em ensaios in vitro de sangue de humanos infectados
com bactérias periodontopatogénicas possa vir a ser uma alternativa adjuvante na
prevengdo e controle das doengas periodontais. O estudo das altera¢des na
resposta imunoldgica frente ao desafio com bactérias do biofilme dental
associadas a doenca periodontal constitui-se numa abordagem fundamental na
busca por estratégias terapéuticas no combate a esta doenca. Optamos
demonstrar aqui apenas os resultados que foram estatisticamente significantes
para todos 0s ensaios, embora aqueles que ndo tenham sido estatisticamente
significativos estejam também citados no texto.

6.1- Em modelo experimental:

- Efeito do tratamento com NAC na perda 6ssea de camundongos
submetidos ou ndo ao tratamento com NAC e infectados com Aa (Objetivo
especifico a):

A analise da perda 6ssea clinica € um indicativo da indugcdo da doenca
periodontal por Aggregatibacter actinomycetemcomitans neste modelo de estudo
(GARLET et al. 2005). O consumo médio diario de agua e o peso médio inicial e
final foram similares para todos os grupos. Os resultados demonstraram que
animais infectados com Aggregatibacter actinomycetemcomitans tiveram uma

evidente perda 6ssea alveolar quando comparado com o grupo controle. Animais
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infectados e tratados com NAC sistemicamente demonstraram significativa
reducdo na perda Ossea alveolar quando comparado com o grupo infectado

apenas (Figura 4A e B).
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Figura 4: Perda Gssea alveolar em camundongos:
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Figura 4 — Medida de perda dssea alveolar em maxila de camundongos de modelo
experimental de doenca periodontal. (A) Fotografias representativas das amostras de
maxilas de grupo de controle (C), tratado com NAC (N), infectado com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (I) e infectado e tratado com NAC (IN) . Infeccdo demonstra
exacerbagdo da perda 6ssea exacerbacdo da perda de osso alveolar (setas), no entanto,
NAC protege contra a perda de 0sso alveolar (seta de cabega) .

(B) A analise morfométrica da perda 6ssea alveolar em maxila. O grupo infectado
demonstrou uma perda 6ssea alveolar significativa quando comparado com o0 grupo
controle (C) e NAC (N). Tratamento NAC sistémico protegeu contra a perda 6ssea alveolar
induzida por Aggregatibacter actinomycetemcomitans (IN) quando comparado com o grupo
infectado (1). CEJ / ABC (mm2) — area entre a jungdo amelo-cementéria e a crista alveolar em

mm2 . *23 indicam uma diferenga significativa entre os grupos . P < 0,05.
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- Efeitos de NAC sistémico na atividade de MPO (Objetivo especifico b)

Como a atividade de MPO é um importante indicativo de doenga periodontal
(QUEIROZ-JUNIOR et al.,, 2009) n6s analisamos a atividade desta peroxidase
neste modelo de estudo. Como esperado, os niveis de atividade de MPO em
camundongos infectados (l) foram significativamente mais elevados comparado
com o grupo controle (C) (Figura 5). Embora atividade de MPO tenha sido elevada
para o grupo infectado e tratado com NAC (IN) comparado com grupo controle (C),
tratamento com NAC foi capaz de diminuir significativamente a atividade de MPO

comparado com o grupo infectado (I).
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Figura 5: Atividade de mieloperoxidase em maxila de camundongos:
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Figura 5- Andlise colorométrica para a atividade de MPO. Grupo infectado (l)
demonstrou um aumento significativo na atividade de MPO comparado com o controle (C).
Apesar do grupo tratado com NAC (IN) estar elevado comparado com controle (C), NAC foi
capaz de diminuir significativamente a atividade de MPO compara com o grupo infectado (I).

123 indicam uma diferencga significativa entre os grupos . P < 0,05.

- Efeitos de NAC sistémico na modulacdo de citocinas em linfonodo
cervical de doenca periodontal experimental (Objetivo especifico c):

Para avaliar a capacidade de NAC de modular a resposta imune através da
alteragcdo em citocinas nés investigamos a marcagdo das citocinas inflamatérias
TNF-q, IL-17, IL-6 e IFN-y e citocina modulatéria IL-10 em populag8es de linfécitos
T CD4*, linfocitos T CD8* e células apresentadoras de antigeno de linfonodos
cervicais de camundongos neste modelo experimental de doencga periodontal. A

frequiéncia de celulas expressando TNF-a em linfocitos totais € em linfocitos T
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CD4* foi significativamente mais elevada em animais infectados que animais nédo
infectados. Porém, tratamento com NAC reduziu significativamente a expresséo
de TNF-a em linfocitos totais, linfocitos T CD4* e em células apresentadoras de

antigeno quando comparado com o grupo infectado apenas (Figura 6).

Figura 6: Andlise para citocina TNF-alfa em camundongos:
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Figura 6: Andlise por citometria de fluxo de citocinas de linfonodo cervical de
camundongo. TNF alfa foi significantemente elevada no grupo infectado (I) em linfécitos
totais e em linfécitos T CD4+ comparado com o grupo controle (C) e NAC (N). De forma
interessante, tratamento com NAC (IN) conseguiu modular negativamente e restaurar os
niveis desta citocina comparado com o grupo infectado (I) em linfocitos totais, linfécitos T
CD4+ e em células apresentadoras de antigeno. *22 indicam uma diferenca significativa

entre os grupos . P <0,05.

Nao houve diferenca estatistica na freqiiéncia de expressédo de IFN-y em
linfocitos totais e em linfécitos T CD4+ entre os diferentes grupos. Contudo, a
expressao de IFN-y foi significativamente mais elevada em linfécitos T CD8* de
animais tratados com NAC quando comparado com animais infectados apenas

(Figura 7).
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Figura 7: Andlise para citocina IFN-gama em camundongos:
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Figura 7: Andlise por citometria de fluxo de citocinas de linfonodo cervical de
camundongo. Ndo foi demonstrada diferenca estatistica IFN gama para todos os grupos em
linfécitos totais e em linfécitos T CD4+. Entretanto, tratamento com NAC (N e IN) foi capaz
de elevar significativamente os niveis desta citocina em linfécitos T CD8+ comparado com o
grupo infectado (I). ¥2 indicam uma diferenca significativa entre os grupos . P < 0,05.

A expressdo da citocina proé-inflamatdria IL-17 foi significantemente mais
elevada em linfocitos totais de animais infectados quando comparados com
animais nao infectados. Da mesma forma, houve um aumento significativo de
células CD4* IL-17* no grupo infectado quando comparado com 0S grupos nao
infectados. De forma interessante, NAC foi capaz de modular negativamente a

expressdo de IL-17 em linfocitos totais e linfocitos T CD4* IL-17* quando

comparado com animais infectados apenas (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8: Andlise para citocina IL-17 em camundongos:
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Figura 8: Andlise por citometria de fluxo de citocinas de linfonodo cervical de
camundongo. IL-17 foi significantemente elevada no grupo infectado (I) em linfécitos totais e
em linfécitos T CD4+ comparado com o grupo controle (C) e NAC (N). De forma interessante,
tratamento com NAC (IN) conseguiu modular negativamente e restaurar os niveis desta
citocina comparado com o grupo infectado (I) em linfécitos totais, linfécitos T CD4+, 123
indicam uma diferenca significativa entre os grupos . P < 0,05.

NAC restabeleceu a freqgliéncia da citocina modulatéria IL-10. Animais do
grupo infectado diminuiram significantemente a frequéncia e a intensidade média
de fluorescéncia para IL-10 comparado com o grupo controle em células
apresentadoras de antigeno (Figura 9A e B). Contudo, este padréo foi restaurado
a niveis normais no grupo infectado e tratado com NAC (Figura 9A e B). Além
disto, NAC elevou e restaurou de forma significativa os niveis de citocina

modulatéria IL-10 em linfdcitos totais e em linfécitos T CD4+ quando comparado

com animais infectados apenas (Figura 9A e B).
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Figura 2: Andlise para citocina IL-10 em camundongos:
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Figura 9: Andlise por citometria de fluxo de citocinas de linfonodo cervical de
camundongo. A Animais infectados (I) demonstraram uma diminui¢cdo significativa na
porcentagem de IL-10 em células apresentadoras de antigeno e na intensidade media de
fluorescéncia em células apresentadoras de antigeno e em linfécitos T CD4+ comparado
com o controle (C) (figuras 9a e b). Tratamento com NAC foi capaz de restaurar 0s niveis
desta citocina em linfécitos totais, linfécitos T CD4+ e em células apresentadoras de
antigeno comparado com o grupo infectado (1) (figuras 9a e b). 122 indicam uma diferenga

significativa entre os grupos . P < 0,05.

Quando comparou-se a razdo entre a citocina modulatéria IL-10 e a citocina
inflamatéria TNF-a em células apresentadoras de antigeno, linfocitos totais e em

linfécitos T CD4*, NAC elevou significantemente a razdo IL-10/TNF-a no grupo
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tratado com NAC e infectado quando comparado com o grupo infectado apenas
(Tabela 1).

Tabela 1: Razédo entre IL-10/TNF-alfa:

Total Lymphocytes

Groups IL-10 Mean * SD TNF-a Mean + SD Ratio IL-10/TNF-a Mean * SD p
| 3,7+0,5 1,4+0,2 2,69+0,38
0,017
IN 5,8+1,8 1.0+0,1 597 +1,72
T Lymphocytes CD4+ cells
Groups IL-10 Mean * SD TNF-a Mean + SD Ratio IL-10/TNF-a Mean  SD p
| 3,5640,9 26,745,3 0,13+0,01
0,032
IN 8,1+3,7 14,2+6,3 0,63 +0,26
Antigen Presenting Cells
Groups IL-10 Mean * SD TNF-a Mean + SD Ratio IL-10/TNF-a Mean + SD p
| 36,346,1 39,5+7,8 0,96 + 0,33
0,007
IN 50,7+7,4 29,1+7,0 1,84 + 0,46

Tabelal- Comparagdo do padrdo entre citocina IL-10 e citocina TNF alfa.
Comparando o padrdo de citocina modulatéria IL-10 e citocina pré-inflamatéria TNF-alfa
observa-se que tratamento com NAC (IN) elevou significativamente o padréo IL-10/TNF-alfa
em linfocitos totais, linfécitos T CD4+, e células apresentadoras de antigeno comparado

com o grupo infectado ().

- Efeitos de NAC sistémico em GSH total, GSH reduzida e GSSG em
sangue periférico (Objetivo especifico d):

Alterac6es na quantidade de GSH total, GSH reduzida, GSSG bem como
no padrdo GSH/GSSG sdao indicativos de stress oxidativo (MEISTER, 1994). Para

avaliar se infeccdo com Aggregatibacter actinomycetemcomitans e tratamento
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com NAC alteram a quantidade de GSH, investigou-se a quantidade deste
tripeptideo em sangue periférico. Inicialmente foi definida uma curva de GSH para
quantificagdo de GSH total e GSSG. N&o houve diferenga significativa de GSH
reduzida entre os grupos (dados ndo mostrados); contudo, GSH total foi
significantemente mais elevado para o grupo infectado quando comparado com o
grupo infectado e tratado com NAC (Figura 10). Interessantemente, GSSG
também foi significantemente mais elevado para os animais infectados quando
comparado com animais infectados e tratados com NAC (Figura 10),
demonstrando uma desregulacdo no estado redox de animais infectados. N&o
houve diferenca estatistica no padrdo de GSH/GSSG entre 0s grupos.

Figura 3: Andlise GSH/GSSG em camundongos:
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Figura 10: Andlise por espectrofotometria de GSH total e GSSH em sangue periférico
de camundongo. Tratamento com NAC (IN) foi capaz de reduzir significativamente a
quantidade relativa de GSH total e GSSG comparado com o grupo (I). *? indicam uma
diferenga significativa entre os grupos . P <0,05.
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6.2 Estudo in vitro do perfil de células de sangue total de doadores
saudaveis periodontalmente infectados com bactérias

periodontopatogénicas viaveis:

Tendo em vista que NAC tem a capacidade de modular citocinas em
linfonodos de camundongos, nos partimos para investigar a acdo de N-acetil
cisteina em células de sangue periférico de humanos saudaveis periodontalmente
e infectado com bactérias periodontopatogénicas.

