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RESUMO

A periodontite cronica ¢ uma doenga complexa e multifatorial caracterizada por
uma resposta inflamatéria crénica dos tecidos de suporte do dente, resultando na
destruicdo progressiva do tecido conjuntivo periodontal e osso alveolar. Esta resposta
inflamatoéria € iniciada pelos agentes patogénicos periodontais e desencadeia a resposta
imunitaria do hospedeiro, através de inimeros mediadores pré-inflamatorios.

Alguns destes mediadores atuam na regulagdo da atividade dos osteoclastos, as
principais células responsaveis pela destruicdo 6ssea. A proteina RANKL (ligante do
recetor ativador do fator nuclear kappa B) e os seus dois recetores RANK (recetor
ativador do fator nuclear kappa B) e OPG (osteoprotegerina) apresentam papéis
fundamentais na biologia dos osteoclastos, sendo que a interagio RANKL/RANK ¢
essencial para a estimulac¢do da osteoclastogénese e promocgao da reabsor¢do dssea. Esta
interagdo leva ao recrutamento de fatores associados ao recetor TNF (TRAFs),
nomeadamente o TRAF6, que desencadeia a ativacdo de algumas vias de sinalizacdo
principais — NF-«B (fator nuclear kappa B), JNK (quinase N-terminal Jun), ERK
(quinase regulada por sinal extracelular), p38, NFATcl (fator nuclear de células T
ativadas citoplasmatico 1) e Akt (proteina quinase B) — na regulacdo da formagao,
func¢do e/ou sobrevivéncia osteoclastica. Por outro lado, a interagio RANKL/OPG inibe
a estimulag@o da osteoclastogénese, inibindo assim a reabsor¢ao Ossea.

A perda 6ssea alveolar € a principal caracteristica da periodontite, pelo que a sua
prevencdo € o desafio clinico chave no tratamento da doenga. Deste modo, torna-se de
extrema importancia adquirir conhecimento sobre os mecanismos moleculares e
celulares envolvidos no sistema RANKL/RANK/OPG, de modo a tornar possivel a
criagdo de novos principios farmacologicos para a inibi¢do da reabsor¢do excessiva em
condig¢des patoldgicas, como ¢ o caso da periodontite cronica.

Com este trabalho de projeto final pretende-se, através da revisdo da literatura
existente, estudar quais os mecanismos de reabsorcdo Ossea associados a periodontite
cronica, dando especial destaque nos mecanismos envolvidos com o sistema

RANKL/RANK/OPG.

Palavras-chave: periodontite, reabsor¢do ossea, sistema RANKL/RANK/OPG






ABSTRACT

Chronic Periodontitis is a complex and multifactorial disease characterized by a
chronic inflammatory response of the supporting tissues of the tooth, resulting in the
progressive destruction of the periodontal connective tissue and alveolar bone, this
inflammatory response is started by the periodontal pathogens and triggers the
immunity response of the host, through several proinflammatory mediators.

Some of these mediators regulate the activity of osteoclasts, the main cells
responsible for bone destruction. The RANKL protein (ligando of the receptor that
activates nuclear factor kappa B) and its two receptors RANK (activating receptor of the
nuclear factor kappa B) and OPG (osteoprotegerin) have crucial roles in the biology of
the oestoclasts. The interaction RANKL/RANK is essential for the stimulation of the
osteoclastogenisis and bone reabsorption. The interaction leads to the recruitment of
factos associated to receptor TNF (TRAFs), in particular TRAF6, which leads to the
activity of some of the key signaling ways - NF-kB (nuclear factor kappa B), JNK
(kinase N-terminal Jun), ERK (kinase regulated by extracellular signals), p38 NFATc1
(nuclear factor of activated T-cell cytoplasmic 1) and Akt (protein kinase B) — in the
regulation of formation, function and or either osteoclastic survival. Moreover,
RANKL/OPG interaction inhibits stimulation of osteoclastogenesis, thereby inhibiting
bone resorption.

