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RESUMO

O processo infeccioso e inflamatério que ocorre durante a progressao da lesao
periapical estimula a ativacdo de diferentes células, mediadores e receptores do
sistema imune do hospedeiro. No contexto de doengas sistémicas, é reconhecido que
o lipopeptideo sintético denominado Pam3cys atua como ligante de 7LRZ/TLR1 e, além
de estimular a expressao de diferentes citocinas inflamatorias, pode modificar o papel
dos linfécitos T regulatérios (Tregs). Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a participacao dos Tregs na presenca ou nao do ligante Pam3Cys durante a
progressao da lesdo periapical induzida em camundongos. Foram utilizados 130
camundongos machos C57BL/6 wild type (WT) e knockout para TLRZ (TLRZKO),
alocados em grupos controle (n=5) e experimental (inducdo da lesao periapical)
(n=10/periodo  experimental). Em grupos especificos (W7+Pam3cys e
TLR2KO+Pam3cys), o ligante sintético Pam3cys foi administrado intraperitonealmente,
a cada 7 dias, de acordo com o periodo experimental (14, 21 e 42 dias). Para os demais
grupos, foi administrada agua livre de endotoxina. Ao final dos periodos experimentais,
os animais foram eutanasiados sendo a mandibula e o bago submetidos ao
processamento histotécnico. Os cortes histoldgicos foram analisados pela coloragao
com hematoxilina e eosina (analise da reacdao inflamatdria e mensuragao da lesao
periapical), pela histoenzimologia para atividade da fosfatase acida resistente ao
tartarato — TRAP (avaliagdo do nimero de osteoclastos). Além disso, foi realizada a
técnica de imunohistoquimica para a identificacdo da expressao de Tregs (marcador
FOXP3 na mandibula e no bago) e a avaliagdo da osteoclastogénese, utilizando os
marcadores RANK, RANKL e OPG (mandibula). Os dados foram analisados pelo
programa GraphPad Prism 8.0.1, por meio do teste ANOVA seguido pelo pds-teste de
Tukey, Teste T e Teste Mann-Whitney (a=5%). Foi observado que o infiltrado
inflamatorio e a reabsorcdo Ossea foram mais intensos no grupo 7LR2KO, em
comparacao com o WT7. Além disso, os animais que receberam o ligante Pam3cys, tanto
animais WTquanto 7LR2K0, apresentaram um infiltrado inflamatorio leve ou moderado
e lesdes periapicais menores (p<0,05). Os animais 7LR2KO apresentaram um aumento
significativo no numero de osteoclastos quando comparado aos animais
TLR2KO+Pam3cys (p<0,05), em todos os periodos de desenvolvimento da lesdo
periapical. Os animais W7+Pam3cys apresentaram menor nimero de osteoclastos
guando comparados aos animais W7 que nao receberam o ligante, aos 21 dias
(p=0,02). A expressao de Tregs foi mais intensa nos grupos que receberam o ligante
Pam3cys, com diferenca observada principalmente no grupo W7-+Pam3cys (p=0,03)
guando comparado ao grupo W7, no periodo de 42 dias. Ja nos animais 7LR2KO, a
administracao do ligante ndo aumentou a proliferacao de Tregs. Na analise do baco,
0s animais WT que receberam o ligante também tiveram maior expressao de Tregs, no



periodo de 14 e 42 dias (p=0.02). Ja nos animais 7LR2KO, o aumento da expressao
de Tregs so aconteceu aos 21 dias (p=0.02) nos animais que receberam o Pam3cys.
Com relagao ao RANKL, notou-se uma reducao da marcagao nos grupos
TLR2KO+Pam3cys, aos 21 e 42 dias (p=0.03) e maior razao de ligacao entre
RANK/RANKL nos animais que nao receberam o lipopeptideo. Com relacdo ao OPG, os
animais que receberam a administracao do Pam3cys tiveram maior expressao dessa
proteina, com diferenca estatistica no periodo de 21 dias (p=0.01) para o grupo
WT+Pam3cys e para os animais 7LR2KO +Pam3cys, essa diferenca ocorreu aos 42
dias (p=0.02). A partir das metodologias realizadas e dos resultados, pode-se concluir
gue nos animais W7, a administracao do ligante Pam3cys aumentou a proliferacao dos
Tregs e preveniu a progressao da lesao periapical em camundongos. Por outro lado,
na auséncia do receptor 7LR2 nos animais KO, a expressao de Tregs foi menor com
maiores areas de lesdes periapicais. Por fim, a administracdo sistémica do ligante
Pam3cys nos animais KO foi capaz de limitar os efeitos deletérios da auséncia do
receptor 7LR2 com menores areas de lesdao periapical, menor expressdo de Tregs e
RANKL, menor nimero de osteoclastos e maior expressao de OPG.

Palavras-chave: Lesao periapical. Imuno-Histoquimica. Osteoclastos.
Osteoclastogénese. Pam3cys. Tregs.



Almeida, LKY. Microscopic and molecular local and systemic analysis of
regulatory T lymphocytes in experimentally induced periapical lesions in
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ABSTRACT

The infectious and inflammatory process that occurs during the progression of the
periapical lesion stimulates the activation of different cells, mediators, and receptors
of the host's immune system. In the context of systemic diseases, it is recognized that
the synthetic lipopeptide Pam3cys acts as a TLR2/TLR1 ligand and, in addition to
stimulating the expression of different inflammatory cytokines, it can modify the role
of regulatory T lymphocytes (Tregs). Thus, the present study aimed to evaluate the
participation of Tregs in the presence or absence of the Pam3Cys ligand during the
progression of the periapical lesion induced in mice. The sample consisted of 130 male
C57BL/6 wild type (WT) and TLR2 knockout (TLR2KO) mice, allocated in control (n=5)
and experimental (periapical lesion induction) (n=10/experimental period) groups. In
specific groups (WT+Pam3cys and TLR2KO+Pam3cys), the Pam3cys synthetic ligand
was administered intraperitoneally, every 7 days, according to the experimental period
(14, 21, and 42 days). For the other groups, endotoxin-free water was administered.
At the end of the experimental periods, the animals were euthanized and the mandible
and spleen were submitted to histotechnical processing. The histological sections were
analyzed by staining with haematoxylin and eosin (analysis of the inflammatory
reaction and measurement of the periapical lesion), tartrate-resistant acid phosphatase
histoenzymology — TRAP (evaluation of the number of osteoclasts). In addition, the
immunohistochemistry technique was performed to identify the expression of Tregs
(FOXP3 staining in the mandible and spleen) and the evaluation of osteoclastogenesis,
using the RANK, RANKL, and OPG markers (mandible). Data were analyzed using the
GraphPad Prism 8.0.1 program, using the ANOVA test followed by the Tukey post-test,
T-test, and Mann-Whitney test (a =5%). It was observed that the inflammatory
infiltrate and bone resorption was more intense in the TLR2KO group compared to the
WT group. In addition, the animals that received the Pam3cys ligand, both WT and
TLR2KO animals, showed a mild or moderate inflammatory infiltrate and smaller
periapical lesions (p<0.05). TLR2KO animals showed a significant increase in the
number of osteoclasts when compared to TLR2KO+Pam3cys animals (p<0.05), in all
periods of periapical lesion development. WT+Pam3cys animals had a lower number
of osteoclasts when compared to the WT animals that did not receive the ligand, with
this difference being statistically significant at 21 days (p=0.02). Tregs expression was
more intense in the groups that received the Pam3cys ligand, with a difference
observed mainly in the WT+Pam3cys group (p=0.03) when compared to the WT
group, in the 42 days. In KO animals, however, administration of the ligand did not
increase Tregs proliferation. In the spleen analysis, the WT animals that received the
ligand also had a higher expression of Tregs, in the period of 14 and 42 days (p=0.02).
In the TLR2KO animals, however, the increase in Tregs expression only ocurred at 21



