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Expressdo da citocina IL-19 frente a exposi¢ao celular ao extrato de Aa em
pacientes com periodontite Grau C: estudo in vitro
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Introdugdo

A periodontite é uma doenca inflamatdria de etiologia multifatorial, caracterizada clinicamente
pela destruicdo dssea e perda de insercdo conjuntiva, que se ndo tratada pode levar a perda dos
dentes (Armitage, 1999). A Periodontite Grau C (Perio4C) é uma forma particularmente grave de
doenca periodontal, que acomete individuos jovens sistemicamente saudaveis, caracterizada por
inicio precoce, rapida progressdo e pobre resposta as abordagens terapéuticas, o que pode levar
a dificuldades clinicas em seu tratamento e edentulismo precoce (Albandar, 2014; Armitage,
1999; Deas and Mealey, 2010). A resposta imune desses pacientes apresenta um perfil hiper
inflamatorio, com um desequilibrio entre a liberacdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias apds a
ativacdo das células inflamatdrias por periodontopatégenos (Bastos, 2009; Duarte, 2010;
Shaddox, 2010).

A etiopatogenia da Perio4Cainda ndo é completamente compreendida, embora acredita-
se que a susceptibilidade dos individuos a periodontite é determinada por uma complexa
interacdo entre microbiota, sistema imune e fatores comportamentais, sendo regulada por
fatores genéticos (Laine et al. 2012).

Ainterleucina-19 (IL-19) é uma citocina da super-familia da interleucina-10. Hoje sabe-se
que a IL-10 apresenta funcdes regulatérias e anti-inflamatdrias, reduzindo a expressdo de
citocinas pro-inflamatérias, se relacionando a baixa severidade da doenca periodontal (Garlet
2010; Garlet et al. 2006). Existem pelo menos cinco novas moléculas humanas relacionadas a
familia da IL-10 que estdo envolvidas na regulacdo imune e respostas inflamatérias, funcionando
como mediadoras de diversas atividades, incluindo supressdo imunolégica, imunidade
antibacteriana aprimorada, atividade antitumoral e promocdo da auto tolerancia em doencas
autoimunes (Conti et al., 2003).

A IL-19 tém se destacado nos ultimos tempos por sua relagdo com outras doencas
inflamatorias sistémicas, disturbios alérgicos, como a asma e doencas autoimunes, como a artrite
reumatoide (Rutz et al., 2014; Azuma et al., 2011). Além disso, a expressdo aumentada dessa
molécula em tecidos humanos inflamados sugere que ela desempenha um papel importante na
patogénese de doencas inflamatdrias (Conti P., et al., 2003). Porém, os fatores especificos
derivados de patdgenos que induzem essa citocina é desconhecido, bem como o real impacto
que ela representa em diferentes doencas inflamatdérias, como a Periodontite Grau C.



Obijetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de expressdo de IL-19 de células fibroblasticas
isoladas de individuos com Perio4C e de individuos com saude periodontal (SP) e, avaliar se este
seria alterado pelo estimulo com extrato proteico de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
em ambos 0s grupos.

Materiais e Métodos

Para a realizacdo do projeto, foi delineado um estudo laboratorial, envolvendo cultura de
células de origem primaria, colhidas e isoladas de 8 pacientes com Perio4C e 8 com SP, os quais
apresentavam necessidade de realizacdo de cirurgias orais. Além disso, os pacientes
diagnosticados com Perio4C deviam estar em fase de terapia periodontal de suporte. O grupo
controle foi representado por células ndo estimuladas pelo extrato bacteriano.

A selecdo dos pacientes foi feita de acordos com os seguintes critérios de inclusdo e
exclusdo:

e C(Critérios de inclusdo Perio4C: perda ossea radiografica, pelo menos 20 dentes
presentes, sendo 8 com PS > 5 mm, SS em 3 dentes ndo contiguos (Casarin et al.,
2012, Taiete et al., 2016);

e Critérios de Inclusdo SP: PS<3mm, SS < 10%, NIC < 3mm e auséncia de perda dssea
interproximal radiografica (Caton et al., 2018);

e (Critérios de Exclusdo para os dois grupos: Altera¢des sistémicas ou uso de
medicamentos - 6 meses; gravidas e lactantes; tratamento periodontal prévio.

1. Isolamento e Cultivo celular

Para a obtencdo da cultura primdria de fibroblastos gengivais (FGs) foi adotado o
protocolo de Silvério et al (2010). Foram coletadas bidpsias de tecido conjuntivo dos dois
grupos e esses foram colocados em meio de cultura padrdo. Em seguida, esses
fibroblastos gengivais foram expandidos até que atingissem 80% de confluéncia. Apds
expansdo, as células foram colocadas em uma solugdo de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21mM
e congeladas em nitrogénio liquido até o experimento.

As células utilizadas para os experimentos foram as células entre a segunda e
quarta passagens e os experimentos foram realizados em triplicata.

