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RESUMO

A doenca periodontal (DP) pode ser caracterizada como um processo inflamatério de etiologia
infecciosa, que acomete os tecidos de suporte dos dentes. Um dos microrganismos associado a
DP é Porphyromonas gingivalis, cocobacilo Gram-negativo, anaerébio obrigatorio, residente
do biofilme subgengival e classificado como patégeno-chave na DP.Os mecanismos de
patogenicidade de P. gingivalis promovem disbiose do biofilme subgengival, o que induz uma
resposta do hospedeiro com a sintese de mediadores inflamatdrios que levam a reabsorc¢éo do
0sso alveolar. Dentre esses mediadores, esta o ligante 2 de quimiocina com motivo C-C (CCL2)
que, ao interagir com o receptor do tipo 2 para quimiocina C-C (CCR2), aumenta o
recrutamento de macrofagos para o sitio da infeccdo, que podem diferenciar-se em osteoclastos.
Assim, o objetivo deste trabalho foi padronizar um modelo experimental murino de DP
induzido por P. gingivalis e avaliar o papel de CCR2 neste processo. Para isso, camundongos
C57BI/6 foram submetidos a diferentes protocolos de infeccdo periodontal (antimicrobiano na
agua de beber, aplicacdo tdépica de gel de clorexidina 0,12% ou auséncia de manipulacdo da
microbiota), sendo inoculados com 108 UFC/mL de P. gingivalis na cavidade bucal. Apds
eutandsia em diferentes tempos experimentais, os tecidos periodontais foram avaliados
quanto a perdadssea alveolar, expressdo de citocinas e quimiocinas por ELISA, determinacdo
de neutréfilose macréfagos, avaliacdo histopatoldgica e imuno-histoquimica para neutrofilos.
Para avaliar o papel de CCR2, grupos de camundongos WT e Ccr2” foram inoculados e, apds
eutanasia em diferentes tempos pds-infeccdo, os tecidos periodontais e linfonodos cervicais
foram avaliados. A infec¢do com P. gingivalis induziu perda éssea alveolar independente do
protocolo adotado. Tal perda 6ssea associou-se ao aumento de IL-6 e nimero de osteoclastos
e diminuicdo de CXCL-1, neutr6filos e NAG. Os animais Ccr2” infectados apresentaram maior
reatividade ao estimulo bacteriano por apresentarem maior indice fagocitico in vitro e
montagem de resposta na fase aguda da doenca, o que gerou maior perda 6ssea alveolar na fase
crénica, associada ao aumento na producdo de IL-1p, CCL2 e diminuicao de IL-10 em relacdo
aos animais WT infectados. Conclui-se, entdo, que a infeccdo com P. gingivalis induz
reabsorcdo 6ssea alveolar associada ao aumento de IL-6 e que CCR2 é importante no

remodelamento Gsseo associado a DP experimental.

Palavras chave: Doenca periodontal. Porphyromonas gingivalis. Quimiocinas. CCL2.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is an infectious inflammatory process that affects the teeth supporting
tissues. One of the microorganisms associated with PD is Porphyromonas gingivalis, Gram-
negative obligate anaerobic coccobacillus resident in the subgingival biofilmand classified as
keystone-pathogen of chronic periodontitis. This bacterium promotes and maintains a dysbiosis
of the dental subgingival biofilm. Thus, in response to dysbiosis, inflammatory
osteoclastogenics mediators are produced, triggering the resorption of the alveolar bone.
Among the inflammatory mediators produced in PD is CC chemokine ligand 2 (CCL2). When
interacting with the chemokine type 2 receptor CC (CCR2), CCL2 promotes increased
recruitment of macrophages to the site of infection, which may differentiate into osteoclasts.
Thus, this study aims to standardize a murine model of PD induced by P. gingivalis and to
evaluate the role of CCR2 in this process. To that end, mice were submitted to different
protocols of periodontal infection (antimicrobial in drinking water, topical application of 0.12%
chlorhexidine gel or no manipulation of the microbiota), being inoculated with 108 CFU / mL
of P. gingivalis in the oral cavity. After 45 days, mice were euthanized, periodontal tissues
were collected and processed for analysis of alveolar bone loss. Subsequently, infection kinetics
was performed to assess the inflammatory response. Periodontal tissues were collected and
processed for analysis. To evaluate the role of CCR2, groups of WT and Ccr2 /- mice were
inoculated, and after 30 or 45 days the animals were euthanized, the periodontal tissues were
collected and processed for further analysis. WT infected mice showed significant alveolar bone
regardless adopted protocol. This alveolar bone loss is associated with an increased IL-6,
osteoclasts and decreased CXCL-1, neutrophilsand NAG production. Ccr 27~ infected mice
showed increased reactivity front the bacterial stimulus to showed a more phagocytic index in
vitro and response assembly in acute phase to lead a greater alveolar bone loss in cronic phase,
associated with an increased IL-1p, CCL2 and decreased IL-10 production when compared to
WT infected mice. These results show thatinfection with P. gingivalis induces IL-6-associated
bone resorption, as well as pointing out that CCR2 is important in bone remodeling associated

with experimental PD.

Keywords: Periodontal disease. Porphyromonas gingivalis. Chemokines. CCL2.
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1 Introducéo

1.1 Biofilme bucal

O conjunto de microrganismos comensais determina e compde a microbiota humana
(XU, WANG, ZHANG, 2015). Essa microbiota esta presente em diversos sitios, como a pele,
0 trato gastrointestinal e a cavidade bucal (HE, LI, XUE, ZHOU, 2015), em uma relagéo de
simbiose com o hospedeiro. A microbiota humana esta envolvida em diversos processos, como
a modulacdo imunoldgica e manutencdo da salude, podendo também induzir processos
inflamatorios (ZHAO et al., 2017; TURNBAUGH et al., 2007). A microbiota bucal, por
exemplo, é essencial para manutencdo da fisiologia do ecossistema bucal e,consequentemente,
para a salde do hospedeiro. Contudo, essa microbiota também estd envolvida no
desenvolvimento de doencas bucais, como carie e doenca periodontal (DP) (CHO, T. et al.,
2014; MAGER et al. , 2003).

A microbiota bucal é composta por bactérias, fungos, virus e Archeae, organizados
em biofilme. O biofilme bucal é definido como uma comunidade microbiana dindmica e
complexa, que apresenta uma relagdo comensal com o hospedeiro (WADE, 2012). O biofilme
bucal encontra-se em diferentes sitios, como as superficies dos dentes, gengiva, sulco gengival
e lingua. Sdo sitios caracteristicos da cavidade bucal e que a difere de outros locaisdo
organismo (COSTALONGA, 2015). Esse biofilme pode ser classificado quanto a sua
localizagdo em supragengival ou subgengival (CHANDKI; BANTHIA; BANTHIA, 2011). O
biofilme subgengival apresenta, em sua composi¢cdo, bacilos Gram-negativos, anaerdébios
obrigatdrios que estdo relacionados com DP, como Tanarella forsythia, Treponema denticola
e Porphyromonas gingivalis, entre outros. (MARSH, 2004; HAFFAJEE et al., 2008). Na
cavidade bucal ja foram identificadas mais de 700 espécies bacterianas distribuidas pordiversos
sitios (LIF HOLGERSON et al., 2015; DEWHIRST et al., 2010). Dentre as espécies
identificadas, a maior parte esta no grupo das espécies cultivaveis como os componentes dos
géneros Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas,
Prevotella, Treponema, Nisseria, Haemophilus, Johnsonella, Mogibacterium, Suttonella,
Jonquetella, Pyramidobacter, Lactobacillus, Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia,
Peptostreptococcus, Staphylococcus, Propionibacterium, Saccharibacteria, Gracilibacteria,
Scardovia, Megasphaera, Olsenella, dentre outros (AVILA; OJCIUS; YILMAZ, 2009; LIF
HOLGERSON, et al. 2015; DEO; DESHMUKH, 2019). P. gingivalis, T. forsythia, T.
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denticola e Aggregatibacter actinomycetemcomitans sdo microrganismos colonizadores
secundérios. Entretanto, existem trabalhos que discutem a possibilidade de A.
actinomycetemcomitans ser um colonizador primario, tendo potencial para iniciar a sucessao
ecologica do biofilme bucal (FINE et al., 2010; FINE; PATIL; VELUSAMY, 2019) por meio
da interacdo de estruturas, como fimbrias, lipopolissacarideos e invasinas caracterizando o
processo de coadesdo (KUBONIWA; LAMONT, 2010). Além de bactérias h& presenca de
fungos, como os do género Candida (JIA et al., 2018; ARWEILER; NETUSCHIL, 2016;
AVILA; OJCIUS; YILMAZ, 2009). O biofilme dental é composto, em sua maior parte, por
uma matriz constituida por polissacarideos ou substancia polimérica extracelular (EPS),
lipideos, DNA extracelular e proteinas (FLEMING; RUMBAUGH, 2017). Esta complexa
estrutura microbiana € uma importante forma de resisténcia a acao do sistema imune e a drogas
antimicrobianas, sendo associada a processos patoldgicos, como a DP (STEWART,
COSTERTON, 2001).

Na complexa arquitetura do biofilme bucal é possivel observar microrganismos: a)
comensais, que exercem papel imunomodulador importante para manutengdo da homeostase na
relacdo microbiota-hospedeiro (DEVINE; MARSH; MEADE, 2015); b) mutualisticoscapazes
de interagir com outros microrganismos em relacdo ambiguamente positiva formandouma
complexa comunidade como, por exemplo, A. actinomycetemcomitans que interage com
Fusobacterium nucleatum e Veillonella spp, formando biofilme in vitro (PERIASAMY;
KOLENBRANDER, 2009) e c) patobiontes, que sdo microrganismos que exercem um papel
patogénico frente a condi¢bes que causam alteracdes na relacdo homeostatica existente entre a
microbiota e o hospedeiro, como por exemplo, na disbiose (HAJISHENGALLIS, 2014). A
disbiose é caracterizada como a ruptura da relacdo de equilibrio entre hospedeiro-microbiota,
caracterizada por uma alteracdo na composicao do biofilme bucal, podendo haver mudancas
na abundancia de componentes microbianos. Dessa forma, observa-se um perfil distinto do
biofilme em homeostase, relacionado ao periodonto saudavel. O biofilme bucal disbidtico pode
desencadear um processo inflamatorio e, assim, correlacionar-se com a natureza infecciosa e
inflamatéria da DP (HAJISHENGALLIS, 2012; MARTIN et al., 2017).

1.2 Doenga periodontal
A DP caracteriza-se como um processo inflamatorio de etiologia infecciosa que acomete
os tecidos de suporte dos dentes, com diferentes graus de gravidade, podendo gerar a destruicao

de tecidos periodontais como o ligamento periodontal e o osso alveolar (DE
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PABLO et al., 2009). A gengivite e a periodontite sao manifestacdes clinicas de DP (BOTERO
et al., 2015). A gengivite afeta apenas os tecidos moles de suporte e € de carater reversivel
(KHAN et al., 2015). A periodontite é caracterizada pela destruicdo dos tecidos de suporte
dentario, incluindo o o0sso alveolar. A reabsorcdo 6ssea horizontal observada naperiodontite é
irreversivel e pode levar a instabilidade e posterior perda do elemento dental (PAPAPANOU,;
SUSIN, 2017). Nem sempre a gengivite progride para um quadro de periodontite; porém um
quadro de periodontite pode ser precedido por gengivite (OH; EBER; WANG, 2008).