days (p=0.02) in the animals that received Pam3cys. Concerning RANKL, there was a
reduction in staining in the TLR2KO+Pam3cys groups, at 21 and 42 days (p=0.03) and
a higher binding ratio between RANK/RANKL in animals that did not receive the ligand.
Regarding OPG, the animals that received Pam3cys had a higher expression of this
protein, with a statistical difference in the period of 21 days (p=0.01). Also, for the
WT+Pam3cys group and the TLR2KO+Pam3cys animals, OPG difference occurred at
the 42 days (p=0.02). Based on the methodologies performed and the obtained
results, it can be concluded that in WT animals, the administration of the Pam3cys
ligand increased the proliferation of Tregs and prevented the progression of the
periapical lesion in mice. On the other hand, in the absence of the TLR2 receptor in
KO animals, Tregs expression was lower with larger areas of periapical lesions. Finally,
systemic administration of the Pam3cys ligand in KO animals was able to limit the
deleterious effects of the absence of the TLR2 receptor with smaller areas of periapical
lesion, lower expression of Tregs and RANKL, lower number of osteoclasts and higher
expression of OPG.

Keywords: Periapical lesion. Immunohistochemistry. Osteoclasts.
Osteoclastogenesis. Pam3cys. Tregs.
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1. INTRODUGCAO

A lesdo periapical é caracterizada por uma complexa resposta inflamatéria a
infeccd@o por micro-organismos no sistema de canais radiculares, provenientes das
lesdes de carie, traumatismos ou desgastes dentarios, resultando na reabsorcao do
suporte dsseo e dos tecidos periapicais (Sjogren et al.,1997; Stashenko et al., 1998;
Caplan et al., 2006; Alvarez et al., 2019; Karamifar et al., 2020; Gund et al., 2022).

Essa invasdao bacteriana suscita, primeiramente, reacdes inflamatdrias
inespecificas e, posteriormente, reacdes especificas, que envolvem variados tipos
celulares, citocinas, anticorpos e mediadores inflamatdrios, que participam na tentativa
de proteger os tecidos periapicais (Takeda e Akira, 2005; Desai et al., 2011; Alvarez
et al., 2019).

Os principais micro-organismos presentes na lesao periapical sao as bactérias
gram-negativas, que apresentam em sua parede celular os lipopolissacarideos (LPS)
ou endotoxinas (Nelson-Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2018;
Paula-Silva et al., 2020) que sao liberadas durante a desintegracdao desses micro-
organismos e apresentam um importante fator de viruléncia, associado a potente
capacidade de estimular a atividade das células imunes (Galanos et al., 1993;
Graunaite et al., 2012 Shen et al., 2020).

A ativacao do sistema imune do hospedeiro faz com que os micro-organismos
patogénicos, que possuem padroes moleculares associados aos patdgenos ( PAMPs),
como os LPS, sejam reconhecidos por meio de uma variedade de receptores de
reconhecimento do patdgeno, tais como os receptores 7oll-like (TLRs) (Aderem e
Ulevitch, 2000; Takeda e Akira, 2015; Mdller et al., 2017; Galler et al., 2021). Esses
7TLRs, atuam principalmente no processo de fagocitose de patdgenos, ativacao das
cascatas de coagulacdo, inducdo de apoptose e sinalizagdo de citocinas inflamatorias,
que sdo responsaveis pela organizacao de uma cadeia inata mais eficiente (Van Maren
et al., 2008; Desai et al., 2011; Chen et al., 2018; Galler et al., 2021). A auséncia de
um sistema de receptores eficaz, favorece ao hospedeiro a propagacao da infeccao
microbiana e subsequente danos irreparaveis aos tecidos (Aderem e Ulevitch, 2000;
Heil et al., 2004; Chen et al., 2018).
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Os mais variados tipos de 7LRs ja foram identificados tanto em humanos,
quanto em animais, e foi verificado que a maioria dos tecidos expressa pelo menos
um tipo de 7LR. Entretanto, dentre a variedade de receptores existentes, apenas
alguns foram identificados com uma melhor habilidade em mediar respostas celulares
aos produtos bacterianos (Kassem et al., 2015; Chen at al., 2018; Fernandez et al.,
2019; Mazgaeen et al., 2020). O 7LRZ2 se destaca por ser capaz de identificar alguns
padrdes moleculares associados aos micro-organismos, como 0s acidos lipoteicoicos,
as lipoproteinas bacterianas e o zimosan das leveduras. Além desses componentes, 0
TLR2 tem a capacidade de reconhecer também, uma lipoproteina sintética,
denominada Pam3cys (Takeuchi et al., 2002; Matsushima et al., 2007; Chen at al.,
2018; Khokhani et al., 2021).

O Pam3cys (Pam3CSK4) é um lipopetideo sintético que atua como ligante de
TLR2/TLR1 e estimula macrofagos a liberar citocinas, como o fator de necrose tumoral
(7NVF-a), interleucina-1B e interleucina 6 (Steinhagen et al., 2011; Bhaskaran et al.,
2015; Nakao et al., 2020; Khokhani et al., 2021), além disso, funciona como um
estimulador do fator de transcricao pré-inflamatério NFk-B (Ozinsky et al., 2000).
Estudos demonstraram uma importante atuacdo desse ligante sintético na
imunomodulagdo 6ssea (Khokhani et al., 2021) e na modificacdao das respostas imunes
em células T regulatorias do sistema adaptativo (Sutmuller et al., 2006; Chen et al.,
2009; Nyirenda 2015; Nakao et al., 2020). Os TLRs sao geralmente expressos pelas
células imunes inatas, entretanto, componentes celulares da imunidade adaptativa,
como os linfdcitos T, também sinalizam receptores tol/-like (Bhaskaran et al., 2015).

As vias de receptores toll-like funcionam com um elo entre a imunidade inata
e a adaptativa, visto que, além das variadas funcoes conhecidas anteriormente, esses
receptores sdo responsaveis também por induzir a maturacao das células dendriticas,
gue sao fundamentais para gerar respostas imunes adaptativas (Ausubel, 2005; Chen
et al., 2018; Fernandez et al., 2019).

Com a progressao e cronificacao da lesao periapical, verifica-se a infiltracao
dos elementos celulares da imunidade adaptativa, incluindo variados subconjuntos de
linfocitos B e T (AlShwaimi et al., 2009; Saravia et al., 2019).

Especificamente, os linfocitos T sao um grupo de células do sistema imune

essenciais para a regulacdo imunoldgica, eliminacdo de patdgenos e indugdo de
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inflamacdo tecidual, por meio da producdo e secrecao de citocinas inflamatorias
(Saravia et al., 2019; Wang et al., 2022). A ativacao dessas células faz com que se
diferenciem em células T helper (ThO) e seus diferentes subgrupos (Sharpe, 2009;
Moser et al., 2010; Cota et al., 2015). Algumas dessas citocinas inflamatorias
desempenham papéis importantes na regulagdo imunoldgica e no desenvolvimento da
infeccdo. Como exemplo, as células Thl e Th17 estdo associadas a capacidade de
estimular a reabsorcao dssea e promover a inflamacao. Em contrapartida, as citocinas
Th2 apresentam a capacidade de limitar ou reduzir os danos teciduais (Saravia et al.,
2019; Wang et al., 2022). Além disso, outros subconjuntos também poderdo se
diferenciar, como as células T regulatdrias, que possuem efeitos supressores na
ostedlise inflamatoria e estimulam a homeostase imune (Vignali, et al., 2008; Almeida
et al., 2016; Wang et al., 2022).

