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RESUMO

A B-catenina, uma proteina efetora da via can6nica de sinalizagdo da Wnt,
tem um importante papel no desenvolvimento e homeostasia dos tecidos, e esta
envolvida na patogénese de doengas inflamatorias, incluindo o cancer. Este projeto
teve como objetivo analisar a expressdo de (-catenina no periodonto durante a
progressao da doenca periodontal crénica experimental (DPCE) em camundongos. A
inducéo da periodontite foi feita gracas a colocacao de ligadura de fio de algodao ao
redor dos primeiros molares inferiores de camundongos, enquanto o lado contralateral
foi utilizado como controle. Os animais foram sacrificados por perfusdo com solugéo
de Karnovsky apés 3 e 7 dias de inducao da periodontite, as mandibulas foram
dissecadas e processadas para obtencdo de cortes histolégicos mesio-distais
seriados dos grupos periodontite e controle. Amostras de 6 animais de cada grupo
foram utilizadas para analise histomorfométrica da regido de furca. Cortes histolégicos
de 5 animais de cada grupo foram preparados, submetidos a reagdes de
imunohistoquimica e contracorados com hematoxilina. A andlise histomorfométrica
demonstrou uma perda de tecido ésseo significativa (p<0,05, ANOVA) na regido de
furca dos 1° molares apdés 7 dias da DPCE. Os resultados imuhistoquimicos
demostraram a expressdo da (-catenina na regidao do ligamento periodontal (LP)
contendo infiltrado inflamatério e adjacente as areas de reabsorcao 6ssea dos dentes
com DPCE, com maior intensidade de marcacéo no periodo inicial de 3 dias da DPCE,
quando comparado ao PDE 7 dias e ao controle. Dentro dos limites deste trabalho,
conclui-se que a via Wnt/B-catenina pode desempenhar um relevante papel na
progressao da doenca periodontal, o que a torna um alvo importante para terapias que
tem como obijetivo limitar a destruicdo dos tecidos periodontais frente a agressao do
biofilme dental bacteriano.

Palavras-chave: Doenca periodontal. Wnt/B-catenina.



ABSTRACT

B-catenin, an effector protein of the canonical signaling pathway of Whnt,
plays an important role in the development and homeostasis of tissues, and is involved
in the pathogenesis of inflammatory diseases, including cancer. This project aimed to
analyze the expression of B-catenin in the periodontium during the progression of
experimental chronic periodontal disease (DPCE) in mice. Induction of periodontitis
was performed by placing a cotton cord ligature around the lower first molars of mice,
while the contralateral side was used as a control. The animals were sacrificed by
perfusion with Karnovsky solution after 3 and 7 days of induction of periodontitis, the
mandibles were dissected and processed to obtain histological mesio-distal sections
serialized from the periodontitis and control groups. Samples of 6 animals from each
group were used for histomorphometric analysis of the furca region. Histological
sections of 5 animals from each group were prepared, submitted to
immunohistochemical reactions and hematoxylin-contracted. The histomorphometric
analysis showed a significant bone loss (p <0.05, ANOVA) in the furcation region of
the 1st molars after 7 days of the CAPD. The immuhistochemical results demonstrated
the expression of 3-catenin in the region of the periodontal ligament (LP) containing
inflammatory infilirate and adjacent to the areas of bone resorption of the teeth with
ECDD, with greater marking intensity in the initial period of 3 days of ECDD when
compared to PDE for 7 days and control. Within the limits of this work, it is concluded
that the Wnt / B-catenin pathway may play an important role in the progression of
periodontal disease, which makes it an important target for therapies that aim to limit
the destruction of periodontal tissues against aggression of the bacterial dental biofilm.

Keywords: Periodontal disease. Wnt / B-catenin.
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1 INTRODUCAO

As doengas periodontais correspondem a processos infecciosos nos tecidos de
suporte e protecao dos dentes que envolvem interagées complexas entre as bactérias
e o0 hospedeiro, sofrendo influéncia ainda de fatores genéticos e ambientais
(Socransky et al., 1984). As alteragdes que acontecem na transicao de uma condicao
de saude para periodontite passam por eventos celulares e moleculares diversos,
coordenados pelo sistema imune do hospedeiro, com o objetivo de protegé-lo do
desafio microbiano (Gibbons, 1984).