- Efeitos diretos de NAC na proliferacdo, estabilidade ou morte nas
colénias de Aa, P. gingivalis, T. denticola (objetivo especifico e):

Para verificar se NAC foi capaz de interferir no crescimento ou morte de
bactérias periodontopatogénicas, nés realizamos um ensaio de MIC com diversas
concentracdes de NAC em trés bactérias periodontopatogénicas, P. gingivalis
(Pg), T. denticola (Td) e Aa. Os ensaios foram feitos em duplicata e demonstraram
que NAC nédo exerce nenhuma influéncia no crescimento ou morte celular destas

bactérias estudadas (Figura 11, 12 e 13).
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Figura 11: Efeito de NAC em Porphyromonas gingivalis:
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Figura 11: Andlise da influencia de NAC em bactérias periodontopatogénicas. A avaliacdo
interferéncia de NAC na proliferacdo, estabilizagdo ou morte celular em cultura de
Porphyromonas gingivalis (Pg) de 48 horas ndo demonstrou alteragdo na cultura de Pg
(barra branca) quando comparado com culturas de Pg tratadas com diversas concentragdes
de NAC (Pg+NAC 5mM, Pg+NAC 10mM e Pg+NAC 20mM, barras preta, cinza e listrada,
respectivamente). Observa-se que meio sem cultura bacteriana e meio sem cultura
bacteriana e tratado com NAC (controle negativo) ndo demonstraram proliferagdo. Dados

obtidos em duplicata em espectrofotometria (OD 600).
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Figura 4: Efeito de NAC em Treponema denticola
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Figura 12: Andlise da influencia de NAC em bactérias periodontopatogénicas. A avaliagao
interferéncia de NAC na proliferagdo, estabilizacdo ou morte celular em cultura de T
denticola ndo demonstrou alteracdo na cultura de Td (barra branca) quando comparado com
culturas de Td tratadas com diversas concentra¢cées de NAC (Td+NAC 5mM, Td+NAC 10mM
e Td+NAC 20mM, barras preta, cinza e listrada, respectivamente). Observa-se que meio sem
cultura bacteriana e meio sem cultura bacteriana e tratado com NAC (controle negativo) ndo
demonstraram proliferagdo. Dados obtidos em duplicata em de espectrofotometria (OD 600).
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Figura 13: Efeito de NAC em Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Figura 13: Andlise da influencia de NAC em bactérias periodontopatogénicas. A avaliagao
interferéncia de NAC na proliferacdo, estabilizagdo ou morte celular em cultura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) de 48 horas ndo demonstrou alteracdo na
cultura de Aa (barra branca) quando comparado com culturas de aa tratadas com diversas
concentracdes de NAC (Aa+NAC 5mM, Aa+NAC 10mM e Aa+NAC 20mM, barras preta, cinza
e listrada, respectivamente). Observa-se que meio sem cultura bacteriana e meio sem
cultura bacteriana e tratado com NAC (controle negativo) ndo demonstraram proliferacéo.

Dados obtidos em duplicata em espectrofotometria (OD 600).

A partir do momento que observamos que NAC néo influenciava o
crescimento de bactérias periodontopatogénicas decidimos conduzir ensaios de
infectividade em leucécitos de sangue total de doadores saudaveis
periodontalmente. Para facilitar o entendimento da modula¢é@o da resposta imune
por NAC n6s compartimentamos os dados da seguinte forma: andlise da influéncia
em subpopulagBes de linfocitos e de mondcitos; andlise da frequéncia de
marcacdo de citocinas nas diversas subpopulacgdes de linfocitos e em mondcitos.

- Efeitos de NAC in vitro na ativagao e atividade funcional de linfocitos

T CD4* e CD8* pela expressdo de moléculas marcadoras de ativagdo (HLA-
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DR, CD28, CTLA-4) e citocinas (IFN-gama, IL-17 e IL-10) perante estimulo
com Aa, P. gingivalis, T. denticola (objetivo especifico f):

Ao avaliar a ativagdo de linfocitos T por molécula co-estimulatéria CD28
observamos que NAC é capaz de modular negativamente moléculas como CD28
em diversas popula¢des de linfécitos (Figura 14 a 20).

Observou-se que NAC diminuiu a expressao de CD28 em células CD4+ em
culturas estimuladas individualmente com Pg e Td (Figura 17 e 18), mas ndo em
culturas com Aa (ndo mostrado). Observou-se ainda que NAC diminuiu a
expressao de CD28 em células CD4+ em culturas estimuladas com as 3 bactérias
conjuntamente (Figura 19). Interessantemente, a modulacdo da expressao de
CD28 em células CD8+ deu-se apenas nas culturas na presenga de Pg (Figura

20) e em nenhuma outra condicéo.



80

Figura 14: Analise de citometria de IMF para CD28 em CD4* para P gingivalis:
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Figura 14: Analise por citometria de fluxo de moléculas de superficie em sangue total de
individuos saudaveis periodontalmente. A intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD28
em células T CD4+ em culturas tratadas ou ndo com NAC e infectadas ou n&o com
Porphyromonas gingivalis (Pg), conforme indicado. 2?3 indica uma diferenca significativa

entre os grupos . P <0,05.

Figura 5: Andlise citometria de IMF de CD28 em CD4*em T denticola
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Figura 15: Analise por citometria de fluxo de moléculas de superficie em sangue total de
individuos saudaveis periodontalmente. A intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD28
em células T CD4+ em culturas tratadas ou ndo com NAC e infectadas ou ndo com
Treponema denticola (Td), conforme indicado. *?®indica uma diferenga significativa entre os

grupos . P <0,05.
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Figura 16: Analise citometria IFM CD28 em CD4+ em 3 bactérias:
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Figura 16: Andlise por citometria de fluxo de moléculas de superficie em sangue total de
individuos saudaveis periodontalmente. A da intensidade média de fluorescéncia (IMF) de
CD28 em células T CD4+ em culturas tratadas ou ndo com NAC e infectadas ou ndo com
Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td) e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), conforme indicado. *2% 45indica uma diferenca significativa

entre os grupos . P <0,05.

Figura 176: Andlise citometria IMF CD28 em CD8+ em P gingivalis
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Figura 17: Andlise por citometria de fluxo de moléculas de superficie em sangue total
de individuos saudaveis periodontalmente. Amostras infectadas P gingivalis e tratadas com
NAC diminui significativamente a intensidade média de fluorescéncia de CD 28 em linfécitos
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T CD8*comparado com grupo infectado apenas. Yindica uma diferenca significativa entre os
grupos . P <0,05.

- Efeitos de NAC in vitro na ativacdo e atividade funcional de linfocitos
T CD4* e CD8* pela expresséo de moléculas marcadoras de ativacdo (HLA-
DR, CD28, CTLA-4) e citocinas (IFN-gama, IL-17 e IL-10) perante estimulo
com LPS de P gingivalis (objetivo especifico g):

Seguindo o estudo de sangue periférico, nds estimulamos células de
sangue total com LPS de P gingivalis, um antigeno reconhecidamente indutor de
efeitos deletérios nos tecidos periodontais.

Tal qual a resposta com bactérias viaveis, NAC foi capaz de modular
negativamente a frequéncia de marcacéo e a intensidade média de fluorescéncia

de CD28 em linfocitos T CD8* e em linfGcitos totais (Figuras 18 e 19).
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Figura 18: Analise citometria de CD8+ CD28+ em LPS P gingivalis:
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Figura 18: Andlise por citometria de fluxo de moléculas de superficie em sangue total
de individuos saudaveis perioodontalmente. Amostras estimuladas com LPS de P gingivalis
e tratadas com NAC diminuiram significativamente a frequéncia de marcacdo de CD28 em

linfécitos T CD8* comparado com o grupo estimulado apenas. “indica uma diferenga
significativa entre os grupos . P <0,05.
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Figura 19: Analise citometria de IMF de CD28 em linfocitos em LPS de P gingivalis

20- 1
n
S
8 151 T
£
£ 104
o]
AN
a
O 54
LL
=
0 T
o

Figura 19: Analise por citometria de fluxo de moléculas de superficie em sangue total
de individuos saudéaveis periodontalmente. Amostras estimuladas com LPS de P gingivalis e
tratadas com NAC diminuiram significativamente a intensidade média de fluorescencia em
linfocitos totais comparado com o grupo estimulado apenas. indica uma diferenga

significativa entre os grupos . P < 0,05.

Como houve um aumento na ativacdo destas células frente ao estimulo
com LPS, nos interessamos em avaliar a frequéncia de marcacgéo de citocina IFN-
y. De forma interessante, NAC foi capaz de elevar significantemente a frequéncia
de marcacdo de células CD8* IFN-y*, a frequéncia de marcacdo de IFN em
linfécitos totais e a frequéncia de marcagéo de IFN em linfécitos T CD8* no grupo
estimulado e tratado quando comparado com o grupo estimulado apenas (Figuras
20 a 22).
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Figura 20: Analise citometria de CD8*IFN* em LPS de P gingivalis
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Figura 20: Analise por citometria de fluxo de citocinas de sangue total de individuos
saudaveis periodontalmente. Amostras estimuladas com LPS de P gingivalis e tratadas com
NAC elevaram significativamente a frequéncia de marcacdo de linfécitos T CD8* IFN*
omparado com o grupo estimulado apenas. lindica uma diferenca significativa entre os
grupos . P <0,05.
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Figura 21: Analise citometria IFN em CD8* em LPS de P gingivalis
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Figura 21: Andlise por citometria de fluxo de citocinas de sangue total de individuos
saudaveis periodontalmente. Amostras estimuladas com LPS de P gingivalis e tratadas com
NAC elevaram significativamente a frequéncia de marcagdo de IFN em linfécitos T CD8*

comparado com o grupo estimulado apenas. *indica uma diferenga significativa entre os
grupos . P <0,05.
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Figura 22: Analise citometria de IFN em linfécitos:
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Figura 22: Andlise por citometria de fluxo de citocinas de sangue total de
individuos saudaveis periodontalmente. Amostras estimuladas com LPS de P gingivalis e
tratadas com NAC elevaram significativamente a frequéncia de marcacdo de IFN em
linfocitos totais comparado com o grupo estimulado apenas. Yindica uma diferenga

significativa entre os grupos . P < 0,05.
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7- DISCUSSAO:

Os tecidos periodontais, uma vez desafiados por bactérias do biofilme
subgengival, podem desenvolver uma resposta imune intensa e ndo controlada
gue pode acarretar no inicio e desenvolvimento da periodontite (VAN DYKE,
2008). O processo inflamatdrio crénico € uma caracteristica da periodontite, onde
uma falha ao retorno da homeostase favorece a liberacdo de mediadores
inflamatorios como MMPs e RANKL que degradam tanto o tecido conjunto
propriamente dito quanto o osso alveolar (GRAVES, 2008). Atualmente, tem-se
buscado alternativas que possam promover um controle da resposta
imune/inflamatéria e o retorno da homeostase tecidual nas doengas periodontais
(VAN DYKE, 2008; GARLET, 2010; GLOWACKI, et al. 2013; FREIRE e VAN
DYKE, 2013).

Modelos de estudo sédo ferramentas essenciais para o estudo inicial dos
efeitos de novas terapias e a relacdo da resposta do hospedeiro frente ao desafio.
O modelo de estudo de periodontite experimental em camundongos é consagrado
na literatura, sendo um modelo interessante, pois lanca m&do de um patdégeno
reconhecidamente periodontopatogénico e nao utiliza de agentes externos
(ligadura) que possam influenciar a resposta imune (GARLET, 2005).

Neste estudo, nos procuramos avaliar os efeitos de NAC da modulacdo da
resposta inflamatéria em modelo de estudo experimental de periodontite
agressiva. NAC é uma variacdo acetilada de cisteina que é capaz de elevar os

niveis de GSH e tem sido utilizado clinicamente em humanos e em modelos de
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estudo no tratamento e controle da resposta imunoldgica (ROCHA-VIEIRA et al.
2003; VENKETARAMAN et al. 2003). Nosso grupo demonstrou que NAC
sistémico foi capaz de reduzir significativamente a lesdo resultante da infecgdo
com parasita Leishmania major em camundongos susceptiveis (ROCHA-VIEIRA
et al.,, 2003). Também, em modelo de perda 6ssea por ligadura em ratos
diabéticos induzido por streptozotocin, NAC sistémico foi capaz de diminuir
significativamente a perda éssea (TOKER et al., 2009).