Os linfocitos T regulatérios (Tregs) sao caracterizados por uma subpopulagao
de linfécitos T que expressam principalmente células CD4*, CD25* e fator de
transcricao Foxp3 (Hori et al., 2003; Sakaguchi et al., 2010; Takeuchi e Nishikawa,
2016; Shao et al., 2021). O marcador celular mais especifico dessas células é o Foxp3,
o0 qual é essencial para a maturacao e funcionalidade dos Tregs (Fontenot et al., 2005;
Yi et al., 2006; Zhuo et al., 2015; Li et al., 2018). Esses linfocitos originam-se do timo
ou de regides periféricas (Shitara et al., 2018) e sdo recrutados para a manutengao da
auto-tolerancia, na limitacdo de um processo inflamatdrio exacerbado e na prevencao
de doencas autoimunes (Vignali, et al., 2008).

Nesse sentido, diversos estudos tém avaliado o efeito da imunoterapia com a
utilizagdo dos Tregs no tratamento de diferentes doencas como cancer (Amiset et al.,
2012; Shitara e Nishikawa, 2018; Najafi e Mirshafiey, 2019; Gao et al., 2022; Tie et
al., 2022), doencgas autoimunes (Byng-Maddick e Ehrenstein, 2015; Komatsu e
Takayanagi, 2015; Eggenhuizen et al., 2020), diabetes (Bayry e Gautier, 2016; Bettini
et al., 2021), doencgas dsseas (Talaat et al., 2015; Yu et al., 2018), doencas renais
(Chandran et al., 2017; Hu et al., 2021), hipertensao (Chiasson et al., 2017; Xiao et
al., 2021), inflamagao intestinal (Yang et al., 2016; Touch et al., 2022), doengas
cardiovasculares (Bonney et al., 2015; Tabares-Guevara et al., 2021) e rinites alérgicas

(Liu et al., 2019; Zeng et al., 2019; Lin et al., 2021). Assim, os Tregs se tornaram um
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foco de intensa investigagdo, como principal alvo para novas aplicacdes clinicas
(Miyara, et al., 2009; Singer et al., 2014; Xiao et al., 2021; Huppert et al., 2022).

Na Odontologia, a participacdo dos Tregs nos processos imunes inflamatorios
da cavidade bucal foi avaliada por diferentes estudos que observaram o papel
fundamental dessas células na inibicao desses processos, tanto na doenga periodontal
(Glowacki et al., 2013; Alvarez et al., 2018; Han et al., 2018; Liu et al., 2018; Parachuru
et al., 2018; Cavalla et al., 2021; Zou et al., 2022), como na lesao periapical (Coli¢ et
al., 2009; Peixoto et al., 2012; Wei et al., 2013; Araujo-Pires et al., 2014; Yang et al.,
2014; Francisconi et al., 2016; Silva et al., 2017; Francisconi et al., 2018; Cavalla et
al.,, 2021). Vale ressaltar que, revisdoes sistematicas da literatura destacaram o
potencial supressor dos Tregs durante a resposta imune-inflamatdria e sua atuagao no
restabelecimento da homeostase dssea alveolar (Cafferata et al., 2018). Entretanto,
alguns estudos evidenciaram que a presenca do ligante sintético de TLR2, como o
Pam3cys, reduziu a funcdao dos Tregs (Nyirenda 2015) e provocou a interrupgao
transitdria da atividade supressora desses linfécitos (Sutmuller et al., 2006). Por outro
lado, outros trabalhos demonstraram que esses ligantes sintéticos induziram a
proliferagao de Tregs, sem interromper suas funcdes regulatdrias (Chen et al., 2009;
Nakao et al., 2020). Portanto, ainda é desconhecido o papel desses ligantes sintéticos
de TLR2 e seu efeito em células Tregs durante o desenvolvimento da lesao periapical.

Paralelamente, embora multiplas vias possam explicar a progressao da lesao
periapical, sabe-se que a ativagao dos osteoclastos, em conjunto com outras células,
como as Th2 e Tregs, estao implicadas na determinacao da estabilidade ou
desenvolvimento dessa lesdo. Para que o processo de constante remodelagao dssea
ocorra, destaca-se 0 mecanismo de acao do sistema RANK/RANKL/OPG, que atua
principalmente na regulagdo do metabolismo Osseo e na diferenciagdo dos
osteoclastos.(Kawashima et al., 2007; Menezes et al., 2008; Wright et al., 2009; Garlet
et al., 2010; da Silva et al., 2012; Alvarez et al., 2019; Paula-Silva et al., 2020; Cavalla
et al., 2021) De um modo geral, para que o processo ocorra, a proteina RANK, que é
um receptor transmembrana, reconhece o ligante RANKL, e por meio dessa ligacao, a
estimulacao e a diferenciacdo de osteoclastos é ativada, induzindo assim, a reabsorcao
0ssea. Em contrapartida, a OPG (osteoprotegerina), age como um receptor

competitivo, que se liga ao RANKL e inibe a sua ligagao ao RANK, impedindo assim, a
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formacao de osteoclastos e regulando o processo de reabsorcdo dssea (Yasuda et al.,
1998; Udagawa et al., 2021).

A expressao de RANKL na lesao periapical e a sua relagao com a progressao
dessas lesoes, ja foi demonstrada por diversos estudos do nosso grupo de pesquisa
(da Silva et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; de Oliveira et al., 2017; Barreiros
et al., 2018; Paula-Silva et al., 2020). Além disso, o RANKL pode desempenhar um
papel relevante na imunorregulacdo, uma vez que a inibicdo desse ligante, esta
associada a limitacao da perda dssea periapical € a uma estimulacao continua da
resposta inflamatdria no hospedeiro, por meio da interferéncia na atividade dos Tregs
(Francisconi et al., 2018). Assim, a relagao entre RANKL/OPG atua com um importante
fator na progressao ou estabilidade da lesao periapical, visto que, uma alta razao de
RANKL resultou em uma maior atividade osteolitica da lesdo (Cavalla et al., 2021).
Entretanto, ainda ndo esta claro se a acao dos ligantes sintéticos de TLR2 podem
acarretar também modificacdes no equilibrio do sistema RANK/RANKL/OPG e
consequente alteragdes na diferenciacao dos osteoclastos.

Tendo em vista que a participagao de diferentes tipos celulares, receptores e
ligantes tém acdo direta no desenvolvimento da lesao periapical, torna-se importante
avaliar e reconhecer a atuacao destes, uma vez que, a estabilidade ou progressao da
lesdo periapical pode depender do equilibrio entre esses mecanismos do sistema

imune.



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel de linfocitos T regulatdrios (Tregs) na presenca ou nao do

ligante sintético Pam3Cys em lesOes periapicais induzidas experimentalmente em

dentes de camundongos wild type (WT) e knockout para o receptor toll-like 2
(TLRZKO).

2.2 Objetivos Especificos

1.

Analisar microscopicamente o desenvolvimento das lesdes periapicais induzidas em
camundongos 7LR2KO e WT na presenca ou nao do ligante Pam3Cys por meio da

analise descritiva do canal radicular e das regides apical e periapical;

. Avaliar microscopicamente o desenvolvimento das lesdes periapicais induzidas em

camundongos 7LR2KO e WT na presenca ou nao do ligante Pam3Cys por meio da
histomorfometria da area (em pm?2) das lesdes periapicais em cortes corados com

hematoxilina e eosina;

. Identificar a expressao de linfocitos T regulatérios por meio da avaliacao da

presenca/auséncia do marcador FOXP3 na mandibula e no baco durante o
desenvolvimento das lesdes periapicais em camundongos 7LRZ2KO e WT na

presenca ou nao do ligante Pam3Cys, por meio da analise imuno-histoquimica;

. Avaliar o processo de reabsorcao oOssea periapical utilizando os marcadores de

osteoclastogénese RANK, RANKL e OPG durante o desenvolvimento das lesoes
periapicais em camundongos 7LRZKO e WT na presenca ou nao do ligante

Pam3Cys, por meio da analise imuno-histoquimica;

. Determinar o nimero de osteoclastos em camundongos 7LR2KO e WT na presenca

ou nao do ligante Pam3Cys durante o desenvolvimento das leses periapicais, por
meio da histoenzimologia para Atividade da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato
(TRAP).