Em 2014 um estudo mostrou que 5 a 20% da populacdo mundial apresentava
periodontite, afetando majoritariamente adultos (KASSEBAUM, 2014). Contudo, em 2017
outro estudo afirmou que 20 a 50% da populacdo mundial é afetada por DP. A prevaléncia de
calculo e sangramento no periodonto da populacéo jovem foi de 35% a 70% (NAZIR, 2017).
Na populacdo adulta, a prevaléncia encontrada de calculo e sangramento no periodonto foi de
14 - 47%, mas com alguns individuos apresentando bolsas periodontais, principalmente na
populacdo de paises em desenvolvimento. Na América Latina, um estudo relatou uma
prevaléncia de cerca de 20,4% de DP em 2010 (FRENCKEN et al., 2017). No Brasil, em 2010,
aregido Norte do pais apresentou os piores parametros de satde periodontal: 58,4% dascriancas
apresentaram DP. Além disso, em pessoas entre 15-19 anos, apenas 30,8% apresentaram
periodonto saudavel e dentre os idosos, apenas 1% apresentaram periodonto saudavel
(PALMA,; LEITE, 2014).

As espécies bacterianas isoladas com frequéncia em processos inflamatdrios na DP sdo
Gram-negativas, proteoliticas e anaerdbias obrigatdrias, como F. nucleatum, P.intermedia, P.
gingivalis e T. forsythia (TSUCHIDA et al., 2017; IWAI, 2009; TEZAL et al. , 2006). Algumas
dessas bactérias podem ser classificadas como “patégeno chave” ou “keystone pathogen”, ou
seja, microrganismos que residem em um determinado sitio, em pequenas concentracdes, porém
sdo capazes de iniciar processos inflamatorios, independente de um aumento populacional,
determinando um quadro patoldgico. Um exemplo relevante de keystone pathogen no contexto
da DP é P. gingivalis (HAJISHENGALLIS, 2014), poismesmo residindo em pequenas
proporcdes no biofilme subgengival, é capaz de promover o inicio e a progressdo da DP (Figura
1) (HOW; SONG; CHAN, 2016).
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Figura 1. P. gingivalis: um patdgeno chave (keystone pathogen). P. gingivalis esté relacionada a periodontite ,
possuindo diversos mecanismos de patogenicidade que induzem e mantém uma dishiose no biofilme subgengival,
ou seja, um desequilibrio da abundéancia relativa de componentes individuais da microbiota subgengival em
comparacdo com suas abundancias na salde periodontal. A capacidade de P. gingivalis de conduzir a doenca
inflamatéria com efeitos em toda a comunidade, embora seja um constituinte minoritariodesta comunidade,
qualifica-a como um patégeno-chave. Fonte: Adaptado de: HAJISHENGALLIS; DARVEAU; CURTIS, 2016.

1.3 Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis € um cocobacilo Gram-negativo, anaerébio obrigatério, proteolitico,
imovel, que pode estar presente no biofilme subgengival. P. gingivalis possui diversos fatores
de patogenicidade que permitem a colonizagao, invasao de tecidos, subversdo de respostas do
hospedeiro e degradacdo dos tecidos periodontais (HOW; SONG; CHAN, 2016; BODET,;
CHANDAD; GRENIER, 2007; SOCRANSKY et al., 1998).

A colonizacdo bucal por P. gingivalis é favorecida, por exemplo, pela coadesdo a
Streptococcus gordonii, mediada por interac6es entre as fimbrias e adesinas de P. gingivalis a
proteinas de superficie de S. gordonii (LAMONT; HAJISHENGALLIS, 2015). Além do
mais, P. gingivalis apresenta uma relagdo intimamente nutricional com T. denticola, uma vez
que T. denticola produz &cido succinico, que auxilia na multiplicacdo de P. gingivalis. Esta, por
sua vez, produz &cido isobutirico, que estimula o desenvolvimento de T. denticola,apresentando
caréater sinérgico em modelos murinos de DP (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2016). Além
das interagdes com outras células bacterianas, ha também interacdo por meio de adesina da
levedura Candida albicans, que também é um colonizador do biofilme dental (SZTUKOWSKA
etal., 2018).

Os principais fatores de patogenicidade apresentados por P. gingivalis sdo: gingipainas,
Serina B (SerB) (HASEGAWA, Y. et al., 2008), fimbrias, lipopolissacarideo (LPS),
polissacarideos capsulares (LAHEL] et al., 2015; DASHPER et al., 2017), vesiculas de
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membrana externa (NAKAYAMA; OHARA, 2017), sialidase (STAFFORD; ROY; HONMA,
SHARMA, 2012) e hemolisina (HOLT et al., 1999):

As gingipainas sdo proteinases produzidas por P. gingivalis, que incluem as proteinases
arginina especificas (RgpA e RgpB) e proteinase lisina especifica (KgP), que auxiliam na
captacdo de hemoglobina, ferro e ferritina. Além disso, estdo envolvidas na inducdo da
producdo de IL-1P e do ligante do receptor do ativador do fator nuclear k-B (RANKL). Atuam
também no sinergismo da P. gingivalis com outros anaerobios do biofilme subgengival, como
o T. denticola e na degradacdo de peptideos antimicrobianos, como as defensinas produzidas
por neutrdfilos e as proteinas do sistema do complemento: C3, C4 e C5(BAO et al., 2014). H&
também a promocéo de um crosstalk entre C5aR e o receptor do tipo Toll 2 (TLR2), gerando a
degradacdo da proteina adaptadora conhecida como fator de diferenciagdo mieloide 88
(MyD88) e proporcionando a diminuicdo de neutrofilos capazes de realizar o clearance desta
bactéria (MAEKAWA et al., 2014). Além de promoverem a degradacdo e inativacdo de
imunoglobulinas (IgG e IgA), essas proteases também sdo capazesde promover sangramento
por meio da degradacao de fibrinogénio (KADOWAKI et al., 2000).

SerB € uma invasina importante para a sobrevivéncia intracelular deste microrganismo
(TRIBBLE, G.D. et al. 2006). E sabido que esta enzima, pertencente & familia haloacido
desalogenase (HAD), satisfaz o carater subversivo deste microrganismo por desfosforilar a
subunidade p65, suprimindo ativacdo de NF- kB e a secre¢do de IL-8 (TAKEUCHI, H. et al.,
2013). A IL-8/CXCL8 bem como a quimiocina CXCL1 atuam na quimiotaxia de neutréfilos
(PALOMINO; MARTI 2015), células importantes para o controle da infecgcdo e manutencgéo da
homeostase dos tecidos periodontais (SOCHALSKA, M.; POTEMPA, J., 2017).

As fimbrias bacterianas sdo estruturas de superficie responsaveis por promover aadesao
aos tecidos do hospedeiro, a bactérias presentes no biofilme subgengival, a moléculas salivares
e a matriz extracelular de células epiteliais. P. gingivalis possui dois tipos de fimbrias
envolvidas na invaséo e colonizagéo, as fimbrias FimA e as fimbrias Mfa que tém atividade
pro-inflamatoria (YILMAZ; WATANABE; LAMONT, 2002; DASHPER et al., 2017),
induzindo a expressdao de NFxB, Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), producdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF e IL-6 (HAJISHENGALLIS; GENCO, 2004; MURAKAMI,
MACHINO; FUJISAWA, 2012; JOTWANI; CUTLER, 2004). TNF regula outras citocinas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajishengallis%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14742573
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inflamatdrias, como IL-6, levando a um intenso infiltrado celular causando degradacdo dssea
(TAYLOR, P. C.; WILLIAMS, R. O.; FELDMANN, M., 2004; ELKADI et al. 2018).

Estudos experimentais, como o desenvolvido por Brunner et al. (2010) apontam o
quanto a capsula é um importante fator de patogenicidade em infec¢des, apresentando muitas
funcgdes na viruléncia de P. gingivalis. A c&psula bacteriana propicia a evasdo da resposta imune
do hospedeiro por promover alteracdo na expressao de fatores de transcricdo e producdo de
citocinas, reducdo da fagocitose e aumento da sobrevivéncia da bactéria (SINGH et al., 2011).
Sabe-se que ha variagdes quanto ao sorotipo capsular (K1-K6), com diferentes vias de ades&o,
sendo o sorotipo K4 o de maior adesdo as células humanas (VERNAL et al., 2009). O caréater
imunogénico da capsula de P. gingivalis induz producéo de IgG (BOSTANCI; BELIBASAKIS,
2012).

O LPS, componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas, € também um
importante fator de patogenicidade de P. gingivalis, envolvido na patogénese da DP (HERATH
et al., 2016). A resposta ao LPS induz a secre¢do de citocinas pro-inflamatérias como
interleucina-1p (IL-1p), IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) por meio dos receptores do tipo
Toll-4 (TLR4), TLR2 e por NF-kB (ZHANG et al., 2008). Além de citocinas pro- inflamatorias,
0 LPS desta bactéria, in vitro, € capaz de promover aumento da producgdo da quimiocina CCL2
por células epiteliais de lesdes bucais de liquen plano (ZENG et al., 2018). Além disso, P.
gingivalis apresenta a habilidade de alterar a conformacdo do lipidio A de seu LPS,
antagonizando a ativacdo por TLR4, por meio da acdo da fosfatase de lipideo A, que é regulada
pela fase de crescimento e fatores ambientais, como temperatura e disponibilidade dehemina
(HAJISHENGALLIS, 2015). Logo, P. gingivalis é capaz de usar fatores de patogenicidade
distintos para modulacdo da resposta imune, em condi¢des microambientais diferentes
(DARVEAU, 2009).

As vesiculas de membrana externa (outer membrane proteins — OMPs) de P. gingivalis,
apos serem produzidas e posteriormente internalizadas pela célula hospedeira por meio de
endocitose, sdo capazes de induzir a destruicdo dos tecidos periodontais por proteolise
(NAKADO et al., 2014), uma vez que apresentam concentrado de gingipainas (RagA, RagB,
Kgp) em sua composicdo (IMAI et al., 2005). Outra fungdo de OMPs de P. gingivalis esta
relacionada & nutri¢do bacteriana por promover a degradacdo de hemoglobina para aquisi¢éo de
heme e peptideos (VEITH et al., 2014).
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Sialidase (neuraminidase) e as sialoglicoproteases clivam proteinas gerando peptideos
e satisfazendo caracteristicas proteoliticas de P. gingivalis, além de expor receptores para
promocdo da interacdo do microrganismo com o hospedeiro (ARUNI et al., 2011). Hemolisinas
sdo enzimas que lisam eritrdcitos para aquisicdo de heme, molécula de grande importancia para
P. ginvivalis e que interfere até mesmo na morfologia deste microrganismo (SMALLEY;
OLCZAK, 2017).

Em resumo, todas essas moléculas produzidas por P. gingivalis desempenham um papel
importante na patogénese da DP. Elas agem na resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro,
promovendo a subversdo leucocitaria, determinando a disbiose do biofilme subgengival e
gerando uma resposta inflamatoria. 1sso, entdo, culmina na lesdo tecidualobservada na DP
(HAJISHENGALLIS et al., 2013; CARVALHO-FILHO et al., 2016).

1.4 Imunopatogénese da DP

No processo inflamatério da DP, que envolve uma microbiota bucal disbiotica
(BELIBASAKIS; REDDI; BOSTANCI, 2010), os componentes bacterianos, como o LPS e
peptideoglicano, sdo reconhecidos pelos receptores TLR4 e TLR2, respectivamente, que sdo
expressos em células presentes e/ou recrutados para os tecidos periodontais, como células
epiteliais, fibroblastos, macréfagos e/ou mondcitos, células dendriticas e neutréfilos (DIXON;
BAINBRIDGE; DARVEAU, 2004; TAKEDA; AKIRA, 2004; BURNS et al., 2006). Ao
contrario da maioria dos microrganismos Gram-negativos, o LPS de P. gingivalis € reconhecido
e interage tanto com TLR4 quanto com TLR2 (DARVEOU et al., 2004). Contudo, esta
propriedade de dupla ativacdo é controversa, pois 0 método de purificacdo do LPS interfere na
ativagdo destes receptores, uma vez que este microrganismo pode apresentar alteragdes no
lipideo A e os métodos utilizados podem ainda manter o LPS com lipoproteinas (NATIVEL et
al., 2017).