Alveolar bone loss is the main characteristic of periodontitis and therefore its
prevention is the key challenge in the clinic treatment of the disease. Thus, it is of
utmost importance to build knowledge on the molecular and cellular mechanisms
involved in the RANKL/RANK/OPG pathway in order to create new pharmacological
principles for inhibiting excessive resorption in pathologic conditions, such as case of
chronic periodontitis.

With this thesis we intend to review the current state of the art to study which
bone resorption mechanisms are associated with chronic periodontitis, with special

emphasis on the mechanisms involved in the system RANKL/RANK/OPG.

Key words: periodontitis, bone resorption, RANKL/RANK/OPG pathway
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LISTA DE ABREVIATURAS

AP-1 — proteina ativadora-1

Akt — proteina quinase B

Bad — promotor de morte associado ao Bcl-2

BMU — unidade basica multicelular

CAII — anidrase carbonica 11

CFU-GM - unidades formadoras de colonias de granulocitos/macrofagos
CFU-M — unidades formadoras de colonias de macrofagos

CMP — células progenitoras mieloides comuns (do inglés: common myeloid
progenitors)

CREB - proteina de ligag@o ao elemento de resposta da adenosina monofosfato ciclica
DNA — 4cido desoxirribonucleico

ELISA — ensaio imunoenzimatico (do inglés: enzyme-linked immunosorbent assay)
ERK — quinase regulada por sinal extracelular

FCG — fluido crevicular gengival

GM-CSF — fator estimulador de coldnias de granuldcitos/macrofagos

HSC — células estaminais hematopoiéticas (do inglé€s: hematopoietic stem cells)
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OSCAR - recetor associado aos osteoclastos

OSM - oncostatina M
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PNC — proteinas nao-colagenosas

PGE2 — prostaglandina E2

PI3K — fosfatidilinositol 3 quinase
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Introducao

I. INTRODUCAO

A doenga periodontal ¢ uma das doencas orais mais prevalentes no mundo,
principalmente em idades mais avangadas. A periodontite cronica ¢ a forma mais
prevalente de periodontite, sendo uma das maiores causas de perda dentédria. Por sua
vez, a perda dentéria afeta seriamente a qualidade de vida com redugdo da capacidade
funcional, auto-estima e relagdes sociais (Durham et al., 2013; Newman, Takei,
Klokkevold, & Carranza, 2015; Petersen & Ogawa, 2012).

A periodontite ¢ caracterizada como uma doenca inflamatéria cronica das estruturas
de suporte do dente — periodonto — ou seja, a gengiva, o ligamento periodontal, o
cemento e o osso alveolar (Kajiya et al., 2010; Pihlstrom, Michalowicz, & Johnson,
2005).

Os agentes patogénicos periodontais sdo considerados os fatores etioldgicos iniciais
no desenvolvimento da periodontite, no entanto, ndo sdo suficientes para desencadear a
doenca. De facto, ¢ a resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro em resposta ao desafio
bacteriano que ¢ responsavel pela grande maioria da destrui¢do dos tecidos periodontais
(Kajiya et al., 2010; Van Dyke & Kornman, 2008; Van Dyke, 2008).

Em condigdes fisioldgicas, existe um equilibrio entre a microbiota periodontal e a
resposta imunologica do hospedeiro, no entanto, quando este equilibrio fica
comprometido, seja por alteragdes na quantidade ou qualidade do biofilme dentério,
modificagdes na resposta do hospedeiro e/ou mudancas ambientais, ¢ desencadeada uma
resposta inflamatoria. Quando esta resposta inflamatoria ndo € travada, instala-se um
quadro de inflamagdo cronica, resultando na progressdo da periodontite (Richard P
Darveau, 2010; Newman et al., 2015; Pihlstrom et al., 2005; Yucel-Lindberg & Bége,
2013).