3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Grupos Experimentais

Inicialmente, este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso em
Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(FORP/USP) (2018.1.778.58.2) (ANEXO A).

Todos os procedimentos realizados nos animais foram conduzidos de acordo
com o guia ARRIVE para estudos em animais (Kilkenny et al., 2010; Percie du Sert et
al., 2020) e guia PRIASE 2021 para estudos em Endodontia (Nagendrababu et al.,
2021). Os cuidados com o bem-estar dos animais seguiram as normas e principios
éticos adotados pela CEUA/FORP-USP e as Resolugdes Normativas do Conselho
Nacional do Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), regulamentadas pela
Constituicao Federal Brasileira na Lei n°® 11.794 de 8 de outubro de 2008.

Foram utilizados 130 camundongos machos C57BL/6 do tipo selvagem (wild
type - WT) e TLRZ2 knockout (TLRZKO), com 6 a 8 semanas de idade, mantidos no
biotério da FORP/USP, com racdao padrdo e livre acesso a agua. Os animais foram
alocados em grupos controle (molares higidos) (n=5/cada grupo) e experimental
(indugdo da lesdo periapical), subdivididos em 3 periodos experimentais (14, 21 e 42
dias) (n=10/cada grupo). Em grupos especificos, utilizou-se a injecdo intraperitoneal
do ligante sintético Pam3cys (Pam3CSK4) ou agua livre de endotoxina (Quadro 1). O
tamanho da amostra foi baseado em estudos anteriores do grupo de pesquisa (da Silva
et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; Oliveira et al., 2015; De Rossi et al., 2016
Barreiros et al., 2018).

Quadro 1. Distribuicao dos animais, de acordo com seus respectivos grupos experimentais.

Grupos Animais Solucdao Administrada Nimero de Animais
Grupo 1 (Controle) wr = 5
Grupo 2 (Controle) TLR2KO = 5

Grupo 3 wr Agua livre de endotoxina 30

Grupo 4 wr Pam3Cys+ agua livre de endotoxina 30

Grupo 5 TLRZKO Agua livre de endotoxina 30

Grupo 6 TLRZKO Pam3Cys+ agua livre de endotoxina 30
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3.2 Inducao da Lesao Periapical Experimental

A inducao da lesao periapical foi realizada nos Grupos 3, 4, 5 e 6, conforme
descrito anteriormente (Kawashima et al., 1999; Sasaki et al., 2004; De Rossi et al.,
2007; da Silva et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; Oliveira et al., 2015; Barreiros
et al., 2018). Todos os camundongos dos grupos experimentais foram anestesiados
por injecoes intramusculares de cloridrato de ketamina a 10% (150 mg/kg de peso
corporal; Syntec, Barueri, Sao Paulo, Brasil) e xilazina 2% (7,5 mg/kg de peso corporal;
Syntec, Barueri, Sao Paulo, Brasil). Em seguida, os animais foram posicionados em
mesa cirdrgica com dispositivo de retragdo mandibular para possibilitar a imobilizagao
e abertura bucal, permitindo o acesso aos primeiros molares inferiores (esquerdo e
direito). O acesso oclusal das coroas dentarias foi realizado com auxilio de uma broca
esférica em baixa rotacao (n® %2 - KG Sorensen Ind. Com. Ltda., Barueri, SP, Brasil)
acoplada a um motor de baixa rotacdo e contra-angulo (Kavo Dental., Moema, SP,
Brasil). Posteriormente, o acesso aos canais radiculares foi verificado com auxilio de
uma lima endodontica tipo K #8 (Maillefer S/A, Suica) e a entrada dos canais
radiculares ficaram expostas ao meio bucal durante todo o periodo experimental,
permitindo a formacao da lesao periapical (Figura 1).

Figura 1. (a) Mesa cirrgica utilizada para a realizagdo de procedimentos odontoldgicos

em dentes de camundongos. (b) Visualizagdo do molar inferior. (c) Inducdo da
lesdo periapical. (d) Confirmacdo do acesso aos canais com lima tipo K (n°8).
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3.3 Administracao do lipopeptideo sintético Pam3Cys (Pam3CSK4)

Sete dias ap0s a inducao da lesao periapical, uma lipoproteina sintética, agonista
-TLR2/TLR1 (Pam3CSK4 InvivoGen, San Diego, EUA), foi administrada em grupos
experimentais especificos (grupos 4 e 6). O ligante Pam3CSK4 (1mg/liofilizado) foi
dissolvido em agua livre de endotoxinas (1ml), e injetado intraperitonealmente
(100ul/animal) a cada 7 dias, de acordo com o periodo experimental (14, 21 e 42 dias).
Para os demais grupos experimentais (Grupos 3 e 5), foi administrada agua livre de
endotoxinas, injetada intraperitonealmente (100ul/animal) a cada 7 dias. Sendo assim,
0s animais do grupo de 14 dias receberam uma Unica dose de solucao (Pam3cys ou
agua livre de endotoxinas), os animais do grupo de 21 dias receberam duas doses de
solucao e os animais do grupo de 42 dias receberam cinco doses de solugao (Shakya
et al., 2011; Amiset et al., 2012; Shakya et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2. (a) Representacdo esquematica da injecdo das solugdes. (b) Linha do tempo representando o periodo de
injecdo das solugdes e eutanasia dos animais.
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Apos os periodos experimentais de 14, 21 e 42 dias (n=10/periodo), os animais
foram anestesiados (Ketamina 150mg/Kg de peso corporal / Xilazina 7,5mg/Kg de peso
corporal) eutanasiados em camara de gas carbonico (CO2), sendo as mandibulas e
bacos dissecados com tesoura cirdrgica esterilizada, para posterior processamento e

avaliacao das amostras (Figura 3).

Figura 3. (a) Mandibula dissecada. (b) Bago dissecado.
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3.4 Processamento Histotécnico e Avaliacao Microscopica

As mandibulas removidas foram fixadas por imersao em formol tamponado a
10% por 24 horas a temperatura ambiente e, em sequida, lavadas por,
aproximadamente, 4 horas em agua corrente. Para a desmineralizacao das pegcas foi
utilizada uma solucdo a base de EDTA a 4,13% (pH 7-7,4). As pecas foram mantidas
nesta solucdo, a temperatura ambiente, trocada semanalmente, até sua completa
desmineralizagdo, que ocorreu aproximadamente, apdos 30 dias. O grau de
desmineralizagao das estruturas mineralizadas foi testado por meio da penetracao de
uma agulha nos tecidos, para verificacao da sua consisténcia. Apds a desmineralizagao,
as pecas foram submetidas ao processamento histotécnico de rotina, sendo lavadas
em agua corrente por 2 horas, desidratadas em alcool de concentracdes crescentes
(70% e 95% por 30 minutos cada; 2 trocas de 100% por 20 minutos cada e 2 trocas
de alcool 100% por 40 minutos cada), diafanizadas em xilol (2 banhos de 20 minutos
e 1 de 40 minutos) e incluidas em parafina. Os blocos contendo os dentes foram
cortados longitudinalmente em micrétomo (Leica RM2145; Leica Microsystems GmbH,

Wetzlar, Alemanha) no sentido mésio-distal. Cortes semi-seriados de 5um, com
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intervalos de 15um, foram obtidos em toda a extensao da lesao periapical, exceto na
regiao do forame apical, onde todos os cortes foram coletados sem intervalos.