Ainda que a existéncia de bactérias do biofilme dental seja obrigatéria na
evolucdo da doenca periodontal, o reflexo imunolégico do hospedeiro desempenha
uma importante funcdo na patogénese dessa doencga, porque contribui para o
processo da inflamacao ou porque modula os resultados produzidos pelas bactérias
(Genco, 1992). Na periodontite, as bactérias presentes no sulco gengival produzem
enzimas e toxinas (lipopolissacarideos) que induzem as células inflamatoérias nos
tecidos de suporte dental, resultando na liberagao de citocinas e fatores locais (IL-1a,
IL-1B, IL-6, PGE2 e FNTa). Estes fatores podem agir diretamente sobre os
osteoblastos, dificultando sua fungao e reduzindo o numero de células funcionais bem
como ainda incentivando a produc¢ao e ativagao dos osteoclastos. Esta cascata inteira
de eventos ocasiona na destruicdo do tecido conjuntivo periodontal e osso alveolar
(Page e Kornman, 2000). Assim, ha indicacdo de que existe acédo destrutiva e
protetora nos tecidos periodontais por parte do hospedeiro.

A via de sinalizagdo Wnt € uma rede de proteinas mediadoras da
comunicacao celular, transmitem sinais a partir de receptores da superficie das
células, passando pelo citoplasma e chegando finalmente a base onde a cascata de
sinalizagdo leva a expressdo de determinados genes. A ativagdo da via Wnt é
conservada evolutivamente, tem sua funcao em diversas espécies passando pela
mosca da fruta aos seres humanos. Participam de diversos processos celulares, na
embriogénese e na homeostase de tecidos nos adultos (Inestrosa, 2010), como 0sso0s,
coracdo, musculos e outros. Distirbios na sinalizagdo da Whnt/B-catenina estao
associados a alteracbes como inflamacdo, envelhecimento, osteoporose, doencas
degenerativas e cancer (Logan e Nusse, 2004 e Mohammed et al. 2016) em
decorréncia do acréscimo da reproducédo de genes relevantes para o crescimento,
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proliferacao, diferenciacédo, apoptose, estabilidade genética, migracdo e angiogénese
(Angers e Moon, 2009).

Apesar de alguns trabalhos sugerirem o envolvimento da via Wnt/B-
catenina em eventos relacionados aos tecidos periodontais, como diferenciagao
osteogénica (Zhou et al. 2013) e reabsorcao 6ssea (Napimoga et al. 2014, Ren et al.
2015), e o conhecimento da sua associacdo a doencas inflamatérias, ha uma
escassez de estudos que comprovem a participagdo dessa importante via de
sinalizagc&o na progressao da doenca periodontal. Um maior conhecimento sobre uma
possivel participagdo da via Wnt/B-catenina na patogénese da periodontite podera
contribuir para identificar fatores especificos que poderdo servir como fatores
terapéuticos objetivando limitar a destruicdo dos tecidos periodontais frente a

agressao do biofilme dental bacteriano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Embora haja uma escassez de estudos que confirmem a participacao da
via Wnt/B-catenina durante a progressdao da doenga periodontal, alguns trabalhos

sugerem seu envolvimento na doenga e sua associac¢ao a inflamagdes.

Em 2014, Yong Li et at. Afirmaram que a sinalizagao Wnt /B -Catenina atua
como um circuito de retroalimentacdo negativa para suprimir a inflamacao em células
epiteliais alveolares, e previne a lesédo celular de reagdes inflamatorias excessivas.
Este estudo revela um novo mecanismo imunorregulador nas células epiteliais

alveolares em resposta a infeccéao bacteriana.