Esta resposta inflamatoria envolve a producdo de varios mediadores pro-
inflamatorios, que, apesar do seu objetivo ser a eliminacdo dos agentes patogénicos
periodontais causadores de doenga, acaba por resultar em grandes danos ao tecido
conjuntivo periodontal e osso alveolar. (Hajishengallis & Lamont, 2012;
Hajishengallis, 2014)

O osso ¢ um tecido dindmico que estd submetido a uma remodelagdo continua,
necessaria para manter a homeostasia mineral. Em condig¢des fisiologicas, o processo de
remodelacdo dssea apresenta um equilibrio dindmico entre formagao e reabsor¢ao Ossea,

no entanto, quando ocorre uma alteracdo a este equilibrio, iremos encontrar-nos numa
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Sistema RANKL/RANK/OPG e o seu papel na reabsor¢do ossea na periodontite cronica

situagdo de patologia (Feng & McDonald, 2011; Tabari, Azadmehr, Tabrizi, Hamissi, &
Ghaedi, 2013).

A excessiva reabsorcdo Ossea alveolar é a caracteristica mais marcante da
periodontite cronica e, se nao for travada, pode levar ao aparecimento de mobilidade
dentaria, resultando, em ultima instancia, na perda dentéria. (Cochran, 2008; Petersen &
Ogawa, 2012)

Os osteoclastos sdo as principais células envolvidas na reabsor¢do dssea, sendo a
sua atividade essencial para a modelacio e remodelagdo odssea. O sistema
RANKL/RANK/OPG esta intimamente ligada a diferenciagdo e ativagdo dos
osteoclastos, e a sua regulagdo € essencial para a promogao de reabsorc¢ao 6ssea (Burr &
Allen, 2014; Lerner, 2004; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

O RANKL, também conhecido como TNFSF-11 (membro 11 da superfamilia de
ligantes do fator de necrose tumoral), TRANCE (citoquina indutora de ativacgdo
relacionada com o TNF), ODF (fator de diferenciacio de osteoclastos) e OPGL (ligante
osteoprotegerina), ¢ uma proteina fundamental para a ativacdo da osteoclastogénese e
um importante biomarcador da reabsor¢ao ¢ssea. Na periodontite, 0o RANKL ¢ expresso
maioritariamente pelos linfocitos B e T, mas também ¢ induzido por varios mediadores
pro-inflamatorios envolvidos na resposta imunologica do hospedeiro. (Hienz, Paliwal,
& Ivanovski, 2015; Lerner, 2004).

A ligagdo do RANKL ao RANK conduz a ativagdo de RANK, que leva ao
recrutamento de TRAFs, sendo o mais importante o TRAF6. Estes desencadeiam
transducdes de sinal em cascata, que conduzem a formagao e ativagao dos osteoclastos:
NF-«B, JNK, ERK, p38, NFATcl e Akt. Estes mediadores estimulam a ativagdo de
genes especificos cruciais para a diferenciagdo e fungdo osteocléstica, resultando em
quadros clinicos de reabsorcao ¢ssea (Bilezikian, Raisz, & Martin-Third, 2008; Kim &
Kim, 2016; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

No sistema RANKL/RANK/OPG, a OPG liga-se competitivamente ao RANKL,
impedindo assim a interacdo entre RANK/RANKL. Isto traduz-se na inibi¢do da
diferenciagdo osteocléstica e, consequentemente, na diminui¢do da reabsor¢do Ossea
(Yucel-Lindberg & Bage, 2013).

A diminui¢do da perda dssea alveolar ¢ um dos maiores desafios clinicos da
periodontite, e visto que a reabsorcdo Ossea estd intimamente relacionada com a
regulagao do sistema RANKL/RANK/OPG, a investigacdo e realizagdo de estudos

sobre os processos biologicos envolvidos neste sistema sdo de médxima importancia na
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Introducao

aquisicao de maior conhecimento e de novas perspetivas sobre a doenga, com o objetivo
de nos auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades de diagnéstico e terapéuticas
(Cochran, 2008; Hienz et al., 2015)

Neste trabalho de projeto final iremos fazer uma revisao bibliografica da literatura
existente, descrevendo detalhadamente a periodontite cronica, abordando temas como a
epidemiologia, fatores de risco, caracteristicas clinicas e etiologia; o tecido 0sseo, as
suas componentes celular e extracelular e ainda a reabsor¢do Ossea; e por fim, uma
revisdo detalhada sobre o sistema RANKL/RANK/OP G, e todos os mecanismos nele
envolvidos, abordando também possiveis terapias farmacologicas para a periodontite
cronica.