Para o processamento do baco, apds a imersao em formol tamponado a 10%
por 24 horas a temperatura ambiente, as etapas realizadas foram semelhantes ao
processamento da mandibula, com excecao da etapa de desmineralizagdo. A etapa do
processamento histotécnico de rotina foi realizada logo apds as 24 horas em formol.

Para as avaliagdes microscopicas, foi utilizado o microscépio Axio Imager.M1
(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Goéttingen, Alemanha), com camera AxioCam MRc5
acoplada (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Géttingen, Alemanha). As analises foram
realizadas nas raizes distais dos primeiros molares inferiores, em cortes mostrando
simultaneamente os tercos coronario, médio e apical do canal radicular, o forame
apical e o osso alveolar. Todas as analises foram realizadas por um Unico avaliador

experiente, sem conhecimento prévio do grupo a ser analisado.

3.5 Analise Descritiva das Caracteristicas do Canal Radicular e Regides
Apical e Periapical
Inicialmente, os cortes mandibulares representativos do lado direito de cada
grupo experimental foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e submetidos a
analise em microscopia Optica convencional.

A analise descritiva do canal radicular e das regidoes apical e periapical foi
realizada nos cortes representativos de cada periodo e de cada grupo experimental.
Foi avaliado as condigdes do tecido pulpar e contetido dos canais radiculares (presenca
ou auséncia de restos necrdticos); cemento apical: caracteristicas das lacunas e o seu
conteldo; ligamento periodontal: extensao (normal ou aumentado), caracteristica do
infiltrado celular inflamatorio, presenca de edema e de fibras colagenas; osso alveolar:

auséncia/presenca de reabsorcdo e de osteoblastos.

3.6 Analise Morfométrica das Lesoes Periapicais

A andlise morfométrica foi realizada para avaliar a extensdo da area das lesdes
periapicais, em microscopia de fluorescéncia, conforme descrito por De Rossi et al.
(2007). Para a avaliagdo, foi utilizado os espécimes mandibulares do lado direito

corados em HE com o auxilio do microscopio Axio Imager.M1, em aumento de 10x,
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operando no modo fluorescente — filtro Alexa Fluor 488 (AF488, Carl Zeiss
MicroImaging GmbH, Gottingen, Alemanha) — com as seguintes caracteristicas:
excitacdo de G365, refletores FT395 e emissao LP420. A area das lesdes periapicais
foram delineadas e medidas em micrémetros quadrados (um?2) com auxilio do software
Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) para uso com este
microscépio. Para o delineamento da lesdo periapical, todas as estruturas intactas
(ligamento periodontal, cemento e osso alveolar) foram excluidas, e foram incluidas

apenas as areas de reabsorcao e infiltrado inflamatodrio.

3.7 Histoenzimologia para Atividade da Fosfatase Acida Resistente ao
Tartarato (TRAP)

A atividade da TRAP foi utilizada para a marcacao de osteoclastos presentes
na lesao periapical (da Silva et al., 2012). Os cortes do lado direito da mandibula foram
desparafinados (2 banhos de xilol de 5 minutos cada) e hidratados (alcool 100% por
duas vezes de cinco minutos cada; alcoois 95%, 70% e 50% por dois minutos cada e
agua destilada pelo mesmo periodo). A seguir, as laminas foram colocadas em solucao
de alcool/acetona a 50% durante um minuto e os cortes serao secos a temperatura
ambiente. Em seguida, uma solugao contendo 10mL de tampado de acido acético, 0,1
mL de dimetilformamida, 5mg de Fast-red e 1mg de acido fosforico naftol AS-BI
(Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, EUA) foi pipetada sobre os cortes, que
permaneceram protegidos da luz, em estufa a 37°C, pelo tempo suficiente para se
observar a marcagao (aproximadamente 2 horas). Apds a incubacao, foi realizada a
contra-coloragdo com hematoxilina por 30 segundos. A seguir, as laminas foram
montadas e avaliadas em microscopio Axio Imager sob luz convencional para
contagem do numero de células TRAP-positivas. A analise quantitativa do nimero de
osteoclastos positivos para a enzima TRAP, foi realizada considerando o numero total
de osteoclastos presentes nas lacunas de reabsorcao em contato direto com o osso

alveolar ao redor da lesao periapical.

3.8 Imuno-Histoquimica
Foi realizada a técnica de imuno-histoquimica para a identificacdo da

expressao de linfocitos T regulatdrios, utilizando o marcador FOXP3 (area do osso



Material e Métodos | 32

alveolar adjacente ao 1° molar inferior direito e baco) e a avaliagao da
osteoclastogénese, utilizando os marcadores RANK, RANKL e OPG (area do 0sso
alveolar adjacente ao 1° molar inferior direito).

Os cortes histoldgicos foram desparafinados e hidratados. A recuperacao
antigénica foi realizada por imersdo das laminas em tampao citrato (pH = 6,0) e
aguecimento em forno de microondas na poténcia maxima (12 segundos para cada
ciclo e intervalo de 2 minutos) até atingir a temperatura de 83°C. Apds o retorno a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas quatro vezes em agua destilada e
uma vez com o wash buffer (EnVision Flex-wash buffer, Agilent, Santa Clara, CA,
Estados Unidos) por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada por imersao das
laminas em uma solugdo de perodxido de hidrogénio (EnVision Flex-Peroxidase blocking
reagent, Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos) por 10 minutos sob a protecao da
luz, seguido de enxague em wash buffer, como descrito anteriormente. O blogueio das
ligagdes inespecificas foi realizado com solucdo de BSA a 3% (albumina de soro
bovino)/PBS por 1 hora, seguido de enxague em wash buffer. Depois, as laminas foram
incubadas overnight em refrigerador com os anticorpos primarios diluidos com o
diluente proprio (EnVision-antibody diluent, Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos):
FOXP3 (sc-53876, monoclonal mouse antibody, Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Califérnia, EUA); RANK (sc-374360, monoclonal mouse antibody, Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Califérnia, EUA); RANKL (sc-377079, monoclonal mouse antibody,
Santa Cruz Biotechnology, Inc, Califérnia, EUA); OPG (sc-390518, monoclonal mouse
antibody, Santa Cruz Biotechnology, Inc, Califérnia, EUA). Apds retorno da
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas, como descrito anteriormente e
incubadas com anticorpo secundario (EnVision-HRP, Santa Clara, CA, Estados Unidos),
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, foi adicionado o
substrate working solution-DAB (EnVision-DAB+Chromogen, Santa Clara, CA, Estados
Unidos), por 5 minutos. As laminas foram lavadas novamente com agua destilada e
contracoradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos. Em seguida, apds novo
enxague em agua destilada, as laminas foram desidratadas em concentragbes
crescentes de etanol e montadas com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) e

laminulas.
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Os resultados foram expressos de maneira semi-quantitativa, levando em
consideracao a intensidade da marcagao por meio de scores (0- marcacao ausente, 1-
marcacao leve, 2- marcacao moderada, 3- marcacao intensa), com auxilio do
microscépio Axio Imager.M1, em aumento de 20x, (Carl Zeiss MicroImaging GmbH,

Gottingen, Alemanha).

3.9 Analise Estatistica

Para as variaveis semi-quantitativas, os valores foram expressos como média
e desvio padrdo. Para a comparagao das médias entre os grupos foi utilizado o teste
ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. Para comparacao de grupos dois a dois,
avaliando o mesmo periodo experimental, apdés o teste de normalidade, foram
utilizados o Teste T ndo pareado ou o Teste Mann-Whitney. Todas as analises e
representacOes graficas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism
8.0.1 (GraphPad Software Inc, San Diego CA, USA), adotando o nivel de significancia
de 5%.