O reconhecimento de padrbes associados a microrganismos (MAMPS) promove a
liberacdo de citocinas e quimiocinas por células presentes na regido periodontal, como o0s
macrofagos e neutrofilos, recrutando e ativando outras células (CEKICI, A. et al., 2014). Os
neutrdfilos, principal componente da primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, sao
encontrados também na homeostase tecidual. Contudo, na DP, os neutrofilos sdo uma das
principais células presentes no infiltrado celular e sintetizam altas concentracBes de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e “armadilhas” extracelulares (NET), na tentativa de controlar a

dishiose subgengival, o que resulta também em lesdo tecidual (FINE et al., 2016). Quando
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estimulados in vitro por LPS de P. gingivalis, a resposta mediada por neutréfilo é seguida da
expressdo de metaloproteinase-9 (MMP9) e IL-8, esta citocina também é conhecida como um
membro da familia de quimiocinas CXC (CXCL-8), proteina atuante na quimiotaxia de
neutrofilos (PALOMINO; MARTI 2015). Na DP associada a P. gingivalis ha a desregulacédo
da expressdo de E-selectina e da producdo de IL-8, promovendo alteracdo no recrutamento de
neutrofilos para o sitio inflamatdrio (SILVA et al., 2015). Além disso, neutrdfilos estimulados
por MAMPs, in vitro, expressam RANKL de membrana, estimulando a osteoclastogénese por
interacdo com os pré-osteoclastos, induzindo a diferenciacdo em osteoclastos e determinando
a reabsorcédo 6ssea (CHAKRAVARTI, et al., 2008).

Durante a patogénese da DP, h& também a presenca de células apresentadoras de
antigenos, como macrofagos e células dendriticas que estimulam linfécitos CD4 ThO (naive),
residentes da regido periodontal, a diferenciarem em Thl, Th2, Thl7 ou Treg, dependendo do
tipo de citocinas presentes em altos niveis no sitio inflmatorio: os linfécitos Thl estimulam
uma resposta celular na presenca de interleucina 12 (IL-12), linfécitos Th2 estimulam a resposta
humoral na presenca de IL-4, Th17 estimulam a osteoclastogénese na presenca de fator de
crescimento transformador beta (TGF-B), IL-1p e de IL-6, ao passo que linfocitos Treg
sintetizam a interleucina anti- inflamatéria IL-10 além de TGF-B, que inibem a sintese de
citocinas inflamatérias por polimorfonucleares (PMN) e macréfagos (YUCEL-LINDBERG;
BAGE, 2013).

Células Thl secretam IL-2, TNF e IFN-y (SAITO et al., 2010) que atua na regulacéo e
proliferacdo de células T e IL-6, que é uma potente indutora da osteoclatogénese, além de ser
secretada por outros tipos celulares, como fibroblastos, células mononucleares e células do
ligamento periodontal. Células Th17 secretam a citocina IL-17, que além de induzir a
diferenciacdo de pré-osteoclastos a osteoclastos (OCLs) também estd relacionada ao
recrutamento de neutrofilos para o sitio de inflamac&o. Além disso, IL-17 estimula a sintese
de IL-1B, uma citocina importante na indugéo da osteoclastogénese por induzir a expresséo de
RANKL por algumas células residentes, como os fibroblastos do ligamento periodontal. Essas
citocinas estdo relacionadas ao processo de osteoclatogénese observado na DP, o que
consequentemente promove a perda ¢ssea alveolar (YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013;
TSUKASAKI et al., 2018).

A perda 6ssea alveolar pode ser determinada pelo aumento da producdo de RANKL,
que liga-se ao receptor RANK presente em pré-osteoclastos, promovendo, desse modo, a
diferenciacdo em OCLs, células que sdo responsaveis pela reabsor¢do 6ssea. A acao exacerbada
desse ligante promove o desequilibrio das funcdes de OCLs e osteoblastos
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(OBLys), ceélulas responsaveis pela sintese da matriz dssea. A osteoprotegerina (OPG) é um
receptor decoy responsavel pela inibicdo da ligagdo de RANKL ao RANK, participando da
manutencdo da homeostase 6ssea (SILVA; BRANCO, 2011). Assim, um desequilibrio nestas
moléculas pode caracterizar uma atividade patologica, que muitas vezes € mediada por citocinas
pré-inflamatorias como IL-1p, IL-6, TNF que induzem a osteoclastogénese por estimulacéo da
expressao de RANKL (BOYCE et al., 2003). Citocinas, como IFN-y e IL-4 sdo estimuladoras
de OPG, sendo assim, determinam a inibicdo da acdo do RANKL (TAKAYANAGI, 2005).
Entretanto, ja foi demonstrado que IFN-y pode também atuar como indutor de perda 0ssea ao
induzir o aumento de leucdcitos, associado ao aumento de mediadores, como TNF, CCL-5,
CXCL-3, CXCL-10 e, consequente, um aumento da expressdo de RANKL nos tecidos
periodontais (GARLET et al., 2008).

Na regido periodontal ha também a acdo de quimiocinas que sdo essenciais ao
recrutamento de células que atuam no controle da microbiota bucal (GRDOVIC et al., 2016;
GREER et al., 2016). As quimiocinas sdo divididas em 4 subfamilias de acordo com a posi¢éo
do residuo conservado de cisteina na estrutura de polipeptideo: C, CC, CXC e CX3C em que
as subfamilias CC e CXC parecem exercer papel principal no contexto inflamatério da doenca
periodontal (SAHINGUR; YEDUALL, 2015) (Figura. 2).

Figura 2. Estrutura de quimiocinas. Esquema indicando as relacGes entre residuos de cisteina conservados (C),
juntamente com pontes de dissulfetos intracadeias. As classes C, CC, CXC e CX3C- de quimiocinas séo
representadas. Fonte: Adaptado de: SAHINGUR; YEUDALL, 2015.

As quimiocinas CC (quimiocinas 3) atuam principalmente na quimiotaxia de mondcitos

e quimiocinas CXC (quimiocinas a), atuam na quimiotaxia de neutrofilos (PALOMINO ;
MARTI, 2015).

As quimiocinas sdo produzidas por uma gama de células, como fibroblastos,
osteoclastos, macrofagos, células epiteliais, mastocitos, linfocitos e mondcitos. Séo
responsaveis pelo recrutamento de células inflamatdrias e agem a partir da sua interagdo com
receptores (A. KAYAL, 2013). A quimiocina ligante 2 de quimiocina com motivo C-C
(CCL2) destaca-se dentre as quimiocinas presentes no sitio inflamatério da DP, com

observagdes in vitro e in vivo que corroboram o seu papel no recrutamento de leucécitos para
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o sitio periodontal (FITZSIMMONS; GE; BARTOLD, 2018; STADLER et al., 2016; GREER
etal., 2016; SOUTO; QUEIROZ-JUNIOR; COSTA; MESQUITA, 2014)

1.5 Ligante 2 de quimiocina com motivo C-C (CCLZ2) e receptor do tipo 2 para quimiocina
C-C (CCR2)

A quimiocina CCL2 tem papel chave na quimiotaxia de mondcitos, macréfagos,
linfocitos T e células NK para um sitio de inflamagdo (DESHMANE et al., 2009). CCL2 é
produzida por células dendriticas, macréfagos, neutrofilos e, quando presente em altas
concentracgdes, propicia a geracdo de ROS (PALOMINO; MARTI, 2015). In vitro, Damgaard
et al. (2017) demonstraram que neutréfilos de pacientes com DP, desafiados com LPS de P.
gingivalis, produziram CCL2 e ROS em altas concentra¢es. Além disto, CHOI et al. (2009)
demonstraram, in vitro, que P. gingivalis possui maior potencial para inducdo da sintese de
CCL2 em células endoteliais - Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) - em

comparacao a outros periodontopatdégenos, como T. denticola.

Durante processos inflamatorios 6sseos, CCL2 ¢ sintetizada por osteoblastos,
promovendo o recrutamento de mondcitos ao sitio (SIDDIQUI; PARTRIDGE, 2017). Citocinas
pré-inflamatérias, como IL-1B, IL-6, TNF e IFN-y induzem a sintese de CCL2
(VOLEJNIKOVA et al., 1997). Ja foi demonstrado que CCL2 interage com o receptor CCR2,
presente em pré-osteoclastos, induzindo a diferenciacdo em osteoclastos, culminando na perda
Ossea alveolar (GOTO et al., 2011). Além disso, a interacdo entre RANK e RANKL medeia a
expressdo de CCR2 em osteoclastos e também a sintese de CCL2 (KIM; DAY; MORRISON,
2005). A quimiocina CCL2, juntamente com outras quimiocinas e proteinas granulares,
permeiam a interacdo entre neutrdfilos e macrofagos, uma vez que a producdo de CCL2 por
neutréfilos é importante para o influxo de macré6fagos. Além disso, a resposta inflamatoria
mediada por células Th17 via receptor 2 de quimiocina C-C (CCR2), induz a produgédo de IL-
17 e, consequentemente, de maneira indireta, atua na resposta neutrofilica
(HAJISHENGALLIS et al. , 2015).

O receptor CCR2 é expresso em mondcitos, linfocitos, baséfilos e células dendriticas
em condicdes fisiologicas (VAN COILLIE; DAMME; OPDENAKKER, 1999). Contudo,
neutrofilos ativados podem expressar CCR2, perdendo a capacidade responsiva a estimulos
realizados por quimiocinas do tipo CXC e passam a responder a estimulos gerados por
qguimiocinas do tipo CC, desempenhando um importante papel no contexto inflamatério
(TALBOT et al. , 2015). CCR2 possui a capacidade de ligacdo a CCL2 e a outras 4
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quimiocinas: CCL7, CCL8, CCL12 e CCL3. Contudo, quando CCL2 liga-se a CCR2, a
quimiotaxia de mondcitos ¢ aumentada (BOSE; CHO, 2013). Um estudo desenvolvido por
BARROS et al. (2011) demonstrou que o antagonismo local de CCR2 promoveu reducéo da
perda Ossea alveolar em modelo murino de DP induzida por P. gingivalis, utilizando
camundongos BALB/c. Entretanto, sua atuacdo no contexto inflamatério da DP néo esta bem

esclarecida.

2 Justificativa

O estudo do receptor CCR2 em modelo murino de DP induzida por P. gingivalis ainda
é pouco explorado. A maior parte dos estudos disponiveis na literatura foi feita in vitro e
demonstra que P. gingivalis é capaz de induzir a sintese de CCL2 por células HUVEC em
cultura, quando comparado a outros periodontopatdégenos. P. gingivalis € um importante
microrganismo, conhecido como “patdgeno chave”, capaz de subverter o sistema imunologico
a fim de manter a disbiose do biofilme bucal, alimentando o processo de ativacao
osteoclatogénico. O eixo CCL2/CCR2 é importante no processo que determina a perda 6ssea
alveolar por estar relacionado a quimiotaxica de células precursoras de osteoclastos para o sitio
inflamatorio auxiliando no aumento da degradacdo da matriz 6ssea e induzindo o estado de
reabsorcao Ossea patoldgica. Neste contexto, hd uma necessidade de se investigar este eixo

como possivel novo alvo terapéutico para o tratamento da DP.

3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
Padronizar modelo experimental de DP induzida por P. Gingivalis em camundongos e avaliar
0 papel de CCR2.