Em 2018, Liu et al. afirmaram que a via de sinalizagao Wnt/ 3-catenina esta
relacionada ao metabolismo do osso alveolar. Neste estudo, eles avaliaram a
interacdo entre esta via e a rota EMMPRIN / MMPs na periodontite. Eles acreditavam
que a expressao do indutor destas metaloproteinases na matriz celular se relacionam
com a gravidade da inflamacao. Por fim, concluiram que durante a periodontite, a
presente via de sinalizagédo regula negativamente as rotas EMMPRIN / MMP-2, 9 e o
bloqueio de EMMPRIN atenua seu funcionamento.

Vallée e Lecarpentier (2018) em um recente trabalho, afirmavam que
inflamacéo € um processo patolégico que acompanha, promove e até inicia canceres.
Em seu estudo, mostravam que a sinalizagdo WNT/B-catenina €& regulada
positivamente em processos inflamatérios, enquanto o PPARy (Receptor Gama
Ativado por Proliferador de Peroxissoma), € geralmente regulado negativamente, o
que ajuda a explicar, em parte, o perfil oposto e unidirecional da sinalizagdo WNT/3-
catenina canbnica e o PPARy nesses trés processos frequentes e morbidos
(inflamacao, estresse oxidativo e muitos tipos de cancer) que potencializam uns aos
outros. Por fim, concluiram que os agonistas de PPARy promovem a repressao do
ciclo celular, a diferenciacdo celular e a apoptose e reduzem a inflamacéo, a
angiogénese, o estresse oxidativo, a proliferacao celular, a invasao e a migracao
celular. Além disso, mostraram que a via canbnica WNT/B-catenina e o PPARy

parecem ser bastante comuns em inflamacéo, estresse oxidativo e canceres.

Em junho de 2018, Wong et al. publicaram um trabalho afirmando que o
desequilibrio da sinalizagdo Whnt/B-catenina em células renais estd associado a
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disfungao renal. Com o objetivo de identificar a fungdo desempenhada pela Wnt/(3-
catenina tubular, eles geraram um camundongo transgénico expressando
condicionalmente a 3-catenina estabilizada especificamente nos tubulos renais apés
a administracdo de tamoxifeno. Passadas quatro semanas, esses camundongos
apresentaram proteinuria e elevados niveis de nitrogénio ureico no sangue
comparados a camundongos néo-transgénicos, o que mostrava um efeito prejudicial
da sinalizacdo ativada. Isso foi associado a infiltragdo do tubulo-intersticio
predominantemente por macréfagos M1 e a expressdo exacerbada de
quimiocitoquinas inflamatérias. Eles induziram a proteindria atravées de uma
sobrecarga por injecao intraperitoneal de albumina de soro bovino com baixa
endotoxina por quatro semanas, 0 que agravou a proteinuria e aumentou os niveis de
nitrogénio uréico no sangue em uma extens&do significativamente maior em
camundongos transgénicos. Observaram que a disfuncao renal se correlacionou com
o grau de infiltracdo de macréfagos M1 no tdbulo-intersticio e que houve
superexpressdao de TLR-4 cortical e NLRP-3 nos camundongos transgénicos,
independente da injecdo de albumina de soro bovino. Por fim, concluiram em seu
trabalho que a ativagao condicional da sinalizagao tubular renal Wnt/3-catenina em
um novo modelo de camundongo transgénico demonstra que esta via aumenta a
inflamacéao intrarrenal via o eixo inflamassoma TLR-4 / NLRP-3 na proteindria por

sobrecarga.