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Analise Descritiva das Caracteristicas do Canal Radicular e Regides
Apical e Periapical

Na analise descritiva do grupo controle (dente higido), realizada em animais
wild-type e knockout para TLRZ2, foi possivel observar o terco apical radicular
preservado, delimitado perifericamente por tecido conjuntivo fibrocelular. O tecido
dentinario e o cemento também apresentaram caracteristicas de normalidade. Nao
foram observados sinais de reabsorgdo dssea ou processo inflamatério (Figura 4).

Ja nos grupos experimentais W7, ap6s a inducdo da lesdo periapical,
inicialmente, foi possivel observar a presenca de células inflamatoérias mononucleares
e 0sso alveolar com focos de reabsorcdao. Aos 21 dias, o terco apical radicular
apresentou morfologia alterada, delimitando internamente com células inflamatdrias
cronicas e reabsorcdo 0ssea moderada. Com a progressao da lesdo periapical, aos 42
dias de desenvolvimento, ja foi possivel observar o terco apical com proeminente
reabsorcdo e morfologia alterada. Além disso, foi observado evidente aumento do
espaco do periodonto apical e infiltrado inflamatoério moderado, com focos de células
cronicas e 0sso alveolar intensamente reabsorvido (Figura 4).

Ja& nos grupos experimentais W7+Pam3cys, nos periodos iniciais de
desenvolvimento da lesdo periapical, foi possivel observar a presenca da necrose do
tecido pulpar, porém, o infiltrado inflamatdrio na regidao periapical foi praticamente
inexistente, com algumas estruturas periodontais ainda preservadas. Ja no periodo de
42 dias, notou-se, a presenca de um infiltrado inflamatério suave, com moderado
espessamento do ligamento periodontal e osso alveolar com focos de reabsorgao e
neoformacao (Figura 4).

Ao avaliar o desenvolvimento da lesao periapical nos grupos experimentais
knockout para TLR2, aos 14 dias, foi possivel verificar a presenca do infiltrado
inflamatdério moderado, espaco do ligamento periodontal alargado e areas de
reabsorcao dssea. Aos 21 dias, observou-se, um alargamento do espago do ligamento
periodontal, exibindo infiltrado inflamatério moderado. Com a progressao da lesdao
periapical, principalmente aos 42 dias, ficou evidente o aumento do espaco do

periodonto apical, intensa dissociacao fibrilar e terco apical com proeminente
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reabsorcdo e morfologia alterada. Além disso, o osso alveolar apresentou grandes
areas de reabsorcao (Figura 4).

Nos grupos experimentais 7LRZKO+Pam3cys, o desenvolvimento da lesao
periapical ocorreu de forma lenta e ndo progressiva. No periodo de 14 dias, notou-se
a presenca de um infiltrado inflamatdrio leve e reabsorcdo Ossea suave. Com a
progressao dos periodos experimentais, aos 21 dias, foi observado um infiltrado
inflamatdrio misto (suave para moderado), ligamento periodontal alterado e focos de
reabsorcao dssea. Ja no periodo final de 42 dias, o infiltrado inflamatdrio foi moderado,
terco apical com areas focais de reabsor¢do. Além disso, foi possivel observar o

aumento do espago do periodonto apical e 0sso alveolar reabsorvido (Figura 4).

4.2 Analise Morfométrica da Area das Lesbes Periapicais

A anadlise dos dados mostrou uma diferenca significativa (p<0,05) entre os
dois grupos experimentais com relacao ao tamanho da lesao periapical, que foi maior
nos animais 7LR2KO. Além disso, os animais que receberam o ligante Pam3cys, tanto
0 grupo dos animais W7, quanto os animais 7LR2K0, apresentaram lesdes periapicais
menores, sendo essa diferenca estatisticamente significante (p<0,05). No que diz
respeito @ comparacao entre os grupos W7 e WT7+Pam3cys, foi possivel observar uma
significancia estatistica aos 42 dias (p=0,002), com reducdo da lesdao periapical no
grupo WT+Pam3cys. Ao comparar 0s grupos 7LRZKO e TLRZKO+Pam3cys, notou-se
uma redugao da area da lesdo nos grupos que receberam o ligante, com diferenca
estatisticamente significante em todos os periodos experimentais (p<0,05) (Figuras 4
e 5/Quadro 2).

Quadro 2. Média da Mensuracdo da Lesao Periapical.
Média da Mensuracao da Lesdo Periapical

Periodo
) wr WT+Pam3cys TLR2KO TLR2KO+Pam3cys
Experimental
14 dias 70.170um? 63.723 pm? 172.518 pm? 51.389 pm?
21 dias 84.378um? 76.261 um? 150.601 pm? 37.472 ym?

42 dias 221.785 uym? 63.418 um? 442.190 pm? 80.271 um?
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WT + Pam3cys

TLR2KO

TLR2KO + Pam3cys

Figura 4. Fotomicrografias representativas apds coloracdo de Hematoxilina e Eosina e analise de fluorescéncia em dentes de camundongos do grupo controle
e grupos experimentais apos 14, 21 e 42 dias de indugdo da lesdo periapical (todas as figuras, aumento de 10x).
14 dias 21 dias 42 dias
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Figura 5. Representacdo grafica da medida da area da lesdo periapical em um? nos diferentes grupos aos 14, 21 e
42 dias. (*) Representa uma diferenca estatisticamente significativa.
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4.3 Andlise de Histoenzimologia para atividade da Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP)

Comparando os diferentes periodos experimentais e considerando os grupos
com lesdo periapical induzida, foi possivel observar um aumento significativo no
nimero de osteoclastos no grupo de animais 7LR2KO quando comparado aos animais
TLR2KO+Pam3cys (p<0,05), em todos os periodos de desenvolvimento da lesao
periapical. Além disso, foi possivel observar que, o grupo de animais W7+Pam3cys,
apresentaram menor numero de osteoclastos quando comparados aos que nao
receberam o ligante, sendo essa diferenca estatisticamente significante aos 21 dias
(p=0,02) (Figura 6).
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Figura 6. (a) Fotomicrografias representativas da Histoenzimologia para Atividade da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP) em dentes de camundongos do grupo
controle e grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de inducdo da lesdo periapical (todas as figuras, aumento de 20x); Células coradas em roxo significa marcagdo

positiva para TRAP. (b) Representacdo grafica do nimero de osteoclastos (TRAP+) por lesdo periapical. (*) Representa uma diferenca estatisticamente significativa.
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4.4 Analise Imuno-Histoquimica
FOXP3

Considerando os grupos com lesdo periapical induzida, os animais do grupo
WT+Pam3cys, apresentaram um aumento na expressao de FOXP3, quando
comparado ao grupo W7, sendo essa diferenca estatisticamente significante nos
periodos de 14 e 42 dias (p=0.03). Ja no grupo 7LR2KO+Pam3cys, houve uma
tendéncia na redugdo da marcacao para o FOXP3, porém sem significancia estatistica
em 14 e 21 dias, sendo essa diferenca observada apenas no periodo de 42 dias

(p=0.02), quando comparado aos animais W7+Pam3cys (Figura 7).

Figura 7. (a) Fotomicrografias representativas apds imunomarcagdo com anticorpo FOXP3 em dentes de
camundongos do grupo controle e grupos experimentais apos 14, 21 e 42 dias de indugdo da lesdo
periapical (todas as figuras, aumento de 20x). (b) Representacdo grafica dos resultados apds
imunomarcagdo com anticorpo FOXP3 em dentes de camundongos dos grupos experimentais apos 14,
21 e 42 dias de inducao da lesao periapical. (*) Representa uma diferenga estatisticamente significativa.
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Para a avaliacdo da expressao geral dos Tregs, foi realizada a analise também
no bago dos camundongos. Assim, os animais W7 que receberam o ligante Pam3cys
apresentaram maior expressao de FOXP3, sendo essa diferenca estatisticamente
significante no periodo de 14 dias e 42 dias (p=0.02). Ja com relacdo aos animais KO
para TLR2, foi possivel observar um aumento da marcacao de FOXP3 aos 21 dias
(p=0.02) nos animais 7LR2KO que receberam o ligante sintético (Figura 8).