Este trabalho tem como objetivo final clarificar a relagdo entre o sistema

RANKL/RANK/OPG e a reabsorc¢ao 6ssea nos quadros clinicos de periodontite cronica.
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Sistema RANKL/RANK/OPG e o seu papel na reabsor¢do ossea na periodontite cronica

II. DESENVOLVIMENTO

1. Doenca Periodontal
1.1. Definicao
A periodontite créonica (PC) ¢ definida como uma “doenga inflamatéria dos
tecidos de suporte do dente causada por microrganismos especificos ou grupos
especificos de microrganismos, resultando numa destruicdo progressiva do ligamento
periodontal e osso alveolar com aumento da profundidade de sondagem, recessdo
gengival ou ambos” (Flemming, 1999)
De acordo com Lindhe (1999) e Highfield (2009), a PC pode ser classificada
quanto a sua distribui¢do em:
e Localizada — quando menos de 30% das localizagdes dentarias se
encontram afetadas pela doenga;
e Generalizada — quando 30% ou mais das localizagdes dentarias se
encontram afetadas pela doenga.
Quando a severidade:
e Leve —até 2mm de perda de insercdo clinica (IC);
e Moderada — entre 3-4mm de perda de IC;

e Severa— 5mm ou mais de perda de IC.

1.2. Epidemiologia

A periodontite ¢ uma das doengas cronicas mais comuns no mundo, chegando a
afetar 750 milhdes de pessoas. Apresenta uma prevaléncia de 50% nos adultos, no
entanto este valor aumenta com o avango da idade, chegando a atingir valores entre 70-
90% em individuos com idades compreendidas entre 60-74 anos. Embora seja registada
mais frequentemente em adultos e idosos, também pode ocorrer em criangas e
adolescentes como consequéncia da acumulacao crénica de placa bacteriana e tartaro
(Newman et al., 2015; G. P. Wang, 2015).

Juntamente com a carie dentaria, ¢ uma das doencas orais mais prevalentes,
sendo também uma das maiores causas de perda dentaria. Afeta diretamente a qualidade
de vida dos seus portadores, com redugcdo da capacidade funcional, auto-estima e
relagdes sociais (Durham et al., 2013; Petersen & Ogawa, 2012).

A periodontite crénica é a forma mais prevalente de periodontite. E considerada

uma doenca com uma taxa de progressdo lenta a moderada, mas pode ter periodos de
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progressao rapida. Geralmente ¢ indolor, e pode passar despercebida até ser feito o
exame clinico e radiografico periodontal pelo médico dentista, pelo que pode ser

considerado uma doengca silenciosa (Highfield, 2009; Newman et al., 2015).

1.3. Fatores de risco

Sao varios os fatores de risco para a periodontite, e estes podem ser divididos em
locais e sistémicos. Dos fatores locais fazem parte a presenga de placa bacteriana e
tartaro, inflamacdo gengival, restauragdes defeituosas e trauma oclusal. Dentro dos
fatores sistémicos, estdao incluidos o tabaco, condigdes médicas como a diabetes, infe¢ao
por HIV, stress psicoldgico, osteoporose, obesidade e consumo insuficiente de calcio e
vitamina D, podendo muitos destes serem controlados, modificados ou até eliminados.
No entanto, existem certos fatores de risco que nao podem ser alterados, como o
aumento da idade, o sexo masculino e a predisposi¢cao genética (Genco & Borgnakke,
2013; Highfield, 2009; Kye, Davidson, Martin, & Engebretson, 2012). Dos fatores
acima mencionados, o tabaco e a diabetes consideram-se os fatores de risco principais

para a periodontite (Kye et al., 2012).

1.4. Caracteristicas clinicas

Clinicamente, um paciente com periodontite ndo tratada pode apresentar
acumulacdo placa bacteriana supra e infragengival (frequentemente acompanhada pela
presenca de calculo dentario), tecido gengival edemaciado e com maior tendéncia a
hemorragia, aumento da sensibilidade, perda de inser¢do conjuntiva, formacao de bolsas
periodontais, recessdo gengival e perda Ossea alveolar irreversivel (Figura 1 e 2)
(Antonini, Cancellier, Ferreira, & Scaini, 2013; Newman et al., 2015).