Este € o primeiro estudo avaliando a acdo de NAC na modulacdo da
periodontite experimental induzida por bactéria periodontopatogénica. Nossos
resultados demonstraram que NAC sistémico foi capaz de diminuir a perda 6ssea
alveolar neste modelo de estudo. O real efeito direto de NAC na diminui¢cdo da
perda 6ssea nds ndo sabemos, contudo pode-se especular que NAC possa agir
indiretamente através do controle da producdo de RANKL. Este processo seria
viavel, pois NAC é regula a produgédo de NFkB, um indutor da ativagdo de RANKL
(AMORE et al., 2013; FINN e KEMP 2012). Além disto, NAC é capaz de reduzir a
resposta de bone marrow monocyte-macrophage lineage a RANKL na
diferenciacdo osteoclastica (LEE et al., 2005). Alternativamente, o controle da
perda O0ssea pode ser associado com a atividade de enzimas e citocinas que
podem indiretamente influenciar o processo inflamatério. Para tentar verificar esta
questdo foi avaliado os efeitos de NAC na atividade de MPO e citocinas

imunoregulatérias.
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MPO é uma peroxidase produzida principalmente por neutrdfilos que
degrada bactérias e outros patdégenos (KLEBANOFF, 2005). Contudo, niveis
alterados de MPO podem degradar a matriz extracelular (LEE et al., 1988).
Elevados niveis MPO em fluido do sulco gengival tem sido correlacionados com
periodontite cronica progressiva e estes niveis tendem a diminuir ap6s o
tratamento clinico (BORGES et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2010). Além disto, o
polimorfismo MPO-463G/A no gene MPO tem sido associado com o risco de
desenvolver periodontite agressiva em pacientes turcos (ERCIYAS et al., 2010).
Neste estudo, n6s demonstramos que atividade de MPO est& significantemente
elevada na maxila de animais infectados, o que esta de acordo com prévio estudo
(QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012). Contudo, em animais infectados e tratados com
NAC, MPO foi reduzida significativamente quando comparado com animais
infectados apenas. Sendo assim, NAC pode ser capaz de controlar em parte a
destruicdo da matriz extracelular na doenca periodontal através do controle da
atividade de MPO.

AlteracBes nos niveis de GSH tém sido correlacionadas com doengas
cronicas, incluindo doenca periodontal (RAHMAN, 2005; CHAPPLE et al., 2002).
GSH reduzida é capaz de fazer o booster celular e reduzir compostos reativos do
oxigénio (ROS) intracelular. Para isto, GSH reduzida é oxidada por ROS
dimerizando com outra molécula de GSH e liberando &gua. Esta dimerizagdo
forma a GSSG (GSH oxidada) que pode ser reduzida a GSH novamente pela

enzima GSH redutase através de NADPH. Desta forma, niveis aumentados de
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GSSG séo correlacionados com um estresse oxidativo (MEISTER, 1994). Estes
niveis alterados de GSSG podem ser observados no fluido do sulco gengival na
periodontite cronica (BORGES et al., 2007). A literatura ndo tem demonstrado que
bactérias periodontopatogenicas possam alterar o estado redox de GSSG. Neste
estudo, nos observamos um aumento significativo de GSH total e GSSG em
sangue periférico de camundongos infectados com  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans quando comparado com animais infectados e tratados
com NAC. Estes dados estdo de acordo com aqueles observados em reversible
endotoxic shock em ratos, onde foi mostrado um significante aumento de GSH
total e GSSG no figado e plasma, até 48 horas ap6s a inducdo com
lipopolissacarideos de E. coli (CATALA e PORTOLES, 2002). Desta forma, isto
nos leva a entender que Aggregatibacter actinomycetemcomitans possa alterar a
capacidade redox de GSH em sangue periférico neste modelo de estudo.

Estudos tem demonstrado que citocinas induzidas pela resposta imune do
hospedeiro estdo associadas com o inicio da destruicdo dos tecidos periodontais
(BAKER et al., 1999; GRAVES et al., 2011). Tem sido sugerido que a progresséo
da doenca periodontal seja devida a uma combinagéo de fatores como a presenca
de bactérias periodontopatogénicas, elevados niveis de citocinas inflamatdrias (i.e
TNF-a, IL-1-B, IL-6 e IL-17), a producéo e ativacdo de MMPs e RANKL e relativos
baixos niveis de citocina modulatéria IL-10 (GRAVES, 2008; SCHENKEIN et al.,

2010).
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Animais que tiveram IL-6 deletado geneticamente demonstraram menor
perda Ossea causada pela infeccdo por Porphyromonas gingivalis quando
comparado a animais selvagens (BAKER et al., 1999). Contudo, neste estudo, ndo
houve diferenga significativa nos niveis de IL-6 em linfonodos cervicais nos
diversos grupos. Outro estudo com modelo experimental similar também
demonstrou ndo haver diferenca significativa nos niveis de IL-6 no soro entre
animais infectados e néo infectados (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012).

A citocina pré-inflamatéria TNF-a tem uma relagéo significante com a perda
Ossea nas doengas periodontais (GRAVES, 2008). O mecanismo pelo qual TNF-a
induz a reabsor¢cdo éssea inflamatdria inclui a ativagdo de células do estroma e
osteoblasto para expressarem M-CSF e RANKL, além de induzir citocinas
inflamatorias adicionais como IL-6 e IL1-B para aumentar a osteoclastogénese e a
reabsorcdo dssea (IVASHKIV et al., 2011). Em modelo de ligadura em ratos,
TNF-a humano recombinante acelerou a progressdo da perda O&ssea
(GASPERSIC et al.,, 2003). Em camundongos TNF-a receptor-1-knockout e
infectados com Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi observada uma
significativa reducao da perda 6ssea e inflamacdo (GARLET et al., 2007). Por
outro lado, IL-10 potencialmente inibe a expressdo de RANKL induzida por NFATcl
e assim suprime a diferenciagdo osteoclastica e a inducédo de reabsorcéo 0ssea
(IVASHKIV et al., 2011).

N6s observamos que animais infectados com Aggregatibacter

actinomycetemcomitans e ndo tratados com NAC houve um significativo aumento
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nos niveis de TNF-a em linfécitos totais e em linfocitos T CD4* de linfonodos
cervicais. Este resultado é similar aquele observado por dados obtidos com a
técnica de ELISA em maxila (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012). Em contrapartida,
IL-10, em células apresentadoras de antigeno e a intensidade média de
fluorescéncia de IL-10 em células apresentadoras de antigenos e linfocitos T
CD4*, foi marcadamente diminuida em camundongos infectados e nédo tratado
com NAC quando comparado com animais nao infectados. Este dado esta de
acordo com prévio estudo que demonstrou ndo haver mRNA para IL-10 na maxila
de camundongos até 15 dias apdés a infeccdo com Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (GARLET et al., 2005).

Entretanto, nos demonstramos que, em animais infectados e tratados com
NAC, houve reducéo significativa nos niveis da citocina inflamatéria TNF-a em
células apresentadoras de antigeno, em linfocitos totais e em linfocitos T CD4*
quando comparados com animais infectados apenas. Além disto, NAC foi capaz
de restabelecer os niveis da citocina modulatéria IL-10 em linfécitos totais, em
linfécitos T CD4*, bem como a porcentagem de células T CD4* IL10* quando
comparado com animais infectados apenas. Outro dado interessante foi observar
que NAC elevou significativamente a razdo IL-10/TNF-a em células
apresentadoras de antigeno, em linfocitos totais e em linfécitos T CD4*. Estes
dados em conjunto sugerem que NAC pode exercer um efeito modulatério na
resposta imune durante o desenvolvimento da periodontite experimental em

camundongos.
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A citocina proé-inflamatéria IL-17 é descrita como um indutor da producao de
RANKL (SATO et al., 2006) e estudos em humanos sugerem sua superexpressao
em tecidos de pacientes com periodontite crénica (CARDOSO et al., 2009;
ADIBRAD et al., 2012). N6s demonstramos, neste modelo de estudo, que IL-17
esta significativamente elevada em linfécitos totais e em células CD4* IL-17* de
linfonodo cervical de camundongos infectados quando comparado com animais
ndo infectados. Mais uma vez, NAC foi capaz de modular uma citocina de perfil
inflamatorio ao diminuir a frequéncia de marcagdo de IL-17 em linfécitos totais e
em células T CD4*IL-17* quando comparado com animais infectados apenas.

Apesar de niveis elevados de IFN-y estarem presente em tecidos
periodontais inflamados, esta citocina inflamatéria é considerada um importante
citocina para induzir a ativagcdo de macrofagos para a fagocitose de patdgenos e
de antigenos, producédo de outras citocinas, quimiocinas e moléculas microbicidas
(GARLET, 2010). De fato, nossos resultados demonstraram que ndo houve
diferenca estatistica na producdo de IFN-y em linfocitos totais e em linfécitos T
CD4* entre todos os grupos, bem como ndo houve diferenca significativa da
marcacdo de IFN-y em linfécitos T CD8* entre o grupo infectado e o grupo
controle. Contudo, ao tratarmos os animais com NAC, estes demonstraram um
aumento significativo da marcacéo e da intensidade média de fluorescéncia de
IFN-y em linfécitos T CD8*. Isto pode ser explicado pelo fato de que

Aggregatibacter actinomycetemcomitans pode se internalizar em células orais
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(MEYER et al., 1999) e assim apresentar antigenos por MHC de classe | para
células citotoxicas CD8*, aumentando a producgédo de IFN-y por estas células.
Doencas periodontais sdo infecgdes polimicrobianas que induzem a uma
resposta imune que podera ser descontrolada acarretando na destruicdo dos
tecidos que envolvem os dentes. Apesar de haver mais de 700 espécies bactérias
presentes no sulco subgengival, apenas poucas espécies estdo efetivamente
envolvidas na inducédo e progressédo da doenca. A grande maioria sdo comensais
e importantes para manutencdo de uma flora bacteriana oral. Bactérias
especificas como Aa, P gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia
estdo fortemente associadas com lesdes periodontais avangadas por medidas
clinicas. Estas bactérias citadas sdo anaerobias e trés delas fazem parte do
complexo vermelho (P gingivalis, T denticola e T forsythia), sendo frequentemente
encontradas juntas em sitios periodontais, promovendo interacbes entre si
facilitando a cultura do ambiente anaerébio e produzindo vérios fatores de
viruléncia que sdo capazes de desfazer o estado homeostatico dos tecidos
periodontais, promovendo uma resposta imunodestrutiva do hospedeiro
(SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005). Aa esta presente em cerca de 5% das
bolsas periodontais, entretanto trata-se de um microorganismo altamente virulento,
produzindo uma gama de proteases e linfocinas que induzem a uma rapida
destruicdo dos tecidos periodontais. Esta bactéria tem sido intimamente
relacionada com formas agressivas de periodontite (SOCRANSKY e HAFFAJEE,

2005). P gingivalis estd envolvido com periodontite crénica avancada e € o
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patégeno periodontal mais estudado. LPS de P gingivalis € marcadamente um
antigenos com capacidade de induzir uma forte resposta imune inflamatéria, bem
como perda 6ssea alveolar (HOLT et al.,, 1999). Além disto, P gingivalis e T
denticola formam uma relagdo sinérgica quando incubadas juntas (KURAMITSU et
al., 2005). Em modelo murinho de pneumonia, Infec¢des mistas de P gingivalise T
denticola desenvolvem uma resposta inflamatéria muito mais pronunciada que em
monoinfec¢des (KIMIZUKA et al., 2003).

Terapias sistémicas com antimicrobianos e antibidticos tem demonstrado
eficacia no controle de patégenos periodontais, entretanto, seu uso é limitado, pois
seu uso elimina a flora indigena e em longo prazo pode gerar resisténcia
bacteriana tanto local, quanto sistémica (VAN WINKELHOFF et al., 1996). Desta
forma, adjuvantes que possam auxiliar o hospedeiro a controlar patdégenos
periodontais sdo interessantes. Por estes motivos, avaliamos quando NAC poderia
ser diretamente prejudicial a microorganismos periodontais, bem como
procuramos avaliar os efeitos modulatérios de NAC em sangue periférico de
pacientes saudéaveis periodontalmente em monoinfeccdo ou polinfeccdo com
bactérias periodontopatogénicas e LPS de P gingivalis.

Neste estudo, avaliamos a a¢éo direta de NAC em varias concentragcdes em
cultura de trés bactérias periodontopatogénicas: Aa, P gingivalis e T denticola.
Este experimento foi feito em triplicata em dois tempos diferentes. Apesar de nao
termos obtido um dado estatistico, de acordo com a projecao dos graficos,

podemos supor que NAC néo influencia na cultura destas bactérias analisadas.
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Isto estd de acordo com outros estudos que avaliaram a acdo de NAC em outros
patégenos (MORRIS et al., 2013). Entretanto, NAC tem mostrado acao adjuvante
no tratamento contra diversos patégenos (SILVEIRA et al., 2013; KARBASI et al.,
2013). Interessantemente, recentes estudos tem avaliado a agdo de NAC na
desagregacdo de biofilmes bacterianos. Implantes ortopédicos frequentemente
sdo infectados por Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Estas
bactérias formam um biofilme na estrutura da protese acarretando em
complicacBes clinicas. Em um ensaio in vitro com biofilme formado por estas
bactérias em discos de titanio jateado e poliestireno, NAC foi capaz de desagregar
os biofilmes ap6s trés horas de incubacdo (DRAGO et al., 2013). Desta forma,
terapia local com NAC pode ter um efeito benéfico para o hospedeiro periodontal,
nao destruindo a flora bactéria indigena, sendo coadjuvante de outras terapias e
desagregando biofilme bacteriano.