3.2 Objetivos especificos e estratégias experimentais

3.2.1 Padronizar o modelo experimental murino de DP induzida por Porphyromonas gingivalis
Padronizar um modelo de DP em camundongos C57BL/6 (WT) pela inoculagéo bucal

de P. Gingivalis ATCC 33277 utilizando diferentes protocolos de tratamento previamente a

inoculagéo bucal:
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a) Tratamento prévio com antimicrobiano na dgua de beber (BAKER et al.,1994);

b) Tratamento prévio com aplicagdo topica de gel de clorexidina 0,12%/carboximetilcelulose
(CMC) 2% na cavidade bucal, 24 horas antes da inoculacdo (LIN et al., 2017);

c) Auséncia de manipulacdo da microbiota bucal previamente a inoculacdo (MCINTOSH;
HAJISHENGALLIS,2013).

Em todos os protocolos utilizados foi avaliada a perda 6ssea alveolar (pela medida da area entre
a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar (COA) na face palatina do primeiro

molar superior).

3.2.2 Avaliar a resposta inflamatoria, ao longo do tempo, na DP experimental induzida por
Porphyromonas gingivalis em modelo murino

Inducdo de DP em camundongos C57BL/6 de acordo com o protocolo padronizado e
avaliacdo da cinética de inflamagdo (MPO, NAG e ELISA) no sitio periodontal nos tempos de

3, 15, 30 e 45 dias apds a inoculacéo inicial.

3.2.3 Analisar o papel de CCR2 na DP experimental induzida por Porphyromonas gingivalis.
Inducdo de DP em camundongos C57BL/6 (WT) ou deficientes para CCR2 (Ccr27),
avaliando a perda 6ssea alveolar e a resposta inflamatoria periodontal (MPO, NAG e ELISA).

3.2.4 Analisar o papel de Porphyromonas gingivalis na perda 6ssea alveolar induzida por
ligadura.

Insercdo de ligadura em camundongos C57BL/6 utilizando protocolo previamente
padronizado (ABE; HAJISHENGALLIS, 2013), associado a infecgdo por P. Gingivalis e
avaliacdo da perda Ossea alveolar, mediadores inflamatdrios (ELISA), marcacdo deneutréfilos
(imunohistoguimica), analises histopatoldgicas da maxila (HE), osteoclastogénese (TRAP) no
sitio periodontal e alteracOes sistémicas (contagem total e diferencial de células, analises

histopatoldgicas em sitios extra bucais), 4 dias apds a insercdo da ligadura.

3.2.5 Analisar o papel de CCR2 na perda 6ssea alveolar induzida por ligadura associada ou
ndo a infec¢do por Porphyromonas gingivalis.

Inducdo de reabsorcéo Ossea alveolar em camundongos C57BL/6 (WT) ou deficientes

para CCR2 (Ccr2™), utilizando protocolo de ligadura associado a infeccdo por P. gingivalis e
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avaliacdo da perda 6ssea alveolar, mediadores inflamatorios (ELISA), marcacdo deneutrofilos
(imunohistoquimica) no sitio periodontal, avaliacdo da microbiota bacteriana da ligadura
(cultivo), alteragdes sistémicas (contagem total e diferencial de células e citometria de fluxo

em linfonodos cervicais), 4 dias apos a insercdo da ligadura.

4 Material e Métodos

4.1 Camundongos

Para os experimentos de inducdo de DP foram utilizados grupos de camundongos
C57BL/6j wild type (WT) e camundongos deficientes para o receptor CCR2 (Ccr2”), machos,
com idade entre 6 a 8 semanas, em grupos com n =5 ou 8. Os camundongos WT foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), enquanto
os camundongos Ccr2”- foram fornecidos pelo laboratério de Imunofarmacologia da UFMG.
Ambos foram mantidos em condices adequadas, com ciclo claro-escuro de 12 horas e com
livre acesso a &gua e racdo. Contudo, ao longo do experimento, especificamente nos dias de
inducdo de doenca periodontal, os camundongos passaram por periodo de privacdo de acesso
a agua por 30 minutos e a racdo por 4 horas, previsto metodologicamente. Todos 0s
experimentos foram feitos dentro das normas do Comité de Etica e Experimentacdo Animal
(CEUA) da UFMG conforme protocolo aprovado sob o n° 34/2019.

4.2 Microrganismo

Uma amostra de P. gingivalis ATCC 33277 foi cultivada em agar BHI sangue (infuséo
de cérebro e coracdo, com 5% de sangue de carneiro) suplementado com 1 mg/mL de hemina
e 5 mg/mL de menadiona. O tempo de crescimento foi de 7 dias, a 37°C, em atmosfera de
anaerobiose, utilizando-se a cdmara de anaerobiose do Laboratorio de Microbiologia Oral e
Anaerdbios, do Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG. Para o armazenamento, P.
gingivalis ATCC 33277 foi mantida a -80°C, em aliquotas de 1,5 mL de meio de
criopreservacao, contendo 20% de glicerol.

Apbs 7 dias em meio BHI sdlido suplementado com hemina, menadiona e sangue de
carneiro e 48 horas em meio BHI caldo acrescido com hemina e menadiona, as amostras
foram centrifugadas (5000 rpm/750g por 7 minutos a 25°C) e o sedimento suspenso em PBS
para obtencdo da suspensdo com absorbancia correspondente a 1 x 10° UFC/mL, utilizando OD

de 600 nm. Foram adicionados 1,5% de carboximetilcelulose (CMC) a solucdo para que o
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liquido inoculado obtivesse um aspecto viscoso, facilitando a permanéncia e consequente

colonizag&o da bactéria na cavidade bucal.

4.2.1 Protocolos de tratamentos prévios a infeccdo por P. gingivalis
Neste trabalho, foram avaliados 3 protocolos distintos de procedimentos realizados
previamente a indugdo de DP por P. gingivalis, que foram descritos na literatura e submetidos
a adaptacdes:
4.2.2 Protocolo 1: tratamento com antimicrobianos antes da infecgcao
O modelo de DP com tratamento prévio dos animais com antimicrobianos na agua de
beber foi baseado no protocolo descrito por BAKER et al. (1994). Os camundongos receberam
Sulfametoxazol e Trimetoprima (0,42 mg/mL e 0,08 mg/mL, respectivamente) na &gua de beber

durante 10 dias e, ap6s 4 dias sem tratamento, a DP foi induzida.

4.2.3 Protocolo 2: tratamento local com clorexidina antes da infec¢cao
O modelo de DP com tratamento prévio dos animais com clorexidina 0,12%, na
cavidade bucal, foi baseado no protocolo descrito por LIN et al. (2017). Os camundongos
receberam clorexidina a 0,12% acrescida de CMC 2%, diretamente na cavidade bucal, com
auxilio de pincel, 24 horas antes da inducdo da DP.
4.2.4 Protocolo 3: auséncia de tratamento prévio antes da infec¢ao
O modelo de DP sem tratamento prévio dos animais foi baseado no protocolo descrito
por MCINTOSH e HAJISHENGALLIS (2013). A indugdo da DP pela inoculagéo de P.
Gingivalis foi realizada nos camundongos na auséncia de qualquer manipulagdo prévia da

microbiota bucal.

4.3 Desenho experimental

Para inducdo de DP, grupos de camundongos foram inoculados com P. Gingivalis,
diretamente na cavidade bucal, com auxilio de uma micropipeta. Para isso, 0s camundongos
receberam 100 pL de um inéculo contendo 108 UFC acrescido com 1,5% de CMC, 1 vez ao
dia, durante 4 dias, com intervalo de 48 horas entre as inoculagdes. Os camundongos do grupo
controle (sham-infectados) receberam in6culo oral contendo 100 puL de PBS 1X estéril,
acrescido de 1,5% de CMC. Apés a inoculagdo, os camundongos permaneceram 30 minutos
sem agua e 4 horas sem comida para que nao houvesse interferéncias mecéanicas na colonizacao.
Apbs 30 e 45 dias, os camundongos foram eutanasiados, as maxilas foram removidas e

processadas para as analises de perda éssea alveolar, atividade de n-
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acetilglicosamina (NAG) para avaliacdo de macrofagos, atividade de mieloperoxidase (MPO)
para avaliacdo de neutrdfilos e avaliacdo da producdo de mediadores inflamatorios por ELISA.
A mandibula foi armazenada a — 80°C para analises posteriores. Para compreensao da cinética
de inflamacdo do processo associado a perda Ossea alveolar induzida por P. gingivalis, 0s
camundongos foram divididos em grupos (controle e infectado), que foram submetidos ao
protocolo de inducdo de doenca periodontal. Os grupos experimentais foram eutanasiados nos
tempos de 5, 15, 30 ou 45 dias pds-infecgdo. Apos cada periodo experimental foi coletado os
tecidos periodontais processadas para as andlises de perda dssea alveolar e avaliacdo da
producdo de mediadores inflamatorios por ELISA.

Para avaliar a perda 6ssea alveolar induzida por ligadura, um fio de seda 6.0 (Shalon®
, Goiania, Brasil) foi inserido em torno do segundo molar superior esquerdo e o dente
contralateral foi deixado sem ligadura e utilizado como controle basal. O modelo foi baseado
no protocolo descrito por SAADI-THIERS et al. (2013), em que os camundongos receberam a
ligadura e também foram inoculados com P. Gingivalis, diretamente na cavidade bucal, com
auxilio de uma micropipeta. Para isso, os camundongos receberam 100 pL. de um indculo
contendo 108 UFC acrescido com 1,5% de CMC, 1 vez ao dia, durante 4 dias, com intervalo
de 48 horas entre os dias de infec¢do. Entre o terceiro e o quarto dia de infeccdo, os animais
foram submetidos a insercdo do fio de seda em torno do segundo molar superior esquerdo. Os
camundongos do grupo controle (sham-infectados) receberam indculo oral contendo 100 pL de
PBS 1X estéril, acrescido de 1,5% de CMC. Estes animais ndo foram submetidos a ligadura.
Apos a inoculacdo, os camundongos permaneceram 30 minutos sem agua e 4 horas sem comida
para que ndo houvesse interferéncias mecanicas na colonizagdo. Apds 4 dias, os camundongos
foram eutanasiados e as maxilas foram removidas e processadas para as analises de perda 6ssea
alveolar, NAG, MPO, imuno-histoquimica e ELISA. A figura 3 mostra o desenho experimental

utilizado.
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Figura 3. Protocolo experimental. Desenho experimental de indu¢do de DP induzida por P. Gingivalis e
perdadssea alveolar induzida por ligadura, associada ou ndo & infeccdo por P. Gingivalis.

4.4 Avaliacdo da producao de mediadores inflamatorios

O ensaio imunoenzimatico ELISA foi utilizado para quantificar os niveis de mediadores
inflamatorios, como TNF, IL-1B, IL-6, IL-17, IL-10, CXCL-1 e CCL2 nos tecidos
periodontais. Amostras de maxilas foram pesadas e processadas em solugédo para extracao de
citocinas (solucéo de PBS com inibidores de proteases - 0,1 mM PMSF, 0,1 mM Benzet6nio
cloridrico, 10 mM EDTA e 0,01 mg/mL aprotinina A, pH 7.4 e Tween 20 a 0,05%), na

proporcao de 1 mL para 100 mg de tecido. O tecido foi processado utilizando-se
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um homogeneizador de tecidos (PowerGen 100, Fisher Scientific) e centrifugadas a 10.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi mantido a - 20°C para o ensaio de ELISA.

O ensaio de ELISA foi realizado utilizando kits comerciais (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. O anticorpo de captura
para o antigeno de interesse foi adicionado a uma placa de 96 pogos e incubadas por 24 h a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com tampé&o de lavagem (PBS contendo 0,05%
de Tween 20) e bloqueadas por 1 h com PBS contendo BSA 1%, em temperatura ambiente. As
amostras e 0 padrdo de interesse foram diluidos em solucdo de BSA 0,1% e ambos incubados
overnight a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem e foram
incubadas na presenga dos anticorpos de detecgdo. Apds 2 h, as placas foram lavadas e
adicionadas as placas uma solucdo contendo estreptavidina ligada a peroxidase. Depois de 20
min, as placas foram novamente lavadas e foi adicionado tampé&o contendo ortofenilenodiamina
(OPD). A reacdo foi interrompida adicionando-se uma solucdo de H.SO4 1M. A densidade
Optica foi obtida com o uso de espectrofotdmetro (MQX200, BioTeK, USA) no comprimento

de onda de 490 nm. O resultado foi expresso em pg/100 mg de tecido.