Por vezes, especialmente nos pacientes com boas praticas de higiene oral, as
alteracdes de cor, consisténcia e contorno relacionadas com a inflamagdo gengival
podem ndo ser visiveis, sendo que a inflamacdo pode ser detetada apenas pelo
sangramento das bolsas periodontais quando se realiza o exame clinico periodontal. A
hemorragia pode ser acompanhada de supura¢do e aumento do fluxo de exsudados

associados a inflamacao (Highfield, 2009).
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Salde | Periodontite

bolsa

/ periodontal

) epitélio

tecido
conjuntivo

bicfilme

0550
alveolar

Figura 1- Diferengas no periodonto em condi¢des de saude (esquerda) e na periodontite (direita). Em
quadros clinicos de periodontite, ocorre perda de inser¢@o periodontal, formacao de bolsas periodontais

com presenca de biofilme e perda dssea alveolar. (Adaptado a partir de Yucel-Lindberg & Bage, 2013)

Figura 2 - Aspeto clinico da periodontite cronica. Podemos observar recessdo gengival e perda 6ssea

generalizada. (Adaptado a partir de Ohlrich et al., 2009)

O padrao de reabsor¢do Ossea alveolar tanto pode ser horizontal como vertical
(ou angular), no entanto a primeira situagdo ¢ a mais comum. No padrdao horizontal, a
perda dssea ocorre uniformemente na maioria das faces Osseas, enquanto o padrdo
vertical se manifesta quando a perda 6ssea ¢ maior numa superficie dentaria que na

adjacente. Quando a reabsor¢ao Ossea ¢ muito extensa, como ¢ frequente acontecer nos
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quadros mais severos, pode levar ao aparecimento de mobilidade dentaria. Esta
mobilidade pode conduzir, em ultima instancia, a perda dentaria (Newman et al., 2015;

Petersen & Ogawa, 2012; Yucel-Lindberg & Bage, 2013).

1.5. Etiologia

A PC ¢ uma doenga multifatorial, em que o equilibrio normal entre a microbiota
subgengival e a resposta imune do hospedeiro esta comprometido. Uma alteragdo a este
equilibrio pode ocorrer devido a mudangas na quantidade/qualidade do biofilme
dentario, mudancas na resposta do hospedeiro, influéncias ambientais/comportamentais
ou uma combinagdo das anteriores (Richard P Darveau, 2010; Ohlrich, Cullinan, &

Seymour, 2009; Pihlstrom et al., 2005)

1.5.1. Placa bacteriana e microflora associada

Durante véarias décadas acreditou-se que a patogénese da periodontite era
atribuida a microrganismos especificos, como o “complexo vermelho”, — descoberto por
Socransky (1998) — constituido por trés espécies predominantes: Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola € Tannerella forsythia.

No entanto, avangos recentes no dominio da investigagdo na darea da
periodontologia demonstraram que o biofilme periodontal é muito mais heterogéneo e
diversificado do que se pensava, contando com mais de 700 microrganismos (a maioria
gram-negativos anaerobios) que podem ser reconhecidos como constituintes da
microbiota periodontal (Antonini et al., 2013; G. Hajishengallis & Lamont, 2012). Estes
conhecimentos conduziram a elaboragdo de novos modelos que explicassem a patogenia
do biofilme subgengival, e o modelo mais recentemente desenvolvido e aceite € o
modelo PSD — sinergia microbiana e disbiose (do inglés polymicrobial synergy and
dysbiosis). Este modelo implica que para se iniciar o desenvolvimento da periodontite €
necessaria a existéncia de uma comunidade microbiana sinérgica e disbiotica, ou seja,
que ocorra uma alteragdo qualitativa/quantitativa dos componentes individuais da
comunidade bacteriana (Abusleme et al., 2013; G Hajishengallis, Darveau, & Curtis,
2012; G. Hajishengallis & Lamont, 2012).