Em maio de 2018, Swafford et al., que defendiam que a sinalizagcao anormal
de Wnt/B-catenina ocorre em varias doengas inflamatérias, investigaram a importancia
da sinalizacdo Wnt canénica em CD11c (antigeno) + APCs (célula apresentadora de
antigeno) no controle da inflamacao intestinal. Usando um modelo murino de colite
ulcerativa, eles demonstraram que a sinalizagdo Wnt canénica em APCs CD11c +
intestinais controla a inflamacéao intestinal por transmitir um fenétipo antiinflamatério.
A delecao genética de receptores Wnt, proteinas relacionadas ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade 5 e 6 (LRP5/6) em APCs CD11c + em camundongos
LRP5 / 6ACD11c, resultou em inflamacao intestinal aumentada com aumento da
gravidade histopatolégica do tecido colénico, causado por um aumento da producao
de citocinas pro-inflamatérias dependentes de microbiota e diminuicao da expressao
de fatores imuno-regulatérios. O resultado do experimento foi uma alteragdo da
microflora e da homeostase das células T. Além disso, em seu estudo, demonstraram
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que a ativagao condicional de B-catenina em APCs CD11c + em camundongos LRP5
/ 6ACD11c reduziu a inflamagao intestinal e diminuiu a gravidade histopatolégica do
tecido coldnico, o que revela um mecanismo pelo qual as APCs intestinais controlam
a inflamacgao intestinal e a homeostase imune através da via de sinalizagdo Wnt

canonica.
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3 PROPOSICAO

Este projeto teve como objetivo analisar a expressdo de B-catenina nos
tecidos periodontais durante a progressao da doenca periodontal em um modelo

experimental de indug&o a periodontite em camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foi aplicado um experimental modelo de estimulo da
doenga periodontal por instalagdo de ligadura nos 1°¢ molares inferiores de
camundongos. Camundongos (Swiss Webster) machos adultos, pesando 30-40g,
originarios do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB),
foram condicionados no biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba/Unicamp
em gaiolas plasticas cobertas com maravalha e alimentados com rag&o propria para
animais de laboratorio e agua “ad libitum”. Estes experimentos foram realizados dentro
das normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). Os procedimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp - Bioterismo da
Unicamp (CEMIB), mediante protocolo de numero 3132-1. Foi feita anestesia desses
animais com uma dose intraperitoneal de cloridrato de xylasina (8,8mg/Kg - Rompun®,
Bayer S.A.) e cloridrato de ketamina (130mg/Kg - Dopalen® - Sespo Ind. e Com.
LTDA) e posicionados em um aparato de Doku modificado (Figura 1A e B). A ponta
do bisel de uma agulha de insulina sera introduzida na ameia entre os 1° e 2° molares
inferiores para facilitar a passagem da ligadura de fio de algoddao na regiao
interproximal. Uma ligadura de fio de algodao foi posicionada ao nivel do sulco
gengival de um dos 1° molares inferiores, aleatoriamente selecionado, terminando
com um né voltado para mesial (Johnson, 1975. Figura 1C), enquanto o controle foi
feito com o dente contralateral. Dividiu-se os animais em dois grupos aleatorios e eles
foram, entdo, sacrificados por perfusao intracardiaca com solucao de Karnovsky
modificada apés 3 e7 dias de inducédo da doenca periodontal exeprimental (DPCE).
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Figura 1 — Modelo experimental de indu¢do de peridontite por instalacdo de ligadura de
algodao na regiao da margem gengival de camundongos. (A) Aparato de Doku
modifacado. (B) Animal anestesiado e posicionado no aparato de Doku. (C)
Sequéncia de passos para instalacao de ligadura no 1° molar inferior.

Apos sacrificio dos animais, as hemimandibulas foram dissecadas, fixadas
por imersao em solugao de Karnovsky modificada por 24 horas e descalcificadas em
solucdo de EDTA a 10%. As amostras foram aparadas, e processadas
histologicamente por técnica de rotina para inclusdo em parafina. Para andlise
histométrica, cortes seriados mesio-distais de 6um da regido dos 1° molares de 8
animais foram colocados em laminas de vidro, desparafinizados, hidratados e corados
com hematoxilina e eosina.Do total de cortes obtidos, foram selecionados aqueles que
continham as raizes completas e a regido de bifurcacdo das raizes dos primeiros
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molares inferiores. Determinou-se, entdo, o quanto de volume foi perdido em 0sso
inter-radicular na regido de furca usando o principio de Cavalieri (Gundersen e
Jensen, 1987 e 1999). Foram selecionados 10 cortes por dente distanciados
regularmente entre si. Os cortes foram fotografados sob visualizagdo em microscopio
num aumento de 10X. O programa Image-Pro Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA), foi usado para mensurar a extensdo de osso perdido na area de furca dos 1°¢
molares inferiores. As medidas de area foram realizadas por um Unico examinador
calibrado e sego no estudo (YACL). A Figura 2 ilustra a medida das areas de perda

Ossea na regiao de furca dos molares inferiores.