4.5 Medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Apds a eutanasia, as maxilas foram removidas, pesadas e processadas em tampao gelado
(100 mg para 1,9 mL de tampdo - pH 4,7, 0,M NaCl, 0,02M NaPO4, 0,015M NaEDTA).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C, por 10 minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e adicionado NaCl 0,2% gelado ao precipitado remanescente.
Apbs 30 segundos, foi adicionada solucdo gelada de NaCl 1,6% com 5% glicose (1,5 mL das
solucBes para 100 mg de tecido). Foi realizada a homogeneizacéo rapida das amostras e as
mesmas foram centrifugadas a 4°C, por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado novamente e foi adicionado tampé&o (0,05 M NaPOs (pH 5,4) contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilaménio - HTAB) na propor¢do de 100 mg tecido/ 1,9 mL de
tampé&o, em temperatura ambiente, ao precipitado remanescente. Em seguida, as amostras foram
congeladas e descongeladas 3 vezes em nitrogénio liquido. Posteriormente, foram centrifugadas
a 4° C, por 15 minutos a 10000 rpm e o sobrenadante coletado para o ensaio enzimatico. O
ensaio enzimatico consiste na adi¢do de 25 pL das amostras diluidas em concentra¢éo adequada
a uma placa de 96 pogos de fundo chato, em duplicata, sendo aplicado posteriormente 25 uL
do substrato TMB (3,3’, 5,5’-
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tetrametilbenzidina), incubada a 37°C por 5 minutos e entdo foi adicionado 100 uL de H20>
(0,002%) e incubado a 37°C por 5 minutos. Logo ap6s, foi acrescentado 100 uL de H2SO4 (1M)

e entdo os pocos foram lidos em comprimento de onda de 450 nm.

4.6 Medida da atividade da enzima N-acetil-p-D-glucosaminidase (NAG)

O processamento inicial seguiu as mesmas etapas da metodologia para o ensaio de MPO.
Contudo, ap6s a adicdo do tampdo (Buffer) 2 ao sobrenadante, as amostras foram
homogeneizadas rapidamente e centrifugadas a 4°C, por 10 minutos a 10000 rpm, sendo
acrescido, posteriormente, 1 mL/100 mg de tecido, da solucéo salina 0,9%/Triton x-100 0,1%
v/v (gelado) ao tubo contendo o macerado de tecido. As amostras foram entdo homogeneizadas
e posteriormente centrifugadas a 4°C, por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi utilizado
para 0 ensaio enzimatico. Foram utilizados 100 uL das amostras diluidas em tampéo
citrato/fosfato (pH 4,5) a uma placa de 96 pogos de fundo chato, em duplicata. Em seguida, 100
uL do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-p-D-glucosaminidase) foram acrescidos e, entéo, a placa
foi incubada a 37°C, por 10 minutos. Apds essas etapas, foi feita a adicdo de tampéo glicina 0,2
M e a placa foi avaliada em espectrofotdmetro (MQX200,BioTeK, USA) em comprimento de
onda de 400 nm.

4.7 Andlises histoldgicas

Amostras de maxila, figado e intestino foram retiradas dos camundongos, apds
eutandsia, as amostras foram submetidas a fixacdo com formalina neutra tamponada 10% por
24 horas e as maxilas posteriormente foram descalcificadas com &cido etilenodiamino tetra-
acetico (EDTA) 14%, por 21 dias. Apos a descalcificacdo, o EDTA foi retirado com lavagens
de 15 em 15 minutos em &gua corrente e o material foi deixado em overnight em agua potavel.
Para o processo de inclusdo, as amostras foram fixadas e passaram por um processo de
desidratacdo por meio da utilizacdo de concentragdes crescentes de etanol e diafanizacdo em
xilol. Em seguida, as amostras receberam banhos de parafina e posteriormente foi realizada a
inclusdo final em bloco de parafina para posterior obtengéo de cortes com espessura de 5 um.
Estas laminas com corte histoldgico foram utilizadas no processo de coloracao pelas técnicas
de hematoxilina e eosina (H&E) em que para as amostras de figado foram adotados os seguintes
pardmetros para avaliacdo: (1) infiltrado, (2) edema hepatico, (3) degeneracdo, (4) necrose, (5)
hemorragia. Para cada parametro foi pontuado de acordo com a escala: 0: ausente (0%), 1:
minimo (1-20%), 2: leve (21-40%), 3: moderado (41-60%), 4:
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acentuado (61-80%), 5: grave (81-100%) de acordo com COSTA et al. (2012). Enquanto para
as amostras de intestino os parametros com as respectivas pontuagdes adotados foram: (1)
infiltrado, (2) vilosidades, (3) edema, (4) erosdo, (5) hemorragia, (6) hiperemia. Para cada
parametro as alteracdes foram pontuadas de acordo com uma escala que pode variar entre (0)
ausente a (4) muito intenso. A soma dessas pontuacdes representa o Escore histopatolégico.
As amostras de maxila foram submetidas a técnica de Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato
- TRAP (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO), seguindo as recomendac@es do fabricante. Apés a
coloracdo, as laminas passaram pelo processo de secagem e foram, posteriormente, montadas
com Entelan® (Pré-analise, Porto Alegre, Brasil). A quantificacdo de células TRAP-positivas
foi realizada no osso alveolar, ao longo das raizes do primeiro ou segundo molar superior e
definido como nimero de células positivas por campo, em aumento de 1000 X.

4.8 Imuno-histoquimica para neutréfilos

Para realizacdo desta técnica, as amostras de maxilas foram cortadas com 5 micrémetros
(wm) de espessura e dispostas em laminas polarizadas. Em seguida, foramprocessadas em
Trilogy™ 1X (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) durante 2h a 56°C e 5 minutos a 95°C. Em
seguida as laminas foram lavadas 3 vezes em PBS 1X e posteriormente incubadas duas vezes
por 15 minutos em solu¢do de H>O2> 10%. Apds lavagem em PBS 1X,0s cortes foram cobertos
pelo anticorpo priméario Ly6G (V421,1:250, BD Biosciences) e foram incubadas overnight a
4°C em cadmera Umida. Posteriormente, as laminas foram lavadasem PBS 1X e os cortes foram
cobertos durante 30 minutos por anticorpo secundario 1gG biotinilado (anti-rat; 1:250). Em
seguida, as laminas foram lavadas em PBS 1X e entdo os cortes foram cobertos por
estreptavidina-peroxidase durante 30 minutos. Logo ap0s estaetapa, as laminas foram lavadas
em PBS 1X e entéo os cortes foram cobertos pela solucéo de 3,3 — Diaminobenzidine (DAKO).
Apbs 5 segundos, as laminas foram submersas em agua corrente durante 10 minutos e em
seguida foram submersas em hematoxilina de Harrisdurante 3 segundos. Apds a coloragdo, as
laminas passaram pelo processo de secagem e foram, posteriormente, montadas com Entelan®
(Pro-anélise, Porto Alegre, Brasil). A quantificacdo de células Ly6G-positivas foi realizada no
tecido periodontal mesial e distal do segundo molar superior esquerdo e definida como nimero

de células positivas por campo, em aumento de 1000 X.
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4.9 Avaliacdo da perda 6ssea alveolar

Ao final de cada periodo experimental, foi realizada a eutanasia dos camundongos e as
maxilas foram removidas. As maxilas foram, entdo, tratadas com solugdo de perdxido de
hidrogénio 30 volumes, diluido em igual volume de &gua destilada, durante 24 horas, para
remocao dos tecidos moles. Posteriormente, as maxilas foram lavadas e deixadas secar em
temperatura ambiente. Para a quantificacdo da perda 6ssea alveolar, as maxilas foram coradas
com solucdo de azul de metileno 0,3%. Para obtencdo das imagens, as maxilas foram
fotografadas (Kodak EasyShare C743, Manaus, Brasil) utilizando-se 0 aumento da objetiva do
microscopio estereoscopico binocular 200 M (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Q724S-1,
Diadema, Brasil). As imagens foram obtidas da regido palatina dos molares superiores. Com 0
auxilio do programa Image J, a medida da area entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista
Ossea alveolar (COA) foi utilizada para avaliacdo da perda 6ssea alveolar no primeiro ou

segundo molar superior das maxilas analisadas.

4.10 Citometria de fluxo de linfonodo cervicais

Apo6s 4 dias de insercdo do fio de ligadura, os linfonodos cervicais foram
cuidadosamente retirados e macerados para a realizacdo da citometria de fluxo. As células
destes linfonodos foram contadas em camera de Neubauer e igualmente distribuidas (5 x 10°
células/mL) para marcacéo de superficie com anticorpos: CD 45 (FITc/1:200); CD 103(PerCP-
cy55/ 1:50); Ly6C (PE-cy7/ 1:100); MHC Il (APC-cy7/ 1:100); Ly6G (V421/ 1:400);

CD11b (\V500/ 1:100). Apds a marcacdo, as amostras foram lidas no citdmetro FACS CantoTM
Il (BD Bioscience). Foram adquiridos 30.000 eventos por amostra. A anélise das leituras foi

realizada no software FlowJoTM (Tree Star).

4.11 Determinacéo do indice fagocitico

Para se determinar o indice fagocitico, foram utilizados macrofagos diferenciados a
partir de células obtidas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 ou Ccr2”- (BMDMs).
Células da medula 0ssea foram removidas dos fémures e tibias dos animais e cultivadas em
placas de Petri contendo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) acrescido de soro fetal
bovino a 20% v/v e sobrenadante de cultura de células L929 a 30% v/v. As placas de Petri foram
incubadas em estufa contendo 5% de CO a 37°C. As células da medula éssea, quando expostas
ao sobrenadante de células L929 durante 7 a 10 dias, diferenciam-se em macrofagos. Apds 10

dias, as células foram removidas da placa de Petri utilizando-se um



29

raspador de células e transferidas para placas de 24 pocos, contendo laminulas estéreis, em uma
concentracdo de 5 x 10° células / pogo. Apds 24 h de incubagdo a 37°C, as células foram
desafiadas com 2,5 x 10° células de P. Gingivalis (MOI = 5) por 1 hora. Apds esse tempo, as
células foram fixadas com acetona por 30 segundos e, ap0s coloracdo utilizando o kit panotico
rapido, as bactérias fagocitadas foram visualizadas ao microscopio éptico e contadas, para
posterior defini¢do do indice fagocitico, a partir da férmula: IF= (n° de bactérias fagocitadas /
n° de macrofagos contados) x (n° de macrofagos fagociticos / n°® de macréfagos contados) x
100.

4.12 Avaliacdo de mediadores inflamatorios produzidos por macréfagos murinos

O ensaio imunoenzimatico ELISA foi utilizado para quantificar os niveis de mediadores
inflamatorios, como TNF e IL-6 em amostras de sobrenadante de ensaio in vitro. Para isso,
foram utilizados macréfagos derivados da medula ssea (BMDMs) de camundongos C57BL/6
ou Ccr2”, de acordo com protocolo descrito anteriormente. Apds 10 dias, as células foram
removidas da placa de Petri utilizando-se um raspador de células e transferidas para placas de
48 pocos a uma concentragdo de 2 x 10° células/ pogo. Apo6s 24 h de incubagdo a 37 °C, as
células foram desafiadas com 1 x 10° células de P. Gingivalis (MOI =5). Foi adotado o tempo
de 4 e 24 horas de incubacdo. Apos esses tempos, 0s sobrenadantes foram coletados para
realizacdo do ensaio de ELISA utilizando kits comerciais (R&D Systems, Minneapolis, MN,

USA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.13 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre
as médias foram comparadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA) com pds-teste
Newman-Keuls. Na comparagéo entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student ndo pareado.