Para a disbiose acontecer, ¢ essencial a presenca de espécies que possuam a
capacidade de, mesmo em concentracdes muito baixas, modular a resposta do
hospedeiro e comprometer as suas defesas, de forma a alterar o crescimento e

desenvolvimento de toda a comunidade microbiana, desencadeando uma quebra da
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homeostase ¢ promog¢do da doenca. Estas espécies sao denominadas de “patogénios-
chave”, e a Porphyromonas gingivalis esta associada a este grupo, pelo que continua a
ser um dos microrganismos mais importantes na patogénese da periodontite cronica. A
P. gingivalis consegue, mesmo em baixos niveis de colonizagio (<0,01% da microbiota
total), formar uma comunidade disbiotica, elevando a viruléncia de toda a comunidade
através da comunicagdo interativa com patdgenios acessOrios e aumentando a carga
bacteriana (Figura 3) (R P Darveau, Hajishengallis, & Curtis, 2012; G. Hajishengallis &
Lamont, 2012; George Hajishengallis et al., 2011)

Desregulacdo do sistema imune

impacto reduzido no sistema imune do S
Rutura da homeostase dos tecidos

hospedeiro ;
Estado imuno-inflamatorio
controlado T ‘l‘
s Colonizacdo por
petogeneos-chave
== — - i —

Comunicagdo entre .
especies bacterianas
Elevac3ods

stogenecidade

Compatibilidade
fiziclosica na
sinalizacdo entre

:’, @ Coadesio

Comunidade patogenica disbiotica

Colecdo desordenada de espécies bacterianas na comunidade
microrganismos AdaptacSo da bacteriana
comunidade
microbiana

P —>
Comunicacdo interativa com

patogenios acessorios
Aumento da carga bacteriana

Figura 3 - Modelo da sinergia polimicrobiana e disbiose. Uma comunidade que inicialmente se encontrava
em equilibrio com o hospedeiro, sofre colonizagdo por patogénios-chave. Estes, através da comunicagdo com
patogénios acessorios, elevam a viruléncia da comunidade bacteriana, formando uma comunidade disbiotica.

Isto traduz-se numa desregulagdo do sistema imune e rutura da homeostase dos tecidos. (Adaptado a partir

de G. Hajishengallis & Lamont, 2012)

Quando a disbiose ¢ estabelecida na comunidade microbiana, -certos

microrganismos tornam-se patogénicos, isto €, em condi¢cdes de perturbagao de

homeostase tém o potencial de causar inflamagao e destruicdo dos tecidos periodontais
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(pathobionts). A inflamagao e degradagao tecidual, por sua vez, vao gerar produtos que
constituem uma fonte de nutrientes para a comunidade, facilitando o crescimento da
mesma (Figura 3) (Gaffen & Hajishengallis, 2008; Round & Mazmanian, 2009).

A flora microbiana subgengival, através da libertagdo de substancias nocivas,
contribui diretamente para a ocorréncia de danos nos tecidos gengivais ¢ periodontais
(numa pequena propor¢do), no entanto o seu papel principal na patogénese da
periodontite baseia-se na iniciacdo e manutencdo de respostas imuno-inflamatoérias,
responsaveis pela maioria da degeneracdo tecidual (Garlet et al., 2006; Graves &
Cochran, 2003; Newman et al., 2015).

Embora as bactérias periodontais sejam o fator inicial no desenvolvimento da
PC, estes microrganismos tanto estdo presentes em individuos com periodontite como
em individuos com tecido periodontal saudavel, apesar de nos primeiros estarem
presentes em concentragdes bastante mais elevadas, sugerindo que o biofilme dentario é
necessario, mas nao suficiente para induzir a periodontite. Isto levou a uma nova area de
investigacdo, em que se verificou que ndo sdo apenas as bactérias que desempenham um
papel crucial no desenvolvimento da doenca, mas também a resposta imune do
hospedeiro aos patogénios periodontais apresenta grande relevancia no processo

(Cortelli et al., 2008; G. Hajishengallis & Lamont, 2012; George Hajishengallis, 2014).