Figura 2 — Imagens de captura de tela durante analise histométrica usando o Programa Image-
Pro. As imagens de cortes histolégicos da regido de furca dos 1°° molares inferiores
ilustram a medida de area do PDL na regido da crista 6ssea delimitada pela linha
amarela,no grupo controle (A) e no grupo tratado para indugcédo da DPCE (B).
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4.1 Analise estatistica

No presente trabalho, a quantidade de tecido 6sseo interradicular destruido
foi considerada como variavel de resposta (quantitativamente), e a indugédo da
periodontite foi o fator em estudo, como foi anteriormente definido. O volume da perda
ossea interradicular de cada dente testado foi calculado obtendo-se a area total (mm?)
de 10 cortes, a partir das quais foi obtida a média por animal, e posteriormente
calculando-se as médias dos grupos (n=8). Os resultados quantitativos das areas dos
grupos foram comparados utilizando o teste de Analise de Variancia (ANOVA),

adotando-se a=0,05, seguido pelo teste de Tukey.

4.2 Imunohistoquimica

Para a imunolocalizagdo da 3-catenina no periodonto (gengiva, ligamento
periodontal, osso alveolar e cemento), tanto nos grupos com indugao a periodontite
quanto nos controles, foram obtidos cortes seriados mesio-distais de 4um da regido
dos 1° molares de 5 animais. Os cortes foram colocados em laminas silanizadas,
desparafinizados, hidratados e incubados com Proteinase K (Dako, Usa) para
recuperacdo antigénica. O bloqueio da atividade da peroxidase enddégena sera feito
por incubacdo com peroxide de hidrogénio 6% seguido pelo bloqueio de reatividade
nao especifica com BSA (“bovine serum albumin”) 4% em tampao fosfato de sédio.
Incubou-se os cortes em anticorpo primario purificado “rabbit anti-g-catenin” (1:100,
ab32572Abcam, USA) durante a noite, seguido por incubagdo com anticorpo
secundario biotinilado (LSAB2 System-HRP, Dako, USA). A imunoreatividade foi
visualizada usando solucdo de diaminobenzidina (DAB) e as laminas foram
contracoradas com hematoxilina. Os cortes foram analisados sob microscépio e

fotografados para registro dos resultados qualitativos encontrados.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos da analise histoldégica das amostras dos grupos
controle e com DPCE demonstraram que houve perda 6ssea na regiao de crista 6ssea
na bifurcacdo das raizes dos molares induzidos a DPCE por 3 e 7 dias quando
comparados com o grupo controle (Figura 3). Isso demonstra que o modelo usado
para a avaliacao da progressao da doenca periodontal em camundongos foi eficiente,
quando a maioria dos trabalhos na literatura utilizando este modelo foram realizados
em ratos (Kose et al., 2016 / Meulman et al., 2011 / Peruzzo et al., 2010 / Marques et
al., 2009). A andlise histométrica demonstrou que € notério um significativo aumento
(p < 0,05) da area de perda 6ssea nos dentes com DPCE apés 7 dias, quando
comparada aos outros grupos, 3 dias de DPCE e controle (Figura 4).

Controle DPCE 3 dias DPCE 7 dias

Figura 3 - Cortes histolégicos corados em HE mostram a regido de furca dos grupos
estudados. Uma maior reabsorgcéo 6ssea pode ser observada em DPCE- 7 dias.
DE- dentina; LP — ligamento periodontal; AO — osso alveolar. Ampliacao de 10x.
Barra=100pm.
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Figura 4 - Grafico mostrando os resultados morfométricos das
medidas de area do LP na regido de furca dos
grupos estudados. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas  significativas  (p<0,05,
ANOVA seguido de teste Tukey.