Os resultados foram considerados significativos quando valor de p < 0,05.

5 Resultados

Para padronizacdo do modelo de DP induzida por P. gingivalis, a perda 6ssea alveolar
foi avaliada apos a inducdo da doenga com 3 protocolos distintos descritos na literatura. Os
resultados mostram que, apods 45 dias, a infec¢do por P. gingivalis induziu perda dsseaalveolar

significativa, de modo similar, em todos os grupos avaliados (Fig. 4A e 4B). Desse
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modo, o protocolo de escolha para os demais experimentos foi aquele em que ndo houve
alteracdo prévia do biofilme bucal.
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Figura 4. Quantificacdo da perda Ossea alveolar em camundongos C57BL/6 (WT). (A) Imagens
representativas da perda dssea alveolar. (B) Quantificacdo da perda 6ssea alveolar obtida pela medida da area entre
a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea alveolar (COA) na regido palatina do primeiro molar superior.
Barra=1 mm. * p < 0,05 quando comparados aos camundongos sham-infectados (Controle).

Para compreender a cinética do processo inflamatdrio associado a perda 6ssea alveolar
induzida por P. gingivalis, os camundongos foram divididos em grupos experimentais (controle
e infectado) e eutanasiados nos tempos de 5, 15, 30 ou 45 dias pds-infeccdo. Ao final de cada
tempo experimental, foi analisada a perda dssea alveolar pela quantificacdo da area entre a COA
e a JCE, medida na face palatina do primeiro molar superior. Foi observada uma perda 6ssea
alveolar significativa no tempo de 45 d.p.i (Fig. 5A e 5B), associada ao aumento no nimero de

osteoclastos na crista 6ssea alveolar no mesmo tempo experimental (Fig. 5C e 5D).
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Figura 5. Quantificacdo da perda Ossea alveolar em camundongos C57BL/6 (WT). (A) Imagens
representativas da perda éssea alveolar. Barra = 1mm. (B) Quantificacdo da perda Gssea alveolar obtida pela
medida da area entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar (COA) na regido palatina do
primeiro molar superior. (C) Células TRAP positivas presentes no tecido periodontal. Barra = 50 um. (D)
Quantificacdo de células TRAP positivas dispostas por milimetro de tecido avaliado. * p < 0,05 quandocomparados
aos camundongos sham-infectados (Controle).

Posteriormente, ao final de cada tempo experimental, foi realizada a quantificagdo das
citocinas IL-6, TNF e IL-10 e das quimiocinas CXCL1 e CCL2 por ELISA. O infiltrado celular
foi avaliado por medida da atividade enzimatica de NAG e MPO nos tecidos periodontais no
tempo experimental de 45 d.p.i. Observou-se aumento significativo da producéo da citocina IL-
6 no tempo inicial de 5 d.p.i (Figura 6A), sem altera¢des nos niveis das citocinas TNF (Fig. 6B)
e IL-10 (Fig. 6C). Houve também uma diminui¢do de CXCL-1 no tempo de 45 d.p.i (Fig. 6D)
e, apesar da auséncia de diferencas significativas, notou-se um padrdo decrescente na producdo
de CCL2 (Figura 6E). Nao houve alteragdes significativas na atividade de MPO (Figura 6G),
mas observa-se menor atividade de NAG (Fig. 6F).
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Figura 6. Avaliagdo de mediadores inflamatérios em camundongos WT ao longo da infec¢do e quantificacéo
de MPO e NAG. (A) producéo de IL-6 nos tecidos periodontais, (B) TNF, (C) IL-10, (D) CXCL1 e (E) CCL2
nos tecidos periodontais obtida a partir do ensaio de ELISA. (F) Quantificacdo da atividade de MPO e (G) NAG

nos tecidos periodontais. * p < 0,05 quando comparados aos camundongos sham-infectados (Controle).

AlteracGes em nivel sisttémico estdo associadas a DP (OPPERMANN; WEIDILICH,;

MUSSKOPF, 2012). A fim de avaliar possiveis alteracdes sistémicas no modelo experimental

utilizado, os animais foram submetidos ao protocolo de inducdo de DP e, apés 45 dias, foram

coletadas amostras de sangue e analisados a quantidade e o tipo de leucdécitos. Os resultados

mostram que ndo houve alteracdes significativas nos parametros sistémicos analisados (Fig.7

AB).
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Figura 7. Quantificacdo de leucdcitos no sangue em camundongos WT 45 d.p.i. (A) Quantificagdo
de leucdcitos no sangue obtida a partir da contagem em cadmara de Neubauer. (B) contagem diferencial de células:
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) obtidos a partir da analise de esfregaco sanguineo. * p < 0,05

guando comparados aos camundongos sham-infectados (Controle).

Sabe-se que algumas quimiocinas estdo associadas ao recrutamento de células
mononucleares para o sitio infectado (GEMMELL; CARTER; SEYMOUR, 2001). Assim, para
compreender o papel de CCR2 na DP, animais WT e Ccr2 - foram submetidos aos protocolos
de infeccgdo e, apds 30 ou 45 dias, foram eutanasiados e os tecidos periodontais coletados para
analise de perda 6ssea alveolar, ELISA, NAG e MPO. Os animais WT apresentaram perda
ossea alveolar significativa 45 d.p.i (Fig. 8A). Por outro lado, camundongos Ccr2 7~ apresentam
perda dssea alveolar significativamente maior 30 d.p.i, quando comparados aos animais WT de
mesmo tempo experimental, além de perda 6ssea alveolar significativa 45 d.p.i, comparados ao
seu respectivo grupo controle e a camundongos WT no mesmo tempo pés-infeccao (Figura 8A
e 8B). Em camundongos WT nédo foi observada diferenga na producdo das citocinas IL-1,
TNF e IL-10 (Fig. 8C, 8D e 8E). Camundongos Ccr2 7 apresentaram maiores niveis basais de
IL-1B, que diminuem significativamente 45 d.p.i. (Fig. 8C). N&o foi observada diferenca na
producio de TNF (Fig. 8D). Camundongos Ccr2 7~ apresentam menores niveis basais de 1L-10
guando comparados aos animais WT (Fig. 8E). Quanto as quimiocinas, foi observada uma
menor producio de CXCL1 45 d.p.i em camundongos WT, enquanto em animais Ccr2”- ndo
foi observadadiferenca significativa na producdo de CXCL1 (Figura 8F). Apesar da auséncia
de diferencas significativas, foi observado em camundongos WT um padréo decrescente na
producio de CCL2 (Figura 8G). Entretanto, nos animais Ccr2”, foi observado maiores niveis
de CCL2 no
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tempo 30 d.p.i quando comparados aos animais WT no mesmo tempo experimental (Figura

8G).
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Figura 8. Quantificacdo da perda 6ssea alveolar e mediadores inflamatérios em camundongos WT e Ccr2 -
"-30 e 45 d.p.i. (A) Imagens representativas da perda dssea alveolar. (B) Quantificacdo da perda 6ssea alveolar
obtida pela medida da area entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea alveolar (COA) na regido palatina
do primeiro molar superior. Barra=1 mm. (C) Producgéo de IL-1p, (D) TNF, (E) IL-10, (F) CXCL-1e (G)CCL2
nos tecidos periodontais obtida a partir do ELISA. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-

infectados (Controle); # p< 0,05 quando comparados aos camundongos Ccr2 .



35

A producéo de citocinas e quimiocinas impacta diretamente no infiltrado de células no
periodonto (TURNER et al., 2014). Para analise do infiltrado celular nos tecidos periodontais
dos animais, foi feita avaliacdo da atividade enzimatica de NAG e MPO nos tempos
experimentais de 30 ou 45 d.p.i., que consiste na medida indireta de infiltrado de neutrofilos e
macrofagos. Os resultados mostram que tanto camundongos WT quanto Ccr2” ndo
apresentaram alteragdes significativas na atividade de NAG e MPO nos tempos experimentais
analisados (Figura 9A e 9B).
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Figura 9. Atividade de MPO e NAG em camundongos WT e Ccr2 * 30 e 45 d.p.i. (A) Quantificacio da
atividade de MPO e (B) NAG nos tecidos periodontais por meio de ensaio enziméatico nos tecidos periodontais. *
p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle); # p< 0,05 quando comparado aos
camundongos Ccr2 .

A DP é uma doenca de caréater cronico e que apresenta periodos de agudizacdo(ROJAS
et al., 2005), assim determinamos também a participacdo de CCR2 em um processo agudo de
reabsorcao Gssea alveolar. Para isso camundongos WT e Ccr2”- foram submetidos ao protocolo
de inducéo de perda Gssea alveolar por inser¢do de ligadura associada ou ndo a infeccéo por P.
gingivalis. Para padronizacdo do modelo, animais WT foram submetidos a insercdo de um fio
de seda ao redor do 2° molar superior esquerdo. Quando associada a infeccéo por P. gingivalis,
o fio de ligadura foi inserido entre a terceira e quarta inoculacdo domicrorganismo na cavidade
bucal e, apos 4 dias da insercdo da ligadura, os camundongos foram eutanasiados e os tecidos
periodontais coletados para analise de perda 6ssea alveolar e de quantificacdo de osteoclastos,
por meio da coloracdo de fosfatase &cida resistente aotartarato (TRAP). A insercdo de

ligadura induziu perda 6ssea alveolar significativa
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independente da associacdo com P. gingivalis (Fig. 10A, 10B). A perda dssea alveolar,induzida

por ligadura, esta associada ao aumento significativo de osteoclastos (Figura 10C, 10D).
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Figura 10. Quantificacdo da perda dssea alveolar em camundongos WT e quantificacdo de células TRAP
positivas, 4 dias apds insercdo do fio. (A) Imagens representativas da perda 6ssea alveolar. (B) Quantificacdo
da perda 6ssea alveolar obtida pela medida da area entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar
(COA) na regido palatina do segundo molar superior. Barra = 1mm. (C) Células TRAP positivas presentes no
tecido periodontal. (D) Quantificacdo de células TRAP positivas dispostas por milimetro de tecido avaliado. Barra
=50 um. * p < 0,05 quando comparados aos camundongos sham-infectados (Controle).

Foi realizada analise histoldgica dos tecidos periodontais por meio de coloragdo com
hematoxilina e eosina (HE) e posterior quantificacdo de neutréfilos. Foi possivel observar que
a insercdo de ligadura, associada ou ndo & infecgdo por P. gingivalis, induziu um infiltrado de
células inflamatorias (Figura 11A), com maior numero de neutréfilos diante a inser¢do do fio
de ligadura. A infecgdo por P. gingivalis associada ou ndo ao fio de ligadura foi capaz de induzir
diminuicdo no nimero de neutréfilos nos tecidos periodontais (Fig. 11C).
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Figura 11. Andlise histopatoldgica e identificacdo de neutrofilos em camundongos WT, 4 dias apds inser¢édo
do fio. (A) Andlise histopatoldgica foi realizada por meio da coloracdo de HE. Barra = 50 um. (B) Andlise para
identificacdo de neutrofilos realizada por meio de imunohistoquimica Barra = 50 um (C) quantificacdo de
neutrdfilos presentes no periodonto. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham- infectados (Controle).