1.5.2. Resposta imune do hospedeiro

O sistema imunoldgico tem um papel central e essencial para a manutengdo da
saude periodontal, e a sua capacidade de resposta varia de individuo para individuo.
Como tal, uma resposta imunitaria desregulada ou inadequada, nomeadamente respostas
hipo ou hiperinflamatdrias, pode resultar no aumento da suscetibilidade individual a
doenca, desencadeando respostas inflamatdrias cronicas prejudiciais, que conduzem ao
desenvolvimento da patologia e apresentacdo precoce dos sinais clinicos da
periodontite. (Lin et al., 2014; Newman et al., 2015). Enquanto num fenotipo
hipoinflamatério a resposta do hospedeiro ndo ¢ suficiente para combater o desafio
bacteriano, num fenotipo hiperinflamatorio, o mesmo desafio bacteriano provoca uma
resposta inflamatoria muito exacerbada, caracterizada pelo aumento da expressdo de
mediadores inflamatorios e grande infiltrado inflamatoério celular (Kajiya et al., 2010;
Newman et al., 2015).

A acumulagdo crénica de placa bacteriana, como descrito anteriormente, ¢

considerado o agente de iniciacdo primario na etiologia da doenca. No entanto, a
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microbiota da placa por si s6 ndo ¢ suficiente para comegar ou fazer progredir a doenga.
O ataque inicial e persistente dos agentes patogénicos periodontais desenvolve uma
resposta inflamatoria, que por sua vez desencadeia uma resposta imunolédgica, sendo
esta ultima a responsavel pela grande maioria dos danos infligidos aos tecidos
periodontais (Kajiya et al., 2010; Trombelli et al., 2004).

Em condi¢des fisiologicas, uma alteragdo na flora bacteriana resulta numa
libertagdo moderada de mediadores inflamatdrios; cuja finalidade, em conjunto com as
células imunitarias de defesa, ¢ a eliminacao das bactérias no sulco, mantendo a saude
periodontal. No entanto, em individuos portadores da doencga, a resposta imunitaria aos
patogénios periodontais parece perder o controlo efetivo contra as bactérias desafio
bacteriano e, em vez de possuir um papel protetor, como era suposto, tem antes um
papel destruidor, sendo responsavel pela degradagdo dos tecidos periodontais. A
resposta imunoldgica pode ser alterada por modificagdes na microflora, por uma
resposta do hospedeiro inadequada e/ou por mudangas ambientais (Figura 4) (Newman

et al., 2015).

Fatores de Risco Genéticos

v Y

-

Microflora Resposta AlteragGes no Sinais

dﬁ p!aca —e P IMIUNO- #! metabolismo > c[fnicus
inflamatoria do tecido da doengas
do conjuntivo e
hospedeira doosso

1 1

!

Fatores de risco ambientais
e adquiridos

Figura 4 - Etiopatogénese da periodontite. A periodontite ¢ desencadeada por uma complexa interagédo
entre fatores, nomeadamente a microflora da placa, a resposta imuno-inflamatoria do hospedeiro, fatores
de risco genéticos e fatores de risco ambientais e adquiridos. A interag@o entre estes fatores ira
desencadear alteracdes no metabolismo do tecido conjuntivo e do osso, resultando em sinais clinicos da

doenga. (Adaptado a partir de Newman et al., 2015)

20



Desenvolvimento

2. Tecido Osseo

Em condi¢des fisioldgicas, os processos de remodelagdo dssea encontram-se
cuidadosamente regulados e controlados por fatores sistémicos e locais, resultando
assim num equilibrio dindmico entre formagao e reabsor¢ao 6ssea (Bruzzaniti & Baron,
2006; Teitelbaum, 2007).

O osso ¢ um tecido conjuntivo especializado, dindmico e ativo, que apresenta
diversas fung¢des, como suporte mecanico, protecdo, homeostasia do célcio no 0sso e na
corrente sanguinea e hematopoiese. E formado por uma componente celular e outra

extracelular, que corresponde a matriz ¢ssea (Burr & Allen, 2014; Lindhe, 2008).