De forma interessante, sangue periférico de humanos estimulados com
monoinfec¢do, poliinfeccdo e LPS, tratamento com NAC ndo modulou de forma
significativa a citocina IL-10 em todas as populagfes, apesar haver uma elevagao
da frequéncia de marcacédo de IL-10 em mondcitos CD14* tratados com NAC e
infectados quando comparado com o grupo infectado apenas. Isto pode ser
parcialmente explicado pelo fato que NAC inicialmente estimula um perfil de
resposta imune Thl (PETERSON et al.,, 1989), onde o IFN-y é a citocina de
assinatura. Além disto, nosso tempo de infeccao foi de 18 horas. Provavelmente,

com um tempo maior de estimulo aliado a uma diminui¢do da ativacao linfocitaria,
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possa ser possivel observar uma elevacdo de IL-10, como no modelo murinho.
Dados similares aos nossos puderam ser observados em um recente estudo.
Células THP-1 foram estimuladas com diversas concentragdes de LPS de E coli e
tratadas antes e depois com NAC 15mM. A expressao de IL-10 e outras citocinas
foram avaliadas em varios tempos até o tempo maximo de 24 horas. IL-10 e
RNAmM de IL-10 no grupo estimulado foram super expressos em varios tempos,
contudo, nos grupos tratados com NAC, tanto estimulados como controle, IL-10 e
RNAm de IL-10 foram suprimidas. Para estes autores, macréfagos ativados pelo
estimulo de LPS tem a ativacdo de NF-kB inibida por NAC, diminuindo a sintese
de citocinas como IL-10. Em células RAW (precursoras de osteoclastos)
estimuladas com LPS, NAC também inibiu a expresséo de IL-10 (SONG et al.,
2004).

Nossos dados avaliando sangue periférico estimulado por monoinfeccao,
poliinfeccdo e LPS confirmaram que tratamento com NAC induz a uma polarizacéo
primaria mediada por perfil Thl. NAC em sangue estimulado foi capaz de
aumentar significativamente a frequéncia de marcagdo de IFN-y em linfécitos
totais e em linfécitos T CD8* comparado com o grupo estimulado apenas.
Também, pdde ser visto um aumento significativo da frequéncia de marcagédo de
células T CD8* IFN* no grupo tratado com NAC e estimuladas, comparado com o
grupo estimulado apenas. Esta resposta inicial com aumento de IFN-y é uma
caracteristica de NAC (PETERSON et al., 1998). Isto € importante em doencgas

infecciosas, pois auxilia no controle de patégenos por uma melhor ativacdo de
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macrofagos. O controle inicial de patdgenos periodontais como o P gingivalis é
fundamental, pois tem-se observado que repetidas infeccbes com esta bactéria
mantém um estado de resposta por linfocitos T Th2 dominante, atrasando a sua
eliminacéo. (KATO et al., 2008).

A molécula coestimulatéria CD28 é uma proteina de membrana de linfocito
T que atua em conjunto com TCR para transmitir 0s sinais necessarios para uma
ativacao eficiente destas células. Em biopsias de tecidos gengivais de doadores
saudaveis periodontalmente e/ou gengivite e pacientes com periodontite, Gemmell
et al. (2001), ndo encontraram diferenca estatistica na porcentagem de células
CD28* entre os grupos. Da mesma forma, ndo tem sido demonstradas diferencas
na freqiéncia de células CD28* em sangue periférico de pacientes com
periodontite comparado com pacientes com saudaveis (AOYAGI et al., 2000).
Além disto, ndo tem sido observada diferenca da ocorréncia de polimorfismo no
gene para CD28 +17 (T/C) entre pacientes saudaveis periodontalmente e
pacientes com periodontite; entretanto houve uma maior frequéncia do genétipo T-
em periodontite agressiva comparada com periodontite crénica, sugerindo que o
alelo C relaciona-se a susceptibilidade a periodontite agressiva (e SILVA et al.,
2013). Poucos trabalhos tém avaliado a resposta fenotipica de CD28 em
associagdo com estimulo de bactérias periodontopatogénicas. Nossos dados
mostraram que monoinfecgdo e poliinfeccdo na presenca de P gingivalis foram
capaz de induzir a uma ativagdo significativa em linfécitos T CD4* comparados

com o controle. Isto € um dado interessante, pois tem sido demonstrado que
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infeccdes repetidas com Porphyromonas gingivalis podem induzir a um perfil de
resposta Th2, atrasando a eliminagdo deste microorganismo (KATO, et al., 2008).
Contudo, ndo observamos alteracdo de citocina relacionada ao perfil Th2,
possivelmente por um tempo curto de infecgdo. Ao analisarmos a agdo de NAC na
ativacdo por molécula coestimulatéria CD28 em monoinfec¢do e poliinfecgdo
observamos uma ativagao significativa em células T CD4* e células T CD8* pela
diminuicdo da intensidade média de fluorescéncia comparada com o grupo
estimulado apenas, principalmente na presenca de P gingivalis. Assim, parece que
NAC favorece uma ativagdo inicial mais eficaz nestas células na presenca de
microorganismos periodontopatogénicos em sangue periférico de pacientes
saudaveis.

Desta forma, decidimos investigar o quanto NAC poderia ativar linfocitos de
sangue periférico sob estimulo de LPS de P gingivalis. De uma forma interessante,
diferente do que foram observados com bactérias viaveis, nossos dados néo
demonstraram uma diferenca significativa na expresséo e intensidade média de
fluorescéncia de CD28 nas populagbes de linfocitos do grupo controle e o do
grupo estimulado com LPS de P gingivalis. Trata-se também de um dado
interessante, pois P gingivalis pode induzir uma ativagdo indireta de linfocitos por
antigenos especificos, como por exemplo, pelo antigeno gingipain (uma cisteina
protease que possui importante fator de viruléncia) e nao por LPS. De fato, um
estudo demonstrou que o desafio com gingipain em mondcitos do sangue

periférico significativamente sobre regulou CD28 (YUN et al., 2005).
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NOs observamos que tratamento de NAC em sangue estimulado com LPS
de P gingivalis demonstrou uma diminui¢&o significativa da frequéncia de linfécitos
T CD8* CD28* comparado com o grupo estimulado apenas. Sendo assim, de
acordo com estes dados, apesar LPS de P gingivalis ndo ter induzido a uma
ativacao de linfécitos, ao tratar estas células previamente com NAC, uma ativacéo
mais eficaz de linfécitos T CD8* pode ser alcancada. Apesar de ndo demonstrar
diferenca estatistica, linfocitos T CD4* tratados com NAC e estimulados com LPS
demonstraram uma menor marcagdo de CD28 que o grupo estimulado apenas

(p=0.06).
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8- RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO:

- O tratamento com NAC em camundongos infectados com bactéria periodontal
Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi capaz de reduzir a perda éssea
alveolar comparado com animais infectados;

- O tratamento com NAC em camundongos infectados com bactéria periodontal
Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi capaz de diminuir a atividade de MPO
em maxila de camundongos comparado com animais infectados;

- Tratamento com NAC diminuiu o estresse oxidativo em sangue periférico de
animais infectados com bactéria periodontal Aggregatibacter
actinomycetemcomitans comparado com controle;

- Tratamento com NAC foi capaz de modular negativamente citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-17 em linfonodo de camundongos comparado com
animais infectados;

- Tratamento com NAC foi capaz de modular positivamente citocina IFN-y em
linfonodo de camundongos comparado com animais infectados;

- Tratamento com NAC foi capaz de modular positivamente citocina modulatéria
IL-10 em linfonodo de camundongos comparado com animais infectados;

- Tratamento com NAC melhorou a ativagao de linfécitos T CD 8* traduzido pela
molécula co-estimulatéria CD28 em sangue total de humanos saudaveis
periodontamente e estimulados por bactéria periodontopatogénicas ou LPS

comparado com grupo infectado apenas;
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- Tratamento com NAC elevou os niveis de IFN-y em linfocitos T CD8* em sangue
total de humanos saudaveis periodontamente e estimulados por bactéria

periodontopatogénicas ou LPS comparado com grupo infectado apenas.

Nossos dados indicam que NAC modula a resposta imune em modelo de
doenca periodontal e infeccdo com bactérias periodontopatogéncias e é
capaz de inibir a perda Ossea, sugerindo um potencial papel para NAC na

prevencédo da doenca periodontal.
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Abstract

Although our immune system is constantly challenged by oral microbiota, it is
usually capable of responding in a manner that allows for maintaining the balance
between the control of potentially pathogenic bacteria and the development of a
tissue-destructive response. Periodontal disease is the result of an exacerbated
inflammatory response to bacteria antigens in which such immunological balance
is lost. It is the main cause of dental loss in developed countries and it affects 10-
15% of the world population. While treatment for periodontal disease is available,
the disease is often recurrent. Thus, prevention is the most desirable strategy to
avoid it. Although it has been shown that oral care is important in preventing
periodontal disease, it is clear that it is not completely effective, suggesting that
host’s intrinsic factors are critical. Given the inflammatory nature of periodontal
disease, strategies of inflammation control arise as good candidates for prevention.
However, this control needs to take under consideration that some level of immune
response is necessary to control the bacteria and reestablish homeostasis. In this
review, we will discuss the immunoregulatory mechanisms involved in the
progression and control of human periodontal disease, which may inspire new

immune-based strategies for preventing periodontal disease.
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Periodontal Disease: a complex host-pathogen interaction

The periodontium is a set of specialized structures that support and protect
the tooth, consisting of hard tissues (cementum and alveolar bone) and soft tissue
(gingiva and periodontal ligament). These tissues together assure the proper
function of the teeth (Bartold and Narayanan, 2006) and, thus, alterations in any of
these structures affect them. One common alteration that largely affects the world
population is the inflammation of periodontal structures. The initial inflammation is
called gingivitis and is induced by dental biofilm. It is characterized by the presence
of clinical signs such as gingival redness and swelling, bleeding on probing,
changes in contour and consistency, without loss of the periodontal attachment
apparatus (ie. bone, cementum, and periodontal ligament) (AAP, 2000).
Periodontitis is defined as a gingival inflammation extending into the adjacent
attachment apparatus that affects the integrity of the tooth supporting tissues
through of destruction of the cementum, periodontal ligament and bone (Armitage,
1999). Periodontitis can be chronic or aggressive; the latter is, unlike the first,
mainly characterized by rapid attachment and bone loss, deposit of biofilm
inconsistent with the severity of periodontal destruction, phagocytic abnormalities
and hyper activation of macrophages (Armitage, 1999, Lang et al, 1999).
Periodontitis is related to the immune response of the individual, and its
progression is probably continuous, with short episodes of exacerbation and

remission in localized sites (Armitage, 1999, Lang et al, 1999).
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The prevalence of periodontal disease is somewhat variable across studies
(Cortelli et al, 2002; Eke et al, 2012)- However, it is estimated that 10-15% of the
world population have periodontal disease (Papapanou et al, 1999). In a recent
study, it was estimated that approximately 47% of individuals in the United States
have some form of periodontitis (Eke et al, 2012). It is also consensus that
periodontal disease is a major cause of tooth loss in adults and the elderly (Vos et
al, 2010).