A insercéo de ligadura representa um fator para maior retengdo de microrganismos do
biofilme bucal no sitio de inser¢do, que pode estar associado a uma resposta inflamatoria e
degradacéo tecidual (MARCHESAN et al., 2019). Sendo assim, a insercdo de ligadura pode
representar uma potente fonte de translocacdo microbiana e alteracdes sistémicas. Os resultados
do presente trabalho mostram que ndo houve alteracdes nos nimeros de leucdcitos totais no
sangue (Figura 12A) e no nimero de leucécitos polimorfonucleares (PMNSs) e mononucleares
(MNs) (Figura 12B).
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Figura 12. Quantificagdo de leucécitos no sangue em camundongos WT 4 dias ap6s insercéo do fio. (A) A
quantidade de leucdcitos no sangue foi obtida a partir da contagem em camara de Neubauer. (B) A quantificacdo
de células MN e PMN foi realizada a partir da analise de esfregago sanguineo. * p < 0,05 quando comparados aos
camundongos sham-infectados (Controle).
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H& estudos que mostram que alteracGes em sitios extra bucais podem estar associados a
condicdes bucais como a DP (ALAZAWI et al., 2017). Logo, foi realizada uma avaliacédo
histoldgica do figado e intestino dos animais, apos inducao de perda dssea alveolar por insercédo
de ligadura. Os resultados mostram que o figado de camundongos que foram submetidos a
insercdo da ligadura, associada ou ndo a infeccdo por P. gingivalis, apresentaram um discreto
infiltrado celular (Fig. 13A, Fig. 13B). Camundongos que foram submetidos apenas a
inoculacdo de P. gingivalis também apresentaram discreto infiltrado celular no figado (Fig.
13A, Fig. 13B). De modo similar, andlises do intestino mostram que camundongos submetidos
a insercdo da ligadura, associada ou nao a infeccdo por P. gingivalis, apresentaram um discreto
infiltrado celular neste 6rgdo (Fig. 13C, Fig. 13D). Entretanto, camundongos que foram
submetidos apenas a inoculacdo de P. gingivalis apresentaram aumento significativo do

infiltrado celular no intestino (Figura 13C e D).
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Figura 13. Anélises histopatoldgicas de figado e intestino em camundongos 4 d.p.i. (A) Infiltrado celular
presente no tecido hepatico, (B) discreto infiltrado celular nas vilosidades intestinais, score histopatoldgico(B)
hepético e (D) intestinal obtido a partir da coloracdo de hematoxilina eosina (HE). Barra=5 pum. * p < 0,05 quando
comparados aos camundongos sham-infectados (Controle).

Para avaliar o papel de CCR2 em um processo de perda éssea alveolar aguda, animais
WT e deficientes para este receptor (Ccr2 ) foram submetidos ao protocolo de inducéo de
perda éssea por insercao de ligadura associada ou ndo a infecgdo por P. gingivalis. Apos 4 dias
os animais foram eutanasiados e os tecidos periodontais foram coletados para anélise de perda
Ossea alveolar. Foi observada perda Ossea alveolar significativa, de maneira similar, em
camundongos WT e Ccr2 - (Figura 14A, 14B).
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Figura 14. Quantificacdo da perda 6ssea alveolar em camundongos WT e Ccr2 7 4 dias pds-insercéo da
ligadura. (A) Imagens representativas da perda dssea alveolar. (B) Quantificacdo da perda 6ssea alveolar obtida
pela medida da area entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista éssea alveolar (COA) na regido palatina do
primeiro molar superior. Barra =1 mm. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados
(Controle); # p< 0,05 quando comparados aos camundongos Ccr2 -,

Para analise do infiltrado celular nos tecidos periodontais dos animais, foi feita
avaliacdo da atividade enziméatica de NAG e MPO 4 dias apds insercéo do fio de ligadura, que
consiste na medida indireta de infiltrado de neutrofilos e macrofagos. Os resultados mostram
que os camundongos WT ndo apresentam alteracOes na atividade de MPO enquanto osanimais
Ccr2 7 quando a ligadura associada a infeccdo por P. gingivalis induz maior atividade desta
enzima (Fig. 15A). Quanto as atividades de NAG, os animias WT ndo apresentaram alteracoes
nas atividades enzimaticas; contudo, os animais Ccr2 7 frente a infeccdo por P. gingivalis

possuem menor atividade de NAG no peridonto (Fig. 15B).
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Figura 15. Atividade de MPO e NAG em camundongos WT e Ccr2 - 4 dias pos-insercédo da ligadura. (A)
Quantificacéo da atividade de MPO e (B) NAG nos tecidos periodontais por meio de ensaio enzimatico nos tecidos
periodontais. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle); # p< 0,05 guando
comparado aos camundongos Ccr2 7.

A ligadura age como uma superficie de reten¢do de microrganismos, que desencadeiam
um processo inflamatério ao assumirem um perfil disbiotico (JIAO et al., 2013). Desse modo,
foi realizada a quantificacdo e avaliacdo preliminar dos microrganismos associados a ligadura.
Os resultados mostram alteracGes nos morfotipos coloniais em relacdo as diferentes atmosferas
de crescimento: aerobiose e anaerobiose (Figura 16A). Entretanto, ndo houve alteragéo na
guantidade de microrganismos presentes na ligadura associada ou ndo a infeccdo por P.
gingivalis, tanto nos camundongos WT quanto nos Ccr2” (Figura 16B). Contudo, como
demonstrado no quadro 1 (Figura 16C), analises da ligadura de animais WT mostram maior
quantidade de morfotipos coloniais em atmosfera anaerdbia. Quando a ligadura foi associada a
infecgdo por P. gingivalis foi observada um predominio de microrganismos Gram-positivos.
Camundongos Ccr2” ndo apresentam alteracdes no numero de coldnias em atmosferas de
aerobiose ou anaerobiose. Entretanto, analises da ligadura associada a infeccdo por P.
gingivalis, em camundongos Ccr2”-, em ambas atmosferas, também mostraram um predominio

de microrganismos Gram-positivos.
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Figura 16. Quantificacio de microrganismos presentes na ligadura em camundongos WT e Ccr2 * 4 dias
pés-insercdo. (A) Imagens representativas das placas de cultivo dos microrganismos presentes no fio de ligadura.
(B) Quantificacdo da concentragdo da microbiota associada ao fio obtida a partir da técnica de micro gota em égar.
*p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle); # p< 0,05 quando comparado aos
camundongos Ccr2 .
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QUADRO 1- Anélises qualitativas dos microrganismos associados a ligadura

WT Lig WT Lig+Pg Ccr2’ Lig Ccr2’ Lig+Pg
Atmosfera Aero | Anaerob Aero Anaerobio Aero Anaerobi Aero Anaerobio
iose se ose
N° de colbnias 2 >5 2 >5 3 3 >5 >5
Morfologias Cocoba | Cocobacil Cocos e Cocobacilo | Cocobacilo | Cocobacil | Cocobacil Cocos
cilos ose Cocobacil s, Cocos S 0S 0s
Cocos 0s e e
Cocos Cocos
Predominanci | Gram - Gram Gram - Gram + Gram - Gram + Gram+ Gram+
a +/-

Foi também avaliada a quantidade e o tipo de leucocitos no sangue e nos linfonodos
cervicais. Nossos resultados mostram que os animais WT ndo apresentaram alteracfes no
namero de leucdcitos no sangue, porém a ligadura quando associada & infecgéo por P.gingivalis
induziu alteracdo na quantidade e tipo celular de PMN e MN (Fig. 17A e 17B). Em
camundongos Ccr2™, a infecgéo por P. gingivalis, associada ou no a ligadura, induziu maiores
alteracOes tanto no numero de leucdcitos (Fig. 17A) quanto no tipo de células no sangue (Fig.
17B), quando comparado tanto ao seu controle quanto aos grupos experimentais
correspondentes de animais WT (Fig. 17A, 17B). O tipo de células presentes nos linfonodos
cervicais demonstra que, em animais WT, ha aumento do nimero de células dendriticas apds a
insercdo do fio de ligadura associado ou ndo a infec¢do por P. gingivalis (Fig. 17C). Em
camundongos Ccr2” a infecgdo por P. gingivalis induziu aumento do nimero de células
dendriticas, macréfago e macréfagos ativos (Fig. 17D e 17E) e, quando associada a ligadura,
foi observado um predominio de células dendriticas, quando estes sdo comparados com animais
WT (Fig. 17E).
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B) Contagem diferencial de leucocitos
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Figura 17. Quantificacdo de leucécitos no sangue e células nos linfonodos cervicais em camundongos WT e
Ccr2 7, 4 dias pos-insercéo do fio. (A) A quantidade de leucdcitos no sangue foi obtida a partir da contagem em
camara de Neubauer. (B) A quantificacdo de células MN e PMN foi realizada a partir da anélise de esfregaco
sanguineo. A quantidade de (C) células dendriticas, (D) macrdéfagos e (E) macréfagos ativos presentes nos
linfonodos destes animais foi obtida a partir da avaliacdo de marcadores inerentes analisados por meio de FACS.
* p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle); # p< 0,05 quando comparado aos
camundongos Ccr2 .

A fim de compreender o comportamento de células provenientes de camundongos WT
ou Ccr2” frente ao estimulo bacteriano, foram realizados experimentos in vitro. Para isso,

BMDMs derivados de animais WT ou Ccr2”- foram desafiados com P. gingivalis, MOI = 5,
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durante 1 h. Os resultados mostram que, comparativamente aos macrofagos provenientes de
camundongos WT, macrofagos provenientes de camundongos Ccr2”- possuem maior

capacidade fagocitica (Fig. 18A) e fagocita maior quantidade do microrganismo (Fig. 18B).
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Figura 18. Quantificacdo de macro6fagos fagociticos e nimero de bactérias fagocitadas ap6s 1h de estimulo.
(A) indice de fagocitose (IF) obtido a partir da relagéo IF = (n° de bactérias fagocitadas/ n° de macréfagos contados)
x (n° de macréfagos fagociticos/ n°® de macrdfagos contados) x 100. (B) O nimero de bactérias fagocitadas foi
obtido a partir da contagem de bactérias no interior de 100 células totais. * p < 0,05 quando comparados aos
camundongos sham-infectados (Controle); # p< 0,05 quando comparados aos camundongos Ccr2 -,

6 Discusséo

Os resultados deste trabalho mostram que a infec¢do por P. gingivalis em animais WT
induz reabsorcao Ossea alveolar relacionada ao aumento de IL-6 em tempos iniciais, diminuicdo
de CXCL-1 e NAG ao final do periodo experimental, além de um carater decrescente na
producdo de CCL2. Adicionalmente, na auséncia de CCR2, a infeccdo por P. gingivalis
desencadeia uma resposta inflamatoria mais intensa, caracterizada por uma maior producéo de
citocinas e quimiocinas osteoclastogénicas, que reflete em uma maior perda éssea alveolar,

além de alteragdes sistémicas.

Alguns trabalhos, como o desenvolvido por EBBERS et al. (2018) mostram que a
utilizacdo de antimicrobianos previamente a infeccdo por P. gingivalis promove alteraces na
microbiota residente e pode aumentar as chances de indugédo de DP, uma vez que
microrganismos como P. gingivalis podem causar infecgdes transientes em modelo murino
(OZ; PULEO, 2011; BALCI YUCE, 2017). Por outro lado, ha trabalhos que mostram que a ndo
utilizacdo de antimicrobianos em modelos experimentais, previamente a infeccdo da cavidade

bucal, preserva a arquitetura do biofilme bucal, favorecendo a colonizacdo de P.
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gingivalis (KATO et al. , 2018; SAKAGUSHI et al., 2019), uma vez que, como colonizador
secundario, necessita de interacbes com outros microrganismos da cavidade bucal, como os
colonizadores primarios do género Streptococcus (HOW; SONG; CHAN, 2016). Desse modo,
os resultados do presente trabalho demonstraram que, independente do tratamento prévio com

antibacterianos, a infeccdo por P. gingivalis foi capaz de induzir perda 6ssea alveolar.