Figura 8. (a) Fotomicrografias representativas apds imunomarcacdo com anticorpo FOXP3 em bago de
camundongos do grupo controle e grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de inducdo da lesdao
periapical (todas as figuras, aumento de 10x). (b) Representacdo grafica dos resultados apds
imunomarcagao com anticorpo FOXP3 em bago de camundongos dos grupos experimentais apds 14, 21
e 42 dias de indugdo da lesdo periapical. (*) Representa uma diferenca estatisticamente significativa.
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RANK/RANKL/OPG

A imunomarcagao para RANK foi observada em todos 0s grupos experimentais,
porém sem diferenca estatistica (Figura 9). Nos grupos experimentais nos quais o
ligante Pam3cys foi administrado, notou-se uma tendéncia na reducdo da marcagao
para o0 RANKL, sendo essa diferenca estatisticamente significante entre os animais
TLR2KO e TLR2KO+Pam3cys, aos 21 e 42 dias (p=0.03) (Figura 10). Com relagao ao
OPG, foi observado que os animais WT que receberam a administracdo do Pam3cys
tiveram maior expressdao dessa proteina em relagdo ao grupo sem o ligante, com
diferenca estatistica no periodo de 21 dias (p=0.01). Além disso, nos animais 7LR2KO,
a expressao de OPG também foi maior nos grupos que receberam o lipopeptideo

sintético, com diferenca estatistica aos 42 dias (p=0.02) (Figura 11).

Figura 9. (a) Fotomicrografias representativas apds imunomarcagdo com anticorpo RANK em dentes de
camundongos do grupo controle e grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de indugdo da lesdo
periapical (todas as figuras, aumento de 20x). (b) Representagdo grafica dos resultados apds
imunomarcagdo com anticorpo RANK em dentes de camundongos dos grupos experimentais apos 14,
21 e 42 dias de indugdo da lesao periapical.
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Figura 10. (a) Fotomicrografias representativas apds imunomarcacdo com anticorpo RANKL em dentes de
camundongos do grupo controle e grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de inducdo da lesao
periapical (aumento de 20x). (b) Representacdo grafica dos resultados apds imunomarcagdo com
anticorpo RANKL em dentes de camundongos dos grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de
inducdo da lesdo periapical. (*) Representa uma diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 11. (a) Fotomicrografias representativas ap6s imunomarcagdo com anticorpo OPG em dentes de
camundongos do grupo controle e grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de indugdo da lesdo
periapical (aumento de 20x). (b) Representacdo grafica dos resultados ap6s imunomarcagdo com
anticorpo OPG em dentes de camundongos dos grupos experimentais apds 14, 21 e 42 dias de indugdo
da lesdo periapical. (*) Representa uma diferenca estatisticamente significativa.

TLR2KO + Pam3cys

21 dias

42 dias

Controle

Ao avaliarmos a razao de ligacao entre os receptores e ligante desse sistema
(RANK/RANKL/OPG), mesmo sem diferenca estatistica, foi possivel observar que tanto
0 grupo WT, quanto os animais 7LR2KO, apresentaram maior razao de ligacao entre
RANK/RANKL do que RANKL/OPG. Ja os animais que receberam o ligante sintético
(WT+Pam3cys e TLR2KO+Pam3cys), apesar de se notar a presenca de marcacao
entre RANK/RANKL, a expressao de ligacao entre RANKL/OPG foi maior, equilibrando

0 processo de reabsorcao 6ssea (Figura 12).
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Figura 12. Mapa de calor da razdo de marcagdo entre os anticorpos RANK/RANKL e RANKL/OPG, em dentes de

camundongos dos grupos experimentais apos 14, 21 e 42 dias de inducdo da lesdo periapical.

RANK/ RANKL RANKL/ OPG

WT - 14 dias

WT - 21 dias

WT - 42 dias

WT+Pam3cys - 14 dias
WT+Pam3cys - 21 dias
WT+Pam3cys - 42 dias
TLR2KO -14 dias

TLR2KO - 21 dias

TLR2KO - 42 dias
TLR2KO+Pam3cys - 14 dias
TLR2KO+Pam3cys - 21 dias

TLR2KO+Pama3cys - 42 dias

De maneira geral, os resultados obtidos foram:
nos animais W7, observou-se reacao inflamatdria cronica, elevado nimero de
osteoclastos, imunomarcacao leve para Tregs, presenca constante de RANKL e
aumento progressivo da area das lesdes periapicais;
nos animais W7+Pam3Cys, a presenca do ligante inibiu a progressao das lesdes
periapicais induzidas em camundongos (menores areas, infiltrado inflamatdrio
menos intenso e menor nimero de osteoclastos), aumentando o nimero de Tregs
e a expressao de OPG;
nos animais KO, na auséncia dos receptores 7LRZ2, observou-se intenso infiltrado
inflamatdrio, lesdes periapicais maiores, elevado nimero de osteoclastos ao longo
de todos os periodos avaliados, imunomarcagdo leve para Tregs e menor

expressao de OPG;
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- nos animais KO+Pam3Cys, na auséncia dos receptores 7LRZ2 e presenca do ligante,
observou-se infiltrado inflamatdrio moderado, menores areas de lesdes periapicais
e de expressao de Tregs, numero reduzido de osteoclastos, além de menor

expressao de RANKL e maior expressao de OPG em comparagao aos animais KO.
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Discussao | 48

5. DISCUSSAO

Os linfécitos T regulatérios (Tregs) se destacam por serem o Unico tipo de
células com papel supressor do sistema imunoldgico, tanto em processos fisioldgicos,
como nas doencas (Zhuo et al., 2015; Shao et al., 2021). No presente trabalho, a
administracao do lipopeptideo sintético Pam3cys aumentou a proliferacao de Tregs
durante o desenvolvimento da lesao periapical em camundongos wild-type.
Corroborando com os nossos achados, diferentes estudos em modelos experimentais
de leishmaniose visceral (Shakya et al., 2011), alzheimer (Pourbadie et al., 2018) e
psoriase (Nakao et al., 2020), demonstraram o papel protetor do Pam3cys. Além disso,
outros trabalhos descreveram efeitos positivos na proliferacao, funcao e viabilidade de
diferentes tipos celulares do sistema imune, apds o tratamento com esse lipopeptideo
(Chen et al., 2009; Bhaskaran et al., 2015; Khokhani et al., 2021).

Embora alguns estudos evidenciarem que o fenétipo supressivo dos Tregs seja
temporariamente paralisado (Sutmuller, 2006) e suas fungdes reduzidas na presenca
do ligante Pam3cys (Nyirenda et al., 2015), nossos resultados, de forma oposta,
mostraram que os animais wild-type que receberam esse lipopeptideo, apresentaram
maior sinalizacdo dos Tregs, associado a uma reducao da lesdo periapical,
principalmente aos 42 dias do periodo experimental. Portanto, esses linfdcitos ndo
perderam suas capacidades imuno-regulatorias. Nesse sentido, a perda transitéria da
expressao de Tregs na presenca do Pam3cys relatada em alguns estudos, pode ser
devido ao uso somente de células CD4+CD25+ na cultura celular, ao invés das células
CD4+CD25+FOXP3+, o que pode ter afetado a proliferacao de FOXP3 (Bhaskaran et
al., 2015), visto que, o fator de transcricao FOXP3, é o principal marcador intracelular
dos Tregs e possui um papel fundamental no desenvolvimento das células CD4+
CD25+ (Zhuo et al., 2015; Shao et al., 2021), Além disso, a anulacdo do efeito dos
Tregs pode ser devido a atuacao de outras citocinas, como a IL-2, que mediada pelo
lipopeptideo sintético podem influenciar na atividade das células T efetoras tornando-
as refratarias a supressao de Tregs (Liu et al., 2006), mas nado devido ao efeito direto
dos ligantes sintéticos nos Tregs.