Among the various bacteria species that colonize the tooth, the main
periodontal pathogens are: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Treponema denticola (T. denticola) and
Tannerella forsythia (T. forsythia) (AAP, 1996). However, bacterial complexes can
provide a spectrum of relationships with the host that can vary from beneficial to
harmful (Socransky and Haffajee, 2005). These harmful activities are dependent on
various substances such as endotoxins and LPS (lipopolysaccharide) (Van Dyke
and Serhan, 2003). Thus, the periodontal destruction is primarily induced by
bacterial antigen that triggers a strong immune response through the release of
chemical mediators of inflammation such as cytokines IL-18 and TNF-q,
myeloperoxidase and metalloproteinase by local cells. The inadequate resolution
or failure to return to homeostasis results in the perpetuation of the inflammatory
response with subsequent disease progression (Van Dyke, 2008). Thus, any
mechanism that may assist in the maintenance or establishment of homeostasis is

an ideal preventive of periodontal disease.
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Immunoregulation in periodontal disease: loss of immunological balance and
disease development

Shortly after the bacterial accumulation on the tooth surface, the
inflammatory process develops leading to gingivitis, in which about 15% of the
connective tissue underlying the epithelium is occupied by an inflammatory
infiltrate composed primarily of neutrophils, macrophages and T cells (Page and
Schroeder, 1976). In established periodontal disease, the inflammatory infiltrate is
mainly composed of mononuclear cells, displaying B and T lymphocytes and
plasma cells, as well as macrophages (Mosmann and Coffman, 1989). Cell-
mediated immune responses have been extensively investigated in periodontal
disease. The major players of the cellular response are antigen presenting cells,
natural killer cells and the different subsets of T lymphocytes: CD4+, CD8+ and
double negative (CD4-CD8-) T cells (Thomson et al, 2006). Although all these cell
types can secrete cytokines, CD4+ T cells are recognized as the major
orchestrators of the cellular response due to their distinguished ability to produce
cytokines. CD4+ T cells can be divided into functionally different subsets based on
their cytokine profile (Mosmann and Coffman, 1989). These subsets are, currently,
Thl, Th2, Th3, Th1l7 and Treg (Serrano, 2009). Thl cells mediate the response
against intracellular pathogens and synthesize mainly IFN-gamma and IL-2,
playing an important role in the activation of macrophages. Th2 cells mediate the
response against extracellular parasites, produce mainly IL-4, IL-5 and IL-13, and

are critical in the establishment of humoral immune response. In humans, both Th2



128

and Thl cells release IL-10, a cytokine that mediates a self-regulating response in
these cells. Th17 lymphocytes are related to the immune response against
pathogenic extracellular bacteria and fungi, as well as autoimmune diseases,
synthesizing mainly IL-17. Treg cells act by regulating the immune response via
the synthesis of TGF- and IL-10. Th3 cells are lymphocytes that secrete TGF-,
playing a special role in oral tolerance (Mosmann and Coffman, 1989; Fukaura et
al, 1995; Harrington et al, 2005; Serrano, 2006).

Some studies in humans and in animal models have suggested a
concomitant occurrence of Thl and Th2 response in periodontal disease (Petit et
al, 2001; Berglundh et al, 2002). While Thl response would act in maintaining the
inflammation, Th2 cytokines would be important in inducing a response by B cells
(Yamamoto et al, 1997). In a study evaluating biopsies from patients with
aggressive periodontitis, it was shown that the frequencies of CD3+ cells were
significantly lower compared to healthy individuals (33% versus 61.1%,
respectively). The presence of CD4+ cells was also low as compared to patients
without periodontitis (8.5% versus 29.2% in healthy patients (Suarez et al, 2004).
Other authors have shown that LPS from P. gingivalis induced a greater release of
IL-1B, PGE2 and IL-10 by antigen-presenting cells in human gingival tissues with
chronic periodontitis (Pulendran et al, 2001). Thus, there appears that
periodontopathic bacteria contribute for the host’s inability to sustain an immune
response mediated by Thl cells in periodontitis, which may facilitate the

progression of the disease (Gemmell et al, 2007). Recently, a study showed
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elevated levels of mMRNA for IL-17, a cytokine synthesized by Th17 lymphocytes, in
gingival tissues with chronic periodontitis, in humans (Cardoso et al, 2009). The
presence of Treg cells has been shown in lesions derived from chronic
periodontitis patients, suggesting a role for these cells in modulating the local
immune response through the expression of IL-10 as well as TGF-beta (Cardoso et
al, 2009). The expression of mRNA of IL-5 and IL-6, but not IL-2 and IL-4, was
detected in gingival cells from patients with CP by RT-PCR (Fujihashi et al, 1996).
However, analysis of IL-4 expression by CD4+CD45RO+ cells showed a higher
frequency in lesions from CP patients as compared to healthy individuals
(Yamazaki et al, 1994). Yamazaki et al. (1996) showed that the level of IFN-y was
higher in circulating cells than gingival cells in periodontitis patients, while the
expression of MRNA for IL-12 and IL-13 did not change when comparing blood and
lesions. However, the expression of IL-10 was higher in the gingival cells than
blood. Lima et al. (2011) demonstrated that although mononuclear cells from
chronic and aggressive periodontitis patients display a mixed inflammatory and
anti-inflammatory cytokine profile, the cellular sources of these cytokines are
different in patients with distinct clinical forms. Thus, a clear dichotomy towards a
particular CD4 T cell subpopulation is not observed in periodontal disease,
suggesting the concomitant occurrence of inflammatory and anti-inflammatory
cytokines in periodontal lesions, gingival crevice flow, gingival cells and circulating

cells from periodontitis patients. Given that periodontal disease is associated with a
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complex immune response, it appears that a disruption of balance in the immune

response may contribute to the onset and progression of periodontal damage.

Periodontal bacteria play a key role in the immune response during the
development of periodontal disease. P. gingivalis, a microorganism known to be
associated with advanced periodontitis, has been involved in several pathways
which may lead to periodontal disease. LPS of P. gingivalis induces an immune
response with characteristics of Th2 cells, with high IL-13 synthesis, IL-5 and IL-10,
but relatively low levels of IFN-gamma (Mahanonda and Pichyangkul, 2007). In
addition, its bacterium fimbriae inhibit the synthesis of IL-12p70 by antigen-
presenting cells (Hajishengallis et al, 2007). LPS from Aa, another microorganism
associated with aggressive periodontitis, can induce an altered response in
macrophages by tempering with cytokine secretion (Tanabe et al, 2008). Moreover,
recent study has shown that Aa induces the expression of the NLRP3
inflammassome, important for the production of inflammatory cytokines
(Belibasakis and Johansson, 2012). Peptidoglycan isolated from T. denticola
induces the release of cytokines IL-183, IL-6 and TNF-a in U937 cells (leukemic
mononuclear cells) (Tanabe et al, 2008). Thus, there seems to be evidence that
periodontopathogenic microorganisms play a fundamental role in establishing the
profile of the immune response in periodontal disease and their components are
able to orchestrate, to some extent, the expression of cytokines, which, in turn,

participate in disease control or progression.
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Given the fact that active immunoregulation and tissue destruction are
important aspects in periodontal disease, an association between this condition
and autoimmunity has been proposed. Reports have demonstrated the presence of
elevated levels of antibody to collagen in sera, or of anti-collagen antibody-
producing cells in tissue, of patients with periodontal disease (Ftis et al, 1986;
Peng, 1988). Moreover, antibodies to self-antigens, such as collagen type |, host
DNA, laminin, fibronectin, and desmosin have been shown in both chronic and
aggressive periodontitis (Anusaksathien et al, 1992 a,b; Govze and Herzberg,
1993; De-Gennaro et al, 2006; Koutouzis et al, 2009). Sera from patients with
aggressive periodontitis showed high levels of antibodies against collagen type |
and collagen type lll, in both native form, as well as post-translationally modified
forms, as compared to patients with gingivitis or chronic periodontitis (Hendler et al,
2010). Autoimmune conditions such as rheumatoid arthritis are characterized by an
immune-mediated bone destruction. In experimental arthritis, alveolar bone loss
was exacerbated when animals were concomitantly infected with Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, suggesting a close interaction between these two
conditions (Queiroz-Junior et al, 2012). Moreover, IL-17 has been shown to be
correlated with bone destruction in periodontal disease as well as in autoimmune
arthritis in humans (Moutsopoulos et al, 2012; Péllinger et al, 2011). Thus,
although periodontal disease and autoimmune diseases display distinct ethiology,
they share some immunoregulatory aspects, which are associated with the

pathologic expression in both diseases, which is bone loss. It is tempting to
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hypothesize that alternative immune-based therapies for treatment for periodontal
disease may also ameliorate autoimmunity. However, further studies need to be
developed to test this possibility.

Another interesting aspect is the participation of fibroblasts in the
establishment of the cytokine microenvironment in periodontal disease. These
cells, classically involved in collagen and extracellular matrix synthesis, are also
capable of secreting cytokines and indeed do so, displaying an immunological
activity as well (Graves, 2008). Recent studies have shown that these cells not
only produce but also are activated by inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-
1 (Sawada et al, 2013). Thus, understanding the role of fibroblasts in influencing
the immune response, and also how these cells participate in the interplay with
other local cells and their products, will be critical for the control of periodontal
disease.

In addition to the influence of the periodontopathic bacteria and their
products, cytokine expression is also influenced by host genetic characteristics
such as gene polymorphisms and DNA methylation. These important subjects
have been reviewed by us, discussing the association of different gene
polymorphisms and methylation patterns with the different forms of periodontal
disease (Dutra et al, 2009; Gomez et al, 2009). The identification of gene
polymorphisms that can serve as susceptibility markers to periodontal disease is of
particular interest, as it may provide means of identifying susceptible groups and,

thus, allow for the introduction of early care and preventive measures. Moreover,
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polymorphisms in cytokine genes may help identify cytokines that are important for
immunoregulation, providing insights towards the identification of new targets for
immunomodulatory interventions.

Figure 1 shows a model for the interaction between cells, bacterial products
and cytokines and the establishment of periodontal disease.

Immunomodulatory interventions as preventive measures of periodontal
disease

One of the challenges to propose immune-based interventions to prevent
periodontal disease is the fact that interventions that inhibit certain cytokines may
pose a threat to oral health in general. For example: it is a consensus that
periodontitis is the consequence of an inflammatory reaction and, thus, the
inhibition of inflammatory cytokines seem, at first, to be a good strategy (Cekici et
al, 2014).

In fact, targeting inflammation as a strategy to control periodontitis has been
proposed by other authors (Nyman et al, 1979; Offenbacher et al,1987; Williams et
al, 1987; Jeffcoat et al, 1988; Jeffcoat et al, 1991; Howell et al, 1991; Hasturk et al,
2007; Van Dyke, 2007; Cekici et al, 2014). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
targeting cyclo-oxygenase 1- and cyclooxygenase 2-dependent pathways, inhibit
the generation of prostanoids and inflammatory mediators. Several classes of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs have been used in animal models and
humans to control inflammatory destruction in periodontal diseases (Howell, 1993).

Dogs with ligature-induced experimental periodontitis that were treated daily with
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Indomethacin showed delay in the onset of disease and decrease in alveolar bone
loss, as evaluated by histological and radiographic methods (Nyman, et al, 1979).
Flurbiprofen, a derivative of propionic acid, showed a statistically significant
inhibition of attachment loss, gingival inflammation, and bleeding on probing in
non-human primates with natural and ligature-induced periodontal disease
(Offenbacher et al,1987). Similar results using flurbiprofen were observed in dogs
with experimental periodontal disease (Wililams et al, 1987). In human,
flurbiprofen significantly decreased the rate of bone loss as compared to placebo
group (Jeffcoat et al, 1988). Treatment in patients with periodontitis for 3 months
with naproxen, a nonsteroidal anti-inflammatory drug more potent than flurbiprofen,
decreased significantly bone loss as determined by standardized digital
radiography, when compared with placebo (Jeffcoat et al, 1991). Another
nonsteroidal anti-inflammatory drug, piroxican, was utilized locally in experimental
gingivitis in dogs. The gingival index, bleeding sites, and biofilm formation were
significantly lower than in the group treated that placebo (Howell et al, 1991).
Recently, it has been showed that products of omega-3 (i.e resolvins) have similar
biologic activity to lipoxins, natural proresolvin inflammatory molecules. Resolvins
stimulate the resolution of inflammation through multiple mechanisms, including
preventing neutrophils recruitment, fagocytosis of apoptotic neutrophils and tissue
clearance (Hasturk et al, 2007; Van Dyke, 2007). These papers suggested that the
control of inflammation has been focusing on the use of pharmacologic agents that

inhibit proinflammatory mediator pathways. However, by inhibiting inflammatory
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cytokines such as TNF-alpha, IFN-gamma, IL-1 and IL-6, important functions
related to bacteria control such as phagocytosis and cytolytic functions, can be
decreased (Flynn, 2004). As a consequence, the growth of periodontopathic
bacteria would alter the oral flora, leading to other local and systemic health issues.
Similarly, the use of other anti-inflammatory drugs could help but would have to be
used only temporarily. Thus, its discontinuation could lead to an even more
exacerbated inflammation in response to changes in the flora. As mentioned, the
desirable interference to prevent periodontal disease would have to be a molecule
that has immunological effects of controlling inflammation but, at the same time,
keeping potentially pathogenic bacteria in check. We will discuss the use of N-
acetyl cystein, a molecule that modulates intracellular GSH levels and influences
several cellular functions, as a possible candidate for such intervention.