Ao longo do processo inflamatorio foi observada uma perda 6ssea alveolar significativa
no tempo de 45 d.p.i , 0 que corrobora o trabalho de MONASTERIO et al. (2019). Estudos
mostram que a perda 0ssea alveolar esta associada a inducdo da producdo de mediadores
inflamatdrios osteoclastogénicos, produzidos por células do hospedeiro como, porexemplo,
neutrofilos e fibroblastos, frente a um estimulo microbiano (KHALAF et al., 2016). J& foi
demonstrado que P. gingivalis € capaz de promover a producdo de mediadores inflamatdrios e
consequentemente proteinas envolvidas na osteoclastogénese, como RANKL (LIN et. al., 2014;
MEULMAN et al., 2011). Dentre esses mediadores inflamatérios inclui-se IL-6, TNF, IL-10,
CXCL-1 e CCL2. IL-6 é uma citocina que induz a ativacdo e formacdo de osteoclastos de
maneira indireta, por induzir a producdo de RANKL (FENG; GUO; MINQI, 2019). IL-6 é
encontrada em altas concentracGes no periodonto de pacientes com DP (KOSHY et al., 2019;
DIAZ-ZUNIGA et al., 2019;: MOKEEM et al., 2018). Nossos
resultados mostram uma producéo significativa de IL-6 em tempos iniciais (5 d.p.i), 0 que pode
ter contribuido para o processo de ativacdao de osteoclastos, entretanto ndo foram observadas
alteracdes na producdo de TNF. Trabalhos mostram que TNF é importante para invasdo das
bactérias nos tecidos periodontais por ativacdo da proteina Rab5, importante proteina em
processos endociticos e que regula o trafego intracelular de patégenos, como demonstrado por
KATO et al. (2014). Por outro lado, um estudo desenvolvido in vitro mostra que ha degradacao
de TNF mediada por gingipainas produzidas pela P. gingivalis (MEZYK- KOPEC et al., 2004).,

Os resultados apresentados no presente trabalno mostram que a inoculacdo de P.
gingivalis ndo alterou a produgdo de IL-10, citocina anti-inflamatoria responsavel também por
proteger a matriz extracelular durante a inflamacdo (LACRAZ et al., 1995; HOWARDet al.,
1992) e pela supressdo de citocinas durante a patogénese da DP (SASAKI et al. , 2008).
Trabalhos mostram que, in vitro, o estimulo de fibroblastos com LPS de P. gingivalis, em alta
concentragdo, induziu a produgdo de IL-10 (MORANDINI et al.,, 2011; TRINDADE et
al.,2011). Contudo, em um estudo desenvolvido por WANG et al. (2018), cultura de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%26%23x000ed%3Baz-Z%26%23x000fa%3B%26%23x000f1%3Biga%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31044031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%26%23x00119%3B%26%23x0017c%3Byk-Kope%26%23x00107%3B%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15731048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%26%23x00119%3B%26%23x0017c%3Byk-Kope%26%23x00107%3B%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15731048
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fibroblastos associados a patogénese de liquen plano foram estimulados com LPS de P.
gingivalis e foi observada uma diminui¢do da producdo de IL-10 nos tempos experimentais
iniciais. Além disso, DUAN et al. (2018) demonstraram que a infec¢do por P. gingivalis em

camundongos C57BL/6 diminuiu a producao de IL-10 nos tempos experimentais avaliados.

A presenca de um infiltrado neutrofilico € bem descrita em modelos de DP, como
demonstrado por BRECX e PATTERS (1985), utilizando primatas ndo humanos e por
IDEGUCHI et al. (2019) em modelo associando ligadura e infeccdo por P. gingivalis em
camundongos. Por outro lado, j& foi demonstrado que a serino fosfatase B (SerB), outro
importante fator de patogenicidade de P. gingivalis, suprime a producdo de IL-8, alterando o
recrutamento de neutréfilos para o sitio de infeccdo (PALM, KHALAF, BENGTSSON, 2013;
TAKEUCHI et al., 2013; BAINBRIDGE et al., 2010). Os resultados corroboram esses dados,
ao mostrar uma menor producdo de CXCL-1 no tempo de 45 d.p.i. A mieloperoxidase (MPO)
é uma hemoproteina presente em neutréfilos que desempenha um importante papel na resposta
antimicrobiana (GALIJASEVIC, S., 2019). JAGELS et al. (1996) demonstraram que a
gingipaina Kgp € responsavel por inibir a liberacdo de MPO. Os resultados encontrados
mostram que ndo houve alteracdo na atividade de MPO, o que, associada a menor producéo
de CXCL-1, pode ter contribuido para um menor infiltrado de neutréfilo no sitio periodontal de

camundongos inoculados com P. gingivalis.

Os resultados também mostram uma producdo decrescente de CCL2. CCL2 é uma
guimiocina envolvida no recrutamento de mondcitos/macrofagos para o sitio inflamatério,
sintetizada por diferentes células sob estimulo de citocinas pro-inflamatorias como 1L-1
(ELSAAFIEN, K. et al., 2019). CCL2 € encontrada em altas concentra¢@es no fluido crevicular
de pacientes com DP (STADLER et al. , 2016). P. gingivalis, como demonstrado por ZENG et
al. (2017) e DAMGAARD et al. (2017), € capaz de induzir o aumento da produgédo de CCL2 in
vitro e pode induzir a adesdo endotelial de mondcitos via ICAM-I (WU et. al., 2019). N-
acetilglicosaminidase (NAG) é uma enzima produzida principalmente por macréfagos
(COELHO, B.A. etal., 2014), cuja deteccao € utilizada para avaliacdo indireta do recrutamento
dessas células. Os resultados mostram uma menor atividade de NAG, sugerindo menor influxo
de macréfagos, o que corrobora estudo realizado por CASTRO et al. (2017), que mostra que as
gingipainas produzidas por P. gingivalis inibema migracdo e a atividade fagocitica de

macrofagos, por promoverem a clivagem répida do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bainbridge%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20805334
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X18308989?via%3Dihub&!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X18308989?via%3Dihub&s0025).JAGELS
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receptor CD14. ZHUANG et al. (2018) demonstraram que macrofagos do tipo M2 séo
importantes no controle da perda éssea alveolar induzida por ligadura.

CCR2 é um receptor de quimiocinas expresso principalmente por mondcitos e, ao
interagir com o ligante CCL2, promove o recrutamento de macrofago para o sitio infeccioso
(FANTUZZI, L. et al., 2019; COVINO, D.A.; SABBATUCCI, M.; FANTUZZI, L., 2016).
KHAN et al. (2015) demonstraram, in vitro, que a presenca de CCR2 é importante para ativacao
de osteoclastos, células importantes para 0 metabolismo dsseo, relacionadas diretamente ao
dano tecidual observado na DP (LI et al., 2018). Na auséncia de CCR2, no modelo de DP
induzido por P. gingivalis, foi observada maior perda dssea alveolar no tempo de 45 d.p.i.
Entretanto, no modelo agudo de indugdo de perda 6ssea alveolar por insercdo de ligadura, 0s
resultados mostram que camundongos WT ou Ccr2”- submetidos ao protocolo de ligadura
associada ou ndo a infeccdo por P. gingivalis, em nossas condi¢Ges, apresentam perda 0ssea
alveolar semelhante. TADDEI et al. (2012) demonstraram, em seu modelo de remodelamento
6sseo alveolar ndo-infeccioso, que camundongos Ccr2”- apresentaram  menor

osteoclastogénese.

GOES et al. (2012) demonstraram que a insercdo de ligadura promove alteracdes
sistémicas, como leucocitose, em ratos. No presente trabalho foi possivel observar leucocitose
na associacao de ligadura com infecgédo por P. gingivalis - quando comparado ao grupo que foi
submetido & ligadura sem infec¢éo. O acometimento sistémico gerado pela inser¢do de ligadura
também foi demonstrado por MESTER et al. (2019) e PESSOA et. al (2018), que mostraram 0
acometimento e comprometimento do figado em ratos. Os resultadosapresentados mostram
um discreto infiltrado celular no figado dos camundongos submetidosa insercdo de ligadura,
associada ou ndo a infec¢do por P. gingivalis. O intestino destes animais também foi avaliado,
uma vez que a particio da microbiota bucal em doenca inflamatoria intestinal ja foi
demonstrada (ISMAIL et al., 2012; KOSTIC et al. 2012). Camundongos submetidos a ligadura
associada a infeccdo por P. gingivalis apresentaram alteracdes intestinais discretas. Estudo feito
por BOLEI et al. (2019) mostra que P. gingivalis também comporta-se como um
“microrganismo chave” no intestino, estabelecendo a dishiose no sitio. Quanto as respostas
sisttémicas avaliadas, na auséncia de CCR2, foram observadas alteragbes no sangue, como
leucocitose e aumento de PMNs e MNs. Nos linfonodos cervicais foi observado um aumento
de células dendriticas, macrofagos e macrofagos ativados frente aoestimulo por P. gingivalis.
FUJIMURA et al. (2015) demonstraram que o bloqueio
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farmacologico de CCR2 induziu diminuicdo de celulas totais no sangue dos animais,

diminuicdo de linfdcitos B, bem como a presenca de células mononucleares.

Observou-se que a auséncia de CCR2 ndo interferiu na quantidade de microrganismos
presentes no fio da ligadura. Esses dados corroboram dados apresentados por ABE e
HAJISHENGALLIS (2014) em que, 5 dias apoés a insercdo da ligadura, ndo foram observadas
alteragBes no nimero de microrganismos anaerobios cultivaveis associados a ligadura que foi
inserida em camundongos fémeas, demonstrando uma capacidade rapida de resposta do
hospedeiro aos microrganismos ali presentes. Entretanto, foi possivel observar no presente
trabalho, uma diferenca quanto as caracteristicas morfologicas de microrganismos presentes no
fio. Por outro lado, os dados in vitro mostram que macr6fagos derivados de animais Ccr2™”
apresentam maior indice fagocitico, apresentando maior nimero de bactérias fagocitadas e
demonstrando assim que macréfagos Ccr2”- apresentam maior capacidade de controle
bacteriano. Por outro lado, GOMES et. al. (2013), em modelo de sepse, demonstraram que eixo
CCR2/CCL2 é importante para o controle de infeccdo por Escherichia coli. DAVIS;
NAKAMURA; WEISER (2011) também demonstraram, in vivo, que o eixo CCR2/CCL2 é
importante para o controle de infeccdo por Streptocooccus pneumoniae. Assim, 0 receptor
CCR2 possui papel importante no que diz respeito ao controle microbiano. Entretanto, na DP

induzida por P. gingivalis, outros fatores estdo envolvidos e precisam ser investigados.

7 Consideracdes finais

Os resultados deste trabalho demonstram que a P. gingivalis induz perda 6ssea alveolar
independente do uso prévio de antimicrobianos. Este fendtipo esta associado ao aumento de IL-
6 em tempos iniciais e subversdo ativa de neutr6filos com menor producdo de CXCL1 e,
consequentemente, menor nimero desse tipo celular no sitio periodontal. Na auséncia de CCR2
é observado maior hiperatividade no contexto agudo do quadro patolégico, com participacdo
principalmente de macrofagos, o que influencia na maior perda 0ssea alveolar observada em
modelo crénico de inducdo da DP. Além disso, esta perda 0ssea esta associadaa altos niveis
de IL-1B e menores niveis de IL-10. Sendo assim, CCR2 apresenta impacto no contexto de
modulagdo da resposta imunologica frente a um estimulo bacteriano caracteristicoda DP e
consequentemente no remodelamento dsseo. Entretanto, sdo necessarios maiores estudos para
elucidar os mecanismos pelos quais a auséncia de CCR2 impacta, em termos gerais, no controle
da infeccdo e da resposta imune nos tecidos periodontais no contexto inflamatério da DP

induzida por P. gingivalis.
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