2. Obtencdo do extrato total de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A cepa JP2 do patégeno periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Aa) foi cedida pela FIOCRUZ/Manguinhos e foram armazenadas na area de Periodontia
(FOP/UNICAMP).

As células foram reativadas em meio BHI Agar e foram deixadas por 24h para
crescimento em 5% de CO,. Para a extracdo do extrato total do Aa (AaPE) foi utilizado o
protocolo descrito por Albiero et al (2017). As bactérias crescidas foram resuspendidas
em solucdo salina para lavagem. Apds centrifugacdo e descarte da solucdo salina, as
células foram resuspendidas em 700ul de dgua ultrapura e levadas a microtubos com
tampa de rosca, aos quais foram acrescentados =0,16g de beads de zirconia. Os
microtubos foram levados em aparelho Mini-BeadBeater (Biospec) em forca maxima (3
ciclos de 60 segundos com 1 min de descanso em gelo). Por Ultimo, o sobrenadante
(AaPE) livre de beads foi transferido a outro microtubo, vortexado (10s) e teve a
concentragdo proteica dosada pelo reagente de Bradford (Sigma).



3. Ensaiode MTT

Para a determinacdo da viabilidade celular foi feito um ensaio de MTT onde os
FGs de uma populacdo de Perio4C, grupo mais susceptivel ao AaPE, foram desafiados
com 0 a 25 de ug/mL desse extrato proteico. Ao final desse ensaio, escolheu-se duas
concentragdes que ndo comprometeram a viabilidade celular: uma maior e uma menor
(5 e 20 pg/mL, respectivamente).
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Figura 1. Efeito do AagPE na viabilidade celular. Os FGs foram desafiados O (controle) a 25
ug/mL de AgPE, e o ensaio de MTT para acessar o metabolismo e a viabilidade celular foi
realizado nos dias 3 e 7. *Indica diferenca estatistica entre SP e Perio4C (p<0,05).

4. Exposicdo ao extrato de AgPE e Andlise imunoenzimatica

Foi feita a estimulacdo dos FGs por AaPE nas concentrages de 5 e 20 ug/mL
(concentracBes que ndo comprometeram a viabilidade celular determinada no ensaio de
MTT) por 1.5 e 3 horas. As células também foram estimuladas por PMA, que é um potente
indutor de inflamacéo inespecifico, para que fosse feita uma comparacdo entre os grupos
e estimulos e identificdssemos qual é o fator determinante de uma resposta inflamatéria
alterada.

O sobrenadante celular foi coletado e logo apds foram quantificadas as
concentrag®es da citocina pela tecnologia Luminex/MAGpix.

Resultados

A tabela 1 mostra os dados clinicos e demograficos dos pacientes incluidos no estudo,
onde houve uma diferenca estatistica para o indice de placa, sangramento a sondagem,
profundidade de sondagem e sitios com profundidade de sondagem > 5mm.

Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos participantes do estudo. *Indica a diferenca
estatistica entre SP e Perio4C (p<0,05).

SP (n=8) Perio4C (n=8)
Idade (anos) 26.0+5.7 35.0+6.9*
Género (feminino/masculino) 7/2 6/2
Etnia (caucasiano/africano) 9/0 6/2
{ndice de Placa (%) 40+4.6 25.0+ 16.6*

Sangramento a sondagem (%) 32+1.1 33.0+ 15.9*



Profundidade de sondagem (PD) (%) 1.6+0.3 3.2+0.8*
Sitios com PD > 5mm (%) 0 18.0+ 14.2*

Os pacientes portadores de Perio4C apresentaram niveis basais de IL-19 diminuidos em
comparagdo aos individuos com SP, nos tempos de coleta de 1.5 e 3h (p = 0.0457 e 0.0008,
respectivamente). Esses pacientes também responderam com menores concentracées de IL-19
apos estimulo com AaPE em ambas as concentragBes do que os pacientes saudaveis (p < 0.0001).
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Figura 2. Producdo de interleucina-19 em Saude Periodontal (SP) e Periodontite Grau C (Perio4C)

em 1,5 e 3 horas apds a exposicdo celular com 5 e 20 pg/ml de AagPE e PMA. *Indica a diferenca
estatistica entre SP e Perio4C (p<0,05).

Além disso, o grupo controle de Perio4C apresentou niveis de IL-19 diminuidos em ambos
os tempos, ou seja, independente do estimulo celular, indicando uma falta de producdo dessa
citocina por essas células e um potencial papel anti-inflamatério que ela pode trazer durante a
progressao da doenca periodontal.

Conclusdo

Podemos concluir que a IL-19 pode apresentar um potencial papel na etiologia da
Perio4C, uma vez que células fibroblasticas dos individuos portadores dessa doenga produzem
menores quantidades dessa citocina. Porém, mais estudos avaliando a sua interagcdo com outras
citocinas sdo necessarios.

Relevancia Clinica

Esse estudo auxiliou no compreendimento da etiopatogénese da Perio4C, buscando um
futuro em que medidas terapéuticas e preventivas para combater essa doenca se tornem mais
previsiveis.
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