Glutathione (GSH) is a tripeptide thiol found free in the cytosol of all animal
cells. It consists of 3 essential amino acids: glutamic acid, glycine and cysteine.
Glutathione plays a key role in important cellular functions, mainly the protection
against the toxic effects of reactive oxygen species (ROS) and modulation of
immune response. Low levels of GSH have been associated to chronic diseases
and AIDS (Drbge and Breitkreutz, 2000; Rahman and MacNee, 2000; Bilzer and
Lauterburg, 1991).

A decrease in the activation of human neutrophils was observed using an
enzyme that inhibits the synthesis of GSH (BSO-buthionine sulfoximine), leading to

a rapid depletion of GSH in the cells (Bilzer and Lauterburg, 1991). Similarly, BSO
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depleted GSH in lymphocytes, leading to a partial activation of these cells. Blastic
transformation was observed after full restoration of GSH levels. Moreover, the
presence of either non-detectable levels as well as high levels of intracellular GSH
may affect the proliferation of CD4+ and CD8+ (Kinscherf et al, 1991).
N-acetyl-cysteine (NAC) is a variant of acetylated cysteine that is converted
to cystein, a metabolite critical for GSH synthesis. NAC acts in several host
systems. NAC suppress the cytokine-stimulated expression of VCAM-1, inhibiting
leukocyte adhesion (Marui et al, 1993). Activation of NF-kB in response to a variety
of signals (IL-1, TNF, H202) can also be inhibited by NAC, regulating cytokine
production. Moreover, NAC inhibits RANKL, preventing osteoclastic differentiation
and bone resorption (Zafarullah et al, 2003; Amore et al, 2013). Figure 2 shows
some possible mechanisms of action for NAC, with regards to immunoregulation
and pathology in periodontal disease. The proliferative response and activity of
lymphocytes, as well as activation of macrophages, are strongly influenced by
small changes in extracellular concentrations of cysteine (Drége et al, 1991,
Rocha-Vieira et al, 2003; Kato et al, 2008). Therefore, therapeutic strategies aimed
at increasing intracellular levels of GSH using NAC in the prevention and treatment
of chronic diseases has been proposed. A summary of the diseases and models
using NAC as a treatment or preventive measure is shown in table 1. NAC has
been used in several human diseases (listed in table 1) and the results show a
promising role for this molecule in disease control/treatment. As examples,

protective effects of NAC have been described in experimental and clinical
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respiratory disorders. Oral NAC has been employed as a mucolytic agent for use in
chronic bronchitis, and its use showed a decrease in the deterioration in chronic
obstructive pulmonar disease and idiopathic pulmonary fibrosis in patients (Stiksa
et al, 1992; Demedsts et al, 2005). In chronic diseases such as HIV, NAC improved
CD4 ratio and NK cell activity (Herzenberg et al, 1997; Breitkreutz et al, 2000). In
experimental models of parasitic diseases, it has been shown that NAC partially
restored CD4/CDS8 ratios in Trypanosoma cruzi infection (Guevara et al, 2000), and
delayed lesion development in Leishmania major infection (Rocha-Vieira et al,
2003). In other conditions associated with periodontal disease pathology, NAC
regulated the immune response induced by LPS and suppressed LPS-induced
cytokines IL1-B, IL-6, IL-8 and TNF-a in human gingival fibroblasts (Kim do et al,
2007). With regards to bone metabolism, NAC accelerated the bone regeneration
(Yamada et al, 2013), improved bone regeneration using inorganic biomaterials
(Yamada et al, 2010), and decreased alveolar bone loss in a model of periodontal
inflammation (Toker et al, 2009).

Evaluation of the effects of GSH depletion in mice has demonstrated that
depletion inhibited the production of Thl-associated cytokines leading the
response to Th2-associated cytokines. However, after restoring the GSH level with
NAC there was a return to the pattern of Thl response (Peterson et al, 1998).

The role of NAC in modulating the immune response in parasitic diseases
has been studied by our group. Assessing the immune response of susceptible

mice infected with Leishmania major, ingesting daily doses of NAC before being



138

infected, there was a high frequency of cells producing IFN-gamma and TNF-a in
mice treated with NAC. Thus, there seems to be a better immune response in the
animals, probably associated with more efficient macrophage activation. However,
a complete profile change from Th2 to Thl response was not observed.
Interestingly, these animals had a delay in lesion development, suggesting a
protective role of the NAC in this model (Rocha-Vieira et al, 2003).

In models associated with periodontal disease the role of NAC has also
been studied. One study evaluated the expression of IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a and
MMP-2 induced by LPS of Aa and P. gingivalis in the absence or presence of
NAC-treated gingival fibroblasts in culture (FG). The results showed that FG had
significantly increased levels of ROS in the presence of LPS Aa and P. gingivalis.
NAC suppressed spontaneous and LPS-mediated ROS expression. Furthermore,
NAC decreased the expression of mRNA for pro-inflammatory cytokines.
Moreover, NAC significantly decreased synthesis and activation of MMP-2 in the
presence and absence of LPS (Kim do et al, 2007). In diabetic rats systemically
treated with NAC, the bone loss in experimental periodontitis was significantly
decreased (Toker et al, 2009). In repeated infections with P. gingivalis in the
peritoneal cavity of mice, there was not an increase in the levels of GSH, which
was associated with a Th2-dominant condition, retarding the elimination of P.
gingivalis. On the other hand, the increase in GSH levels was associated with an
increase in bacterial elimination (Kato et al, 2008). Reduced GSH is able to

promote the reduction of intracellular ROS. For this, reduced GSH is oxidized
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binding to other GSH molecule, and releasing water. This dimeric form of GSH,
GSSG (oxidized GSH), can be reduced back to GSH by the enzyme GSH
reductase via NADPH. Increased levels of GSSG are correlated with oxidative
stress (Meister, 1994). Altered levels of GSSG can be observed in the gingival
crevicular fluid in chronic periodontitis (Borges et al, 2007).

The mechanism by which NAC may interfere with GSH levels in periodontitis
is not clear. However, the benefits of NAC use and GSH modulation is increasingly
shown to be effective against bone loss and, thus protection to periodontitis.
Amongst the advantages of NAC are the facts that it is approved for human use,
does not present side effects and has shown to have effects in modulating the
immune response and controlling oxidative stress. Thus, the use of this and other
immunomodulators merit further studies to prevent periodontal disease.
Conclusions:

The pathogenesis of periodontal diseases is complex. Changes in the
immune response have been associated with the onset and development of
periodontal disease. The immune response is an important factor in the control of
subgingival biofilm, bacterial sub-products, and healing process. However, in some
situations individual immune response is unregulated, resulting in altered level of
cytokines, high level of the proteases and decoy to osteoclast differentiation,
leading to a progressive and cumulative tissue damage and destruction of

periodontal apparatus.
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The ideal prophylactic will be one that combines the induction of an effective
immune response but without massive periodontal destruction, controlling
periodontal bacteria and antigens and promoting a return to homeostasis. From
this point of view, therapeutic strategies aiming to aid to an effective and controlled
immune response is, currently, something to be achieved on periodontal
therapeutics. GSH may to be one these key molecules that can change the profile
of the immune response in periodontitis. Since periodontal diseases are chronic
process, therapeutic strategies using NAC systemically but also locally to increase
GSH in periodontal tissues is a possible alternative that would benefit millions of
people already affected or at risk of developing periodontal disease.
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Legends:

Figure 1 - Proinflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1B3, IL-6 and IL-17
produced by different cell types can induce a breakdown in the balance of RANKL
by activating osteoclasts and promoting bone resorption. Cytokines such as IFN-y,
IL-10 and IL-4 are capable of controlling directly or indirectly the production of
RANKL by decreasing osteoclast activation. Also, changes in the balance of
inflammatory cytokines and PGE-2 are capable of inducing the destruction of
extracellular matrix by MMPs and MPO. TIMPs and TGF-beta can control the
destruction of the extracellular matrix. Thus, factors that modulate the expression
of these cytokines and effector molecules may be beneficial for the development of
periodontal disease.

Figure 2 — Possible mechanisms of action for NAC in immune regulation and
pathology in periodontal disease. Cytokines (i.e. TNF-a and IL-1B8) and ROS are
increased during the development of periodontal disease and act by stimulating
NF-kB nuclear translocation, which is critical for the expression of pro-inflammatory
mediators as well as RANKL. NAC modulates bone reabsorption and immune
response through its direct and indirect (via inhibition of inflammatory cytokine

expression) effects in inhibiting NF-kB activation.
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Tablel: Use of N-acetyl cysteine in several diseases and experimental models with

clinical and/or laboratorial significance

Model/Disease

Host

Finding

Reference

Chronic obstructive
pulmonar disease

Human

NAC decreased the
deterioration of lung
disease

Stiksa et al,
1992

TNF-a expression

Mice

NAC protected against
LPS toxicity and inhibited
the increase of TNF-a
levels in LPS-treated mice

Peristeris et al,
1992

Bacterial phagocytosis

Human

NAC improved bacterial
activity of both alveolar
macrophage and PMNs.
Moreover, NAC protected
cell death in this cells

Oddera et al,
1994

HIV

Human

Oral NAC supplementation
restored GSH levels and
improved human survival

Herzenberg et
al, 1997

Influenza

Human

Oral NAC decrease clinical
influenza symptoms and
the cell-mediated immunity
was improved about
influenza seasons

De Flora et al,
1997

T-lymphocyte
activation

Mice

NAC restored GSH levels
and Thl cytokines
response after GSH
depletion

Peterson et al,
1998

Human
disease

chagas

Mice

NAC showed a protective
effects against
Thypanosoma cruzi
partially restoring
CD4/CD8 ratios

Guevara et al,
2000

HIV

Human

Oral NAC supplementation
increased NK cell activity

Breitkreutz et
al, 2000

Leishmania
infection

major

Mice

Increase of GSH levels by
NAC lead to delayed
lesions and concurrent
increase in inflammatory
cytokine production

Rocha-Vieira et
al, 2003

Idiopathic
fibrosis

pulmonary

Human

NAC showed
deterioration in

less
lung

Demedts et al,
2005
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function over one year

Leucocyte adhesion

Human

NAC attenuates the
increased expression of
CD11b in either LPS or IL-
8-stimulated

Nandate et
2005

Acute pancreatitis

Rats

NAC reduced the
pancreatic  injury  and
enhanced the producing of
IL-10 in acinar cells

Ramudo et
2005

Immune response

Human
gingival
fibroblasts

NAC suppressed LPS-
induced cytokines IL1-B,
IL-6, IL-8 and TNF-a

Kim do et
2007

Ischemic reperfusion

injury

Pigs

NAC reduced inflammatory
reaction during the warm
ischemic phase

Geudens et
2008

Preterm labor

Rats

Pretreatment with NAC
decreased  inflammatory
effect of LPS-induced
TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y,
prostaglandin-2 and
cyclooxygenase-2 in the
placenta

Paintlia et
2008

Alveolar bone loss

Rats

Systemic NAC decreased
alveolar bone loss

Toker et
2009

al,

Cystic fibrosis

Human

NAC increased cellular
GSH in induced sputum

Dauletbaev
al, 2009

et

Type 1l diabetes

mellitus

Human

Oral NAC therapy
decreased c-reactive
protein levels

Jeremias et
2009

al,

Heterogeneous bone

graft

Rats

NAC improved bone
regeneration using
inorganic biomaterials

Yamada et
2010

al,

Healing of hard tissues

Rats

NAC recovered gingival
fibroblasts and prevented
suppression of alkaline
phosphatase activity in
culture with bacteria

Yamada et
2011

al,

Oxidative  stress
osteoblasts

in

Rats

NAC in co-treatment with
H202 recovered gene
expression of collagen
type |, osteopontin and
osteocalcin

Ueno et
2011

Brain injury

Rats

NAC prevented nuclear

Thakurta et

al,
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translocation of NF-kB and
inflammatory injury by IL-
1B, IL-6, and TNF-a

2012

Fetal inflammatory | Rats Maternal NAC attenuated | Beloosesky et
injury LPS-induced IL-6 and |al, 2013
TNF-a in the amniotic fluid
and limited LPS-induced
cellular infiltration of
leukocytes and
chemokines expression in
placenta
Type | diabetes | Rats Systemic NAC reduced | Bogdani et al,
mellitus severity of insulates 2013
Bone regerenation Rats NAC accelerated the bone | Yamada et al,
regeneration 2013
Skin tumorigenesis Mice NAC decreased cell | Pal et al, 2013
proliferation probably
inhibiting MAPKs and NF-
kB signaling
Extracellular matrix | Enzymatic | NAC inhibited | Sunitha et al,
regeneration assay hyaluronidase 2013
Oxidative DNA | Human NAC reduced oxidative | Marthandan et
damage DNA damage in CD4 T |al, 2013

cells
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Abstract

Background: The destruction of periodontal tissue is characterized by an intense
local immune/inflammatory response. The aim of this study was to evaluate
whether N-acetyl cysteine (NAC), an immune modulatory molecule, would prevent
alveolar bone loss and modulate the immune response in experimentally induced
periodontal disease (PD) in mice.