Os resultados das reagdes de imunohistoquimica demonstraram que a -
catenina é fracamente expressa nos tecidos periodontais, em algumas regides do
0sso, do PL e em regides de infiltrado linfocitario no tecido gengival dos animais
controle. Entretanto, a expressdo da B-catenina foi alterada no LP dos animais
induzidos a DPCE, com um sinal de marcac¢ao mais intensa no periodo mais inicial de
3 dias de DPCE. A B-catenina foi mais expressa nas areas do LP onde havia presenga
de infiltrado inflamatério e adjacente as areas de absorcdo 6ssea (Figura 5). As
imagens em maior aumento mostram a presenga da B-catenina na regiao do nucleo
de células do LP localizadas proximas as regides de absorcdo déssea (Figura 5),
sugerindo uma provavel ativacdo da via de sinalizacdo Wnt canénica durante o
processo inflamatério do LP causado pelo acumulo de biofilme induzido na DPCE. A
diminuigdo da expressao da B-catenina aos 7 dias de DPCE pode sugerir que a
ativagdo desta via € crucial na fase inicial do processo inflamatério no LP acometido

por doenga periodontal



Controle DPCE 3 dias DPCE 7 dias

Figura 5 — Reagbes de imunohistoquimica para 3-catenina. Os resultados mostram maior
expressao da B-catenina no LP da regiao de furca dos grupos submetidos a
DPCE. Os quadrados em (A) e (B) delimitam imagem em maior aumento em
(B) e (C), respectivamente. DE- dentina; LP — ligamento periodontal; AO —
0sso alveolar. Barra (A)=500um, (B)=100um, (C e D)=25um.

21



22

6 DISCUSSAO

E notério que ao comparar este estudo com os de outros pesquisadores
citados anteriormente, ha uma clara relagao entre a via Wnt/3-catenina e processos
inflamatorios, embora nenhum deles tenham relacionado essa via a tecidos de suporte
periodontal. O maior desafio deste projeto foi justamente comprovar algo
relativamente novo, para que a ciéncia possa evoluir cada vez mais no combate a

inflamagdes, especificamente a doenga periodontal.

O projeto de pesquisa proposto inicialmente incluia a analise de 4 grupos
experimentais, sendo um grupo controle, e 3 grupos tratados por inducao de doenca
periodontal crénica experimental (DPCE), nos periodos de 3, 7 e 15 dias. No presente
trabalho, obtivemos sucesso na utilizagdo do modelo experimental em camundongos
nos periodos de 3 e 7 dias. Os experimentos também foram realizados para periodos
mais longos de DPCE, 15 e 21 dias. Entretanto, a manutencao da ligadura de algodao
por periodos mais longos se mostrou desafiadora. Nao conseguimos obter um nimero
suficiente de animais para obtencdo de resultados quantitativos e qualitativos
consistentes. Acreditamos que o estudo da participagado da via Wnt/B-catenina na
progressao da doenca periodontal deve incluir periodos mais longos da doenca, e
para tanto, algumas modificacdes do modelo experimental em camundongos podem

ser feitas em estudos futuros.

Além disso, grande parte dos trabalhos relacionados a via Wnt/B-catenina
relacionam essa via ao inicio de canceres, como algumas pesquisas citadas
anteriormente. Também ha muitos trabalhos que a relacionam a inflamacées em
6rgdos que nido fazem parte da cavidade bucal, como estémago, rim etc. E preciso
que os pesquisadores percebam a importancia dessa via nos processos patolégicos
da cavidade oral e que sejam publicados cada vez mais trabalhos sobre isso, pois a
doenca periodontal € apenas um dos processos inflamatérios da boca que podem ter

relacdo com a via de sinalizacao Wnt/p-catenina.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e considerando os limites deste estudo,
pode-se concluir que a via Wnt/B-catenina pode desempenhar um relevante papel na
progressao da doenga periodontal, o que a torna um alvo importante para terapias que
tem como obijetivo limitar a destruicdo dos tecidos periodontais frente a agressao do
biofilme dental bacteriano.
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