Semelhante aos nossos achados, em um trabalho realizado por Nakao et al.,
2020, utilizando um modelo de psoriase induzida em camundongos WT e TLR2KO, foi
possivel observar que a estimulagdo com o ligante Pam3cys também provocou uma

maior proliferacdao das células Tregs e reducao da inflamacao cutanea. No entanto, a
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auséncia do receptor tol/ like 2 nos animais, diminuiu a expressao das células T
regulatdrias e provocou uma exacerbacao da doenca. Portanto, os autores
demonstraram que o 7LRZ2 desempenha um papel fundamental na fisiopatologia da
psoriase e a sinalizagdo desses receptores em Tregs pode induzir respostas
inflamatdrias e anti-inflamatorias. De fato, como ja demonstrado em estudos
anteriores (Netea et al., 2004; Liu et al., 2006), a auséncia dos receptores 7LR2 nos
animais provoca uma reducao na sinalizacao de Tregs. Apesar do Pam3cys ter a
capacidade de estimular a proliferacao de Tregs (Chen et al., 2009; Nakao et al., 2020),
de um modo geral, os resultados do presente estudo, evidenciaram que mesmo apos
a administragao do ligante, a imunomarcacgao para Tregs nao foi muito expressiva nos
animais com auséncia do receptor 7LRZ2, quando comparado ao grupo de animais wild-
type em que foi administrado esse lipopeptideo.

Os receptores toll like, tais como os 7LRZ, atuam como sensores primordiais
para os sistemas imunes inato e adaptativo (Chen at al., 2018; Nakao et al., 2020).
Dessa forma, em concordancia com estudos prévios (da Silva et al., 2012 Rider et al.,
2016), nossos resultados demonstraram mais uma vez, a importancia desse receptor
durante o desenvolvimento da lesdo periapical, considerando que, a auséncia do 7LR2
em camundongos, provocou um desenvolvimento de lesdes periapicais extensas
guando comparado aos animais wild-type. Portanto, a exacerbacao da lesao periapical
pode ser justificada pela superexpressao de outros receptores, como o 7LR4, e pela
ativacao de diferentes vias de sinalizacao (Rider et al., 2016).

Vale ressaltar ainda que, as mais variadas vias de sinalizacao, podem ser
ativadas também por meio da utilizacao de ligantes com fins terapéuticos, como o
Pam3cys. Atualmente, esses ligantes sintéticos, estdo cada vez mais atraindo a pratica
clinica devido a sua capacidade de modular a resposta imune em uma direcao
especifica (Khokhani et al., 2021). Embora tenha sido descoberto que esses ligantes
podem afetar a imunomodulacdo dssea, o resultado depende muito do alvo celular
(Kobayashi et al., 2000; Suzuki et al., 2004) e do tipo de ligante terapéutico utilizado,
considerando que, os ligantes de superficie celular, tais como o Pam3cys, podem atuar
na inibicdo da formacdo dos osteoclastos (Khokhani et al., 2021). Portanto, até o
nosso conhecimento, essa é a primeira investigacdo que demonstrou que, a
administracao do ligante sintético Pam3cys, modulou negativamente a progressao da
lesdo periapical e promoveu uma reducao na quantidade de osteoclastos, tanto nos
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animais wild-type, como nos animais com auséncia do receptor 7LRZ2, ao longo dos
periodos experimentais. No entanto, considerando que o processo de remodelacdao
0ssea é dependente do equilibrio entre variadas células, como os osteoblastos e
osteoclastos, além de outras vias de sinalizacao do sistema imune e mediadores
inflamatdrios, € importante entender melhor o papel do lipopeptideo Pam3cys sobre
cada etapa do processo de imunomodulacdo dssea, além de estabelecer
adequadamente os intervalos e doses de aplicacao que promovam um resultado mais
eficaz, o que pode ser explorado melhor em estudos futuros.

A ativacdo dos osteoclastos esta associada a uma maior progressao da lesao
periapical, visto que, essas células sao direcionadas para promover a destruicdo dssea.
Sabe-se que variadas citocinas participam desse processo, assim, a estabilidade ou
desenvolvimento dessa lesao, vai depender do tipo celular e das diferentes vias de
ativacao (Kawashima et al., 2007; Garlet et al., 2010; da Silva et al., 2012; Cavalla et
al., 2021; Udagawa et al., 2021). Destacamos no presente estudo que, o RANKL, uma
das principais citocinas responsaveis pela osteoclastogénese (Yasuda et al., 1998;
Udagawa et al., 2021), foi mais expressa nos animais 7LR2KO. Além disso, esses
animais apresentaram maior razao de marcagao entre RANK/RANKL associado a um
desenvolvimento exacerbado da lesao periapical. Vale ressaltar que a ligacao entre
RANK/RANKL é responsavel por desencadear o processo de reabsorcao dssea (Cavalla
et al., 2021). No entanto, os animais que receberam o ligante Pam3cys, tiveram uma
tendéncia na reducdao da marcacdo para o RANKL. Levando em consideracdo o
importante papel da osteoprotegerina como agente regulador da formagao de
osteoclastos (Udagawa et al., 2021), no presente estudo, demonstramos uma
expressao elevada da OPG nos animais que receberam o ligante sintético Pam3cys,
sendo assim, a presenca desse receptor, reduziu a ligagao entre RANK/RANKL.
Portanto, o conjunto dos nossos resultados mostraram que a administracao do
lipopeptideo Pam3cys contribuiu para a inibicdo do processo de reabsorcao dssea
durante o desenvolvimento da lesao periapical.
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6. CONCLUSAO

Nos animais W7, a administracao do ligante Pam3cys aumentou a proliferagao
dos Tregs e preveniu a progressao da lesao periapical em camundongos. Por outro
lado, na auséncia do receptor 7ZR2 nos animais KO, a expressao de Tregs foi menor
com maiores areas de lesdes periapicais. Por fim, a administracao sistémica do ligante
Pam3cys nos animais KO foi capaz de limitar os efeitos deletérios da auséncia do
receptor 7LR2 com menores areas de lesao periapical, menor expressao de Tregs e

RANKL, menor nimero de osteoclastos e maior expressao de OPG.
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COoMISSAO DE ETICA NO UsO DE ANIMAIS

ComissA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o prdjeto intitulado “Analise Microscépicé e Molecular do
Papel dos Linfocitos T Regulatérios em Lesdes Periapicais Induzidas
experimentalmente em Camundongos Wild-Type e Kﬁockout”, Protocolo n°
2018.1.778.58.2, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Raquel Assed Bezerra Segato —
que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo

Preto (CEUA/FORP) em 12/12/2018.

Vigéncia do Projeto | 01/01/2019 a 07/02/2022

Espécie/Linhagem | C@mundongo isogénico/ | Camundongo Knockout /
c57BL-6 TLR2/KO

N° de animais 60 60

Peso/ldade 20g / 6-8 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério Central — PUSP-RP / Biotério da Faculdade
de Medicina de Ribeirado Preto - USP

Ribeirdo Preto, 12 de dezembro de '2018.

Prof. Dr. Michel Rei ‘/I\’Ilessora

Coordenador da Comisséao de Etica no Uso de Animais

CEUA- FORP/USP