Methods: C57Bl/6 mice infected with Aggregatibacter actinomycetemcomitans
were treated daily with NAC. Animals were euthanized forty-eight hours and 45
days after infection. We measured systemic GSH, as well as the oxidized form,
GSSG. Maxillae were evaluated by morphometric analysis to determine alveolar
bone loss, and by colorimetric analysis to evaluate myeloperoxidase activity.
Cervical lymphonodes were processed for flow cytometric analysis of
proinflammatory cytokine (TNF-alpha, IL-6, IL-17 and IFN-gamma) and IL-10
expression.

Results: Aggregatibacter actinomycetemcomitans infection significantly increases
alveolar bone loss and myeloperoxidase (MPQO) activity. Moreover, bacterial
infection was accompanied by augmented the expression of the proinflammatory
cytokines TNF-alpha and IL-17, and significantly decreased the modulatory

cytokine IL-10. NAC treatment significantly protected against alveolar bone loss.

This clinical data was associated with decreased MPO activity, Iand restored Ievelsl Comentado [T2]: Acho pouco claro desta forma como
esta escrito

of total GSH and GSSG. In addition, NAC significantly modulated proinflammatory

cytokine expression and restored the expression of the modulatory cytokine IL-10.
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Conclusions: NAC showed a significant capacity to modulate the immune
response and prevent alveolar bone loss in a model of Aggregatibacter

actinomycetemcomitans-induced PD in mice.

Key words: Periodontal disease, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, N-

acetyl cysteine, Immunomodulation, Cytokines
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Introduction:

The destruction of the periodontal tissue (periodontitis) is characterized by
an intense local inflammatory response triggered by antigens from periodontal
bacteria present in the subgingival biofilm. In some patients, deregulation of
production of inflammatory mediators in the periodontal tissues (such as pro-
inflammatory cytokines IL-13, TNF-alpha and IL-17) produces an increase in the
expression of certain peroxidases (i.e. myeloperoxidase - MPO) and proteases (i.e.
matrix metalloproteinases - MMPs), as well as of molecules related to bone
homeostasis (RANK-RANK-L), which promote the destruction of the extracellular
matrix and activates osteoclasts to degrade the alveolar bone!l.

Recent studies have suggested that the control of the immune and
inflammatory periodontal response may act to prevent the onset and development
of periodontal disease?3# such as in aggressive periodontitis, where there is a
failure to return to tissue homeostasis in the presence of the bacterium
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)?23.

Glutathione (GSH) is an intracellular tripeptide present in eukaryotic cells
and acts primarily to protect against the toxic effects of reactive oxygen species
(ROS) through its redox activity>. GSH plays an important role in modulating the
immune response through an initial shift to a profile related to Thl T cells
cytokines®, as well as control of NFkB activity’. Moreover, low levels of GSH have
been associated with chronic diseases such as cystic fibrosis, Idiopathic pulmonary

fibrosis, AIDS and periodontal disease (PD)810, It has been shown that high levels
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of oxidized glutathione (GSSG) is an indicative of oxidative stress®, and biopsy of
gingival tissue from patients with periodontitis have demonstrated higher levels of
GSSG than patients without (PD)21.

N-acetyl cysteine (NAC) is an acetylated cysteine variant, which is
converted into metabolites capable of stimulating the synthesis of GSH. The
systemic use of NAC has been associated with the prevention and protection of
chronic diseases!?13, In gingival fibroblasts culture, NAC decreased mRNA for
inflammatory cytokines in the presence of LPS from Aa and Porphyromonas
gingivalis'4. In addition, systemic NAC was able to decrease ligature-induced
alveolar bone loss in rats!®>. While treatment for PD is available, the disease is
recurrent, and given its local and systemic effects in general health, prevention of
its establishment is still the best strategy. Thus, finding effective preventive
measures that are safe and cost effective is critical.

Given the immunomodulatory effects of NAC, as well as its protective
activity in several diseases, the aim of this study was to evaluate whether systemic
NAC would prevent alveolar bone loss and modulate the immune response by
interfering with the expression of cytokines IL-10, TNF-alpha, IL-17, IL-6 and IFN-
gamma, as well as MPO, in murine PD induced by Aa. Our results showed that
NAC treatment decreases bone loss and modulates the inflammatory response in
infected mice. These results may suggest the use of NAC as a preventive measure

to PD.
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Materials and methods

Animals

Five-week-old male C57BL/6 mice were used in this study. The animals
were kept under standard conditions in the Department of Morphology, Federal
University of Minas Gerais (UFMG), Brazil. The experimental design used in this
study was approved by the institutional ethics committee for animal
experimentation (CETEA / UFMG), under the protocol number 135/11.
Experimental periodontitis:

Periodontal disease was induced in mice as described previously6.17.
Briefly, induction of periodontal infection was carried out by oral inoculation of
1x10° CFU of the periodontopathogen Aggregatibacter actinomycetemcomitans
strain  Y4" in 100 pl phosphate buffered saline (PBS) with 1.5%
carboxymethylcellulose (CMC) plus inoculation of 10 pl of the same inoculum in
PBS on the palate between first and second molars, three times every 48 hours
(on day 0, 2 and 4). Mice were euthanized and evaluated 48 hours and 45 days
post the last infection. Negative controls included sham-infected mice.

NAC treatment:

Forty mice were divided into 4 groups: control group, NAC group (NAC
treatment but no Aa-induced infection), infected group (Aa-induced infection) and
infected plus and NAC treatment group. Two days before induction of experimental
PD, the mice treated with NAC started a regimen of 400mg/Kg day NACT

consumption in water, according to a previous study from our group!2. The control
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and infected groups received water only. The water was changed daily throughout
the course of the trial and the mean consumption was recorded.
Quantification of alveolar bone loss

After 45 days of initial Aa infection, maxillae of five mice/group were
evaluated morphometrically for the area of alveolar bone loss in the palatal aspect
of the first upper molar using software to image processing and analysist as
described?®17, Right hemi-maxillae was dissected and possessed in 10% hydrogen
peroxide two times to remove soft tissue. Then, the sample was immersed in 1%
methylene blue to stain the cement-enamel junction. In further experiments, the left
hemi-maxillae were collected and store at -20°C until the MPO immunoenzymatic
assay.
Evaluation of myeloperoxidase (MPO)

The neutrophil enzyme marker MPO were quantified colorimetrically
(absorbance of 450nm) by enzymatic reactions as described previously?8.
Total GSH, reduced GSH and GSSG in peripheral blood serum

Peripheral blood from four mice per group was collected in heparinized
tubes under anesthesia and analgesia with ketamine and xylazine 48 hours after
the last infection. The samples were immediately transferred to Eppendorf tubes
and 5% metaphosphoric acid$, in the proportion of 1:1 (metaphosphoric acid /
whole blood) was added. The samples were incubated for 5 minutes. Then, the
samples were centrifuged at 10000g for 5 minutes and the supernatant was

collected. The evaluation for the total GSH and GSSG was performed using a
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detection kit for total GSH and GSSG according to the manufacturer!. Samples
were analyzed in a spectrophotometer with absorbance at 412nm. To quantify
reduced GSH, we subtract the total GSH by GSSG.
Flow cytometry analysis of IL- 10, IL- 6, TNF- alpha, IL -17 and IFN- gamma

To assess cytokine expression by cells from cervical lymphonodes, five
animals per group were euthanized 48 hours after the last infection. The
lymphonodes were macerated in ice to extract cells. Subsequently, the cells were
centrifuged at 5009 for 8 minutes and resuspended in 1 ml of cold RPMI. The cells
were counted and seeded in 96/wells plate at the concentration of 2x 105 cells per
well. Then, the samples were processed to stain for surface molecules and
intracellular cytokines for flow cytometry, as described previously8. FITC
conjugated anti-mouse CD4 and CD8, as well as PE conjugated anti-cytokine
antibodies' (IL-10, TNF-alpha, IFN-gamma, IL-17, IL-6) were used for the straining.
After fixation, samples were transferred to tubes, read in flow cytometer? and
analyzed in appropriate software™.
Data analysis

Data are presented as mean + SD and the statistical significance was
detected by analyses of variance (one way ANOVA), followed by Tukey posttest
analysis or T testtt. Statistically significant differences were considered when

results showed p < 0.05.

Results:
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Systemic NAC treatment decreased alveolar bone loss in experimental model
of periodontitis

The alveolar bone loss is an indication of PD induced by Aa in this model*®.
The results showed that mice infected with Aa had a clear bone loss when
compared with the control group (Figure 1 — C versus | - p <0.05). Mice infected
and treated with NAC systemically showed significant reduction in bone loss when
compared to infected group (Figure 1 — NI versus | - p <0.05).
Systemic NAC decreases the activity of myeloperoxidase in maxillae

Given myeloperoxidase (MPO) activity is an important indicator of neutrophil
recruitment and PD2021 we measured its levels in the maxillae of mice submitted
to treatment with NAC. As expected, the infected group showed a significant
increase in MPO activity as compared to the control group (Figure 2). Although
MPO was higher in NAC treated group as compared to control, NAC treatment was
able to significantly reduce MPO as compared with infected group.
Effects of systemic NAC in total GSH, reduced GSH, and GSSG from
peripheral blood

Changes in the amount of total GSH, reduced GSH, GSSG, and ratio
GSH/GSSG are indicative of oxidative stress®. To assess whether infection with Aa
and NAC treatment can alter GSH, we investigated the levels of this tripeptide and
the different forms (above mentioned) in the peripheral blood of mice submitted to
the different treatment. Initially, we defined a GSH curve to quantify total GSH,

reduced GSH and GSSG. There was no significant difference in reduced GSH
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between groups (data not shown). The total GSH was significantly different
comparing infected vs. infected plus NAC groups (Figure 3a).

Interestingly, GSSG was also significantly reduced upon treatment of

infected animals with NAC (Figure 3B), demonstrating a disruption in the redox
state in infected mice. We did not observe a statistical difference in the GSH/GSSG
ratio between groups (data not shown).
Systemic NAC treatment of infected animals modulates the expression of the
inflammatory cytokines TNF-alpha, IL-17 and IFN-gamma, as well as of the
anti-inflammatory cytokine IL-10 in lymphocytes and antigen presenting cells
populations

To evaluate the ability of NAC to modulate the immune response through
changes in cytokines, we investigated the frequency of cells expressing the
inflammatory cytokines TNF-alpha, IL-17, IL-6 and IFN-gamma, and the
modulatory cytokine IL-10 by CD4* and CD8* T lymphocytes, as well as by
antigen-presenting cells of cervical lymphonodes. The data showed no significant
differences in the frequency of IL-6+ cells for all groups (data not shown). The
frequency of total lymphocytes, as well as CD4+ lymphocytes expressing TNF-
alpha was significantly higher in infected group as compared to the control group
(Figure 4A). However, treatment with NAC significantly reduced TNF-alpha in total
lymphocytes, CD4* T lymphocytes and antigen-presenting cells compared to
infected non-treated group, showing that NAC restores the levels of TNF-alpha to

those observed in control group (Figure 4A).
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There was no statistical difference in the frequency of IFN-gamma-
expressing cells amongst total lymphocytes and CD4* T lymphocytes between
different groups. However, IFN-gamma expression by CD8+ lymphocytes was
significantly reduced after infection, but not altered if mice were treated with NAC
prior to the infection (Figure 4B).

IL-17 expression was significantly higher in total lymphocytes from infected
group compared with control and NAC treated groups (Figure 4C). Similarly, there
was a significant increase in CD4* IL-17* cells in infected group compared to the
uninfected groups. Interestingly, NAC was able to negatively modulate IL-17 by
total lymphocytes and CD4* IL-17* T lymphocytes of infected, NAC treated group,
when compared with infected group (Figure 4C).

Interestingly, NAC has effects on the levels of the modulatory cytokine IL-10,
both at the frequency of cells expressing this cytokine, as well as the intensity of
expression on a cell-per-cell basis (Figure 5). Infected groups significantly
decreased the frequency and mean intensity of expression of IL-10 compared with
the control group in antigen-presenting cells (Figure 5A and B). However, this
pattern was restored to normal levels in NAC-treated infected mice (Figure 5A and
B). Moreover, NAC increased significantly the frequency of IL-10 expression by
total lymphocytes and CD4* T lymphocytes in NAC-treated infected mice when
compared with infected group (Figure 5A and B).

Comparing the ratio of modulatory cytokine IL-10 with inflammatory cytokine

TNF-alpha in antigen-presenting cells, total lymphocytes and CD4* T lymphocytes,
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we observed a significant shift towards and anti-inflammatory profile in NAC-
treated infected mice when compared with the infected group, due to the increase
in IL-10 and decrease in TNF-alpha expression in the NAC treated infected mice.
(Table 1).

Discussion

Periodontal tissues, once challenged by the bacteria of the subgingival
biofilm, may develop an intense and uncontrolled immune response that can result
in the onset and development of periodontitis’2. Chronic inflammation is a
characteristic of periodontitis, where a failure to return to homeostasis favors the
release of inflammatory mediators such as MPO, MMPs and RANKL that degrade
both the soft and hard periodontal tissuel. Currently, researches are focused on
alternatives that may promote the control of periodontal immune/inflammatory
response and the return to tissue homeostasisz4. Thus, while an effective immune
response is important in periodontitis, we believe that it must be controlled and
protective.

In this study, we evaluated the effects of NAC treatment modulating the
inflammatory response in an experimental model of PD. Experimental models are
essential tools to study the effects of adjunctive hew therapies how they affect the
host response in the course of infections. The murine experimental model of PD
used in this work is an interesting model as it allows for the development of
disease while it does not use external agents (i.e. ligature) that may influence the

local immune response?®.

Comentado [T3]: Eu colocaria algo assim pq o
tratamento convencional da DP tem de ser mantido
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NAC is an acetylated cysteine with anti-oxidant properties that is able to
raise the levels of GSH and has been used clinically in humans and experimental
models of chronic diseases, toward their control and/or treatment!213, Our group
demonstrated that systemic NAC was able to significantly reduce injury resulting
from infection with Leishmania major in susceptible micel2. Also, systemic NAC
was able to significantly decrease bone loss in ligature-induced alveolar bone loss
in rats'>. Changes in GSH levels, which can be affected by NAC, have been
correlated with chronic diseases, including PD&0, Reduced GSH is able to
promote the reduction of intracellular ROS. During this process, reduced GSH is
oxidized binding to other GSH molecule, and releasing water. This dimeric form,
GSSG (oxidized GSH), can be reduced back to GSH by the enzyme GSH
reductase via NADPH. Increased levels of GSSG are correlated with oxidative
stress®. These altered levels of GSSG can be observed in the gingival crevicular
fluid in chronic periodontitis1!. In this study, we observed a significant decrease in
GSSG upon treatment of mice infected with Aa with NAC. These data suggest that
NAC is reducing the oxidant stress in these animals and agrees with other findings
who demonstrated that in vivo treatment of rats with NAC reduced primary
inflammatory events and was also associated with a decrease in GSSG?22. Thus,
this leads us to understand that NAC helps to reduce oxidative stress in peripheral
blood in this model.

This is the first study evaluating the effects of NAC modulation in

experimental PD induced by periodontopathogenic bacteria. Assessing the alveolar
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bone loss, our results demonstrated that NAC treatment was able to decrease
bone loss in this experimental model. The mechanisms by which NAC leads to the
reduction of alveolar bone loss are not clear, however, it is possible to hypothesize
that NAC may act indirectly controlling the production of RANKL, since NAC
regulates NFkB production, an inductor of RANKL activation23.24, Moreover, NAC is
able to reduce the RANKL induced differentiation of monocyte-macrophage into
osteoclasts?5. Alternatively, the control of bone loss can be associated with the
activity of enzymes and cytokines that can indirectly influence the inflammatory
process. In order to address this question, we evaluated the effects of NAC in the
expression of MPO and immunoregulatory cytokines.

MPO is a peroxidase produced mainly by neutrophils to degrade bacteria
and other pathogens?é. However, altered levels of MPO can generate a breakdown
on extracellular matrix?’. Elevated MPO levels in the gingival sulcus fluid has been
correlated with progressive chronic periodontitis and these levels tend to decrease
after clinical treatment128, Moreover, the -463G/A polymorphism in the MPO gene
has been associated with risk of developing aggressive periodontitis in Turkish
patients?®. In this study, we showed that MPO activity is significantly higher in the
maxilla of Aa-infected mice, which is in agreement with a previous study6.17,
However, in infected mice treated with NAC, MPO was significantly reduced when
compared with the infected, non-treated, group. Thus, NAC may be able to control,
at least in part, the destruction of the extracellular matrix in PD by controlling the

MPO activity, as a mechanism to decrease bone loss.
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Studies have shown that cytokines released by host in periodontal sites are
associated with the onset of periodontal destruction?. It has been suggested that
the progression of PD is due to a combination of factors such as the presence of
periodontal bacteria, elevated levels of inflammatory cytokines (i.e. TNF- alpha, IL -
1- B, IL- 6, and IL- 17), the production and activation of MMPs and RANKL and
relative low levels of the modulatory cytokine [L-101.30.31,

IL-6 knockout mice demonstrated less alveolar bone loss in response to
infection with Porphyromonas gingivalis compared to wildtype animals32. However,
in this present study, there was no significant difference in levels of IL-6 in cervical
lymphonodes from the mice of different groups. In agreement with our results,
another study with a similar experimental model also showed no significant
difference in IL-6 levels in serum from Aa infected and uninfected micel”.

The proinflammatory cytokine TNF-alpha has a significant relationship with
bone loss in PD1. The mechanism by which TNF-alpha induces inflammatory bone
resorption includes activation of osteoblast and stromal cells to express
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) and RANKL. In addition, it further
induces other inflammatory cytokines such as IL-6 and IL1-B to increase
osteoclastogenesis and bone resorption33. In the calvarial model in mice,
recombinant TNF-alpha accelerated the progression of bone loss34. In TNF-alpha
receptor-1-knockout mice infected with Aa, a significant reduction of bone loss and
inflammation was observed®. As opposed to the proinflammatory activity of TNF-

alpha, the anti-inflammatory activities of IL-10 have been associated with less

Comentado [T4]: Leocomo a discussdo esta muito
extensa minha sugestdo é tentar reduzir na parte dos dados
que foram negativos
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severe forms of periodontitis3. Moreover, IL-10 potently inhibits the expression of
RANKL NFATcl-induced and suppresses osteoclast differentiation and induction of
bone resorption, showing a protective potential in periodontitis33.

We observed that the infected group showed a significant increase in the
levels of TNF-alpha in total lymphocytes and CD4* T lymphocytes from cervical
lymphonodes. This result is similar to that observed by ELISA test in the maxilla of
mice infected with Aal?. In contrast, IL-10 expression by antigen presenting cells,
as well as mean fluorescence intensity of IL-10 in antigen-presenting cells and
CD4* was markedly reduced in infected group as compared with uninfected
animals. This finding is in agreement with a previous study that showed no mRNA
for IL-10 in the maxilla of mice until 15 days after infection with Aal®.

Importantly, we showed that NAC-treated infected mice significantly reduced
TNF-alpha levels in antigen presenting cells, total lymphocytes, and CD4* T
lymphocytes populations when compared to infected group. Moreover, NAC was
able to restore IL-10 levels in total lymphocytes, CD4* T and antigen-presenting
cells, to the levels observed in non-infected group. Another interesting fact was that
NAC treatment significantly increased the ratio IL-10/TNF-alpha in antigen-
presenting cells, total lymphocytes and CD4* T lymphocytes. These data together
suggest that NAC can exert a modulatory effect in the immune response during the
development of experimental periodontitis in mice, favoring the establishment of a

protective immune response.
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Despite the high levels of IFN-gamma shown to be present in inflammed
periodontal tissues, this inflammatory cytokine is considered an important cytokine
to induce the activation of macrophages to phagocytosis of pathogens, antigen
uptake, production of other cytokines, chemokines and microbicidal molecules38.
Our results showed no statistical difference in IFN-gamma in total lymphocytes and
T lymphocytes CD4* amongst all groups, as well as no significant difference in
IFN-gamma in CD8* T lymphocytes between the infected group and the control
group. However, NAC-treated infected mice showed a significant increase in
percentage and mean intensity fluorescence of IFN-gamma expression by CD8* T
lymphocytes. This can be explained by the fact that Aa can be internalized into oral
cells3” and to present antigens by MHC class | to cytotoxic CD8+ cells, increasing
IFN-gamma production by these cells, which could be important to potentiate
bacteria uptake, leading to the elimination of the pathogen and, thus, helping to
develop a protective response.

The proinflammatory cytokine IL-17 is described as an inducer of RANKLS38,
Human studies suggest its overexpression in tissue of patients with chronic
periodontitis3®40. We demonstrated, in this study, that IL-17 expression is
significantly elevated in total lymphocytes and CD4* T cells from the infected group
compared with uninfected mice. Again, NAC was able to modulate an inflammatory
cytokine profile by reducing the frequency of IL-17 in total lymphocytes and CD4+ T
cells, when compared with infected group.

Conclusions
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NAC showed a significant capacity to modulate the immune response and
prevent alveolar bone loss in an experimental model of infection with the
periodontal bacteria Aggregatibacter actinomycetemcomitans. These results
clearly show the potential use of NAC as an immunomodulatory therapy that can
help prevent and treat periodontal diseases.
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Figure legends

Figure 1 — NAC reduces alveolar bone loss in_experimental model of

periodontal disease

(@) Representative photographs of maxillae specimens of control group (C),
infected group (), and infected plus NAC 10mM treatment group (IN). | group
showed the exacerbation of alveolar bone loss (arrows), however, NAC protected
against alveolar bone loss (head arrow).

(b) Morphometric analysis of alveolar bone loss in maxillae. Infected group (I) show
significant alveolar bone loss compared to control group (C). NAC treatment
protected against alveolar bone loss in infected plus NAC 10mM treatment group
(IN). CEJ/ABC (mm2) — inter cemental-enamel junction/alveolar bone crest area in
mm2. 1,2 indicates statically differences between the groups, where similar
numbers represent the compared groups that are different. P<0.05.

Figure 2- Systemic NAC decreases MPO activity

Colorimetric analysis to the local MPO activity in the three different groups (5
mice/group). Infected group (1) show significant increase in MPO activity compared
to control group (C). Systemic NAC treatment significantly decrease MPO activity
in infected plus NAC 10mM treatment group (IN) compared with infected group (1).
123 indicates statically differences between the groups where similar numbers
represent the compared groups that are different. P<0.05.

Figure 3- NAC decrease GSSG in peripheral blood
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Colorimetric analysis of total GSH (A) and GSSG. (B) in peripheral blood of mice
submitted to the different treatment (5 mice/group). Infected group (I) show
significant increase in total GSH compared with infected plus NAC 10mM treatment
group (IN). Infected plus NAC 10mM treatment group (IN) significantly reduced
GSSG compared with infected group (1). ! indicates statically differences between
the groups. P<0.05.

Figure 4 — Effect of systemic NAC in the expression of proinflammatory

cytokines in _lymphocyte and antigen presenting cells populations from

cervical lymphonodes. Proinflammatory cytokine TNF-a (A), IFN-y (B), and IL-17

(C) expression by total lymphocytes, CD4*, CD8+ and antigen presenting cells
were analyzed by flow cytometry (5 mice/group), as described in material and
methods. Groups were: control group (C), NAC treated-non-infected group (N),
infected group (1), and infected NAC-treated group (IN). 123 indicates statically
differences between the groups where similar numbers represent the compared
groups that are different. P<0.05

Figure 5 — Effect of systemic NAC in the expression of the anti-inflammatory

cytokine IL-10 in lymphocyte and antigen presenting cells populations from

cervical lymphnodes. Percentage (A) and mean intensity of expression (MIF — B)

of the modulatory cytokine IL-10 by total lymphocytes, CD4* and antigen
presenting cells were analyzed by flow cytometry (5 mice/group), as described in
material and methods. Groups were: control group (C), NAC treated-non-infected

group (N), infected group (1), and infected NAC-treated group (IN). 1223 indicates



191

statically differences between the groups where similar numbers represent the
compared groups that are different. P<0.05

Table 1 — Ratio between IL-10/TNF-alpha

Ratio IL-10/TNF-a. NAC treatment significantly increase the ratio IL-10/TNF-a in
infected plus NAC 10mM treatment group (IN) compared to infected group (I) in

total lymphocytes, T lymphocytes CD4* cells and antigen presenting cells.
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Anexo IIl e IV: Artigos publicados: Revista Odonto Ciéncias e Brazilian Oral

Research.