2.1. Osso alveolar

O osso alveolar, juntamente com o cemento, o ligamento periodontal e a
gengiva, faz parte dos constituintes do periodonto, a estrutura que circunda e suporta os
dentes (Di Benedetto, Gigante, Colucci, & Grano, 2013). O osso alveolar ¢ um dos
constituintes da maxila e da mandibula e acompanha o desenvolvimento e erupcao dos
dentes, apoiando os alvéolos dentarios. A sua principal fung¢do ¢ a distribuigdo e
absor¢do das forcas geradas pelos contactos dentdrios, nomeadamente durante a
mastigagdo (Lindhe, 2008).

Macroscopicamente, nas paredes dos alvéolos dentirios o osso alveolar ¢
constituido por osso cortical (denso, compacto), enquanto que a area entre os alvéolos ¢é
ocupada por osso trabecular (esponjoso) (Figura 5). O osso cortical € um osso mais
forte, apresentando fun¢des mecanica e protetora. O osso trabecular oferece resisténcia,
atenuando as cargas oclusais e dirigindo as for¢as para o osso cortical. E também no
0sso trabecular que ocorre a maioria da remodelacao Ossea e das fungdes metabodlicas do

0sso. (Feng & McDonald, 2011; Lindhe, 2008).
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2.2. Componente extracelular

A matriz 6ssea ¢ composta principalmente por matéria organica e inorganica,
sendo que a primeira fornece resiliéncia e ductilidade e a segunda confere dureza. A
composicdo mineral corresponde a aproxidamente 65%, sendo principalmente
constituida por hidroxiapatite cristalina [Ca3(PO4)2]3Ca(OH),. Dos 25% de componente
organica, cerca de 90% correspondem a colagénio (principalmente tipo I, com pequenas
quantidades de tipo III e V), e os restantes 10% sao representados por proteinas nao-
colagenosas (PNC). Estas proteinas desempenham um papel fundamental na regulagao
da formacdo de colagénio e do tamanho de fibrilas, na mineralizagdo, na adesdo de
células e na resisténcia a microfraturas. Por fim, os ultimos 10% s3o compostos por
agua, sendo que uma parte estd aprisionada no complexo colagénio-mineral e a outra
parte encontra-se livre para fluir através de canais canaliculares e vasculares no 0sso.
Estes ultimos s3o de extrema importancia, pois tem grande influéncia no
comportamento mecanico do 0sso. Osso com uma percentagem de dgua menor ira ter
uma percentagem de matéria inorganica maior, o que, apesar de apresentar uma maior
dureza, significa que tem tendéncia a ser mais fragil e, consequentemente, quebra mais

facilmente (Burr & Allen, 2014; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

2.3. Componente celular
2.3.1. Osteoblastos

Os osteoblastos sdo as principais células envolvidas na formacdo Ossea,
responsaveis pela sintese de componentes organicos e controlo da mineralizacdo da
matriz 0ssea. Sao células derivadas de c€lulas estaminais mesenquimais, € encontram-se
localizados nas superficies dsseas (Burr & Allen, 2014; Kajiya et al., 2010).

Apesar da sua fungdo primdria ser a formacdo Ossea, os osteoblastos também
participam na regulacdo da reabsor¢do Ossea, na medida em que produzem RANKL e
OPG, duas proteinas que estdo intimamente relacionadas com a atividade
osteoclastogénica (Boyle, Simonet, & Lacey, 2003).

Os osteoblastos podem diferenciar-se em dois tipos diferentes de células: células
de revestimento Osseo e ostedcitos. Os primeiros sdo osteoblastos que, apds
completarem as suas fung¢des, tornam-se achatados e alongados e cobrem a superficie
Ossea, sem qualquer atividade sintética (Burr & Allen, 2014; Lindhe, 2008). Os

osteocitos sdo osteoblastos que ficaram aprisionados na matriz durante o processo de
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formagdo Ossea. Sdo as células mais abundantes no osso (mais de 90%) e regulam a
atividade de remodelacdo Ossea local, ao coordenar a fungdo dos osteoblastos ¢

osteoclastos (Bonewald, 2007, 2011; Burr & Allen, 2014).

2.3.2. Osteoclastos
Os osteoclastos sdo as principais células envolvidas na reabsor¢do Ossea, com
capacidade de degradar as matrizes orgénica e inorganica do 0sso, sendo a sua ativacao
essencial para a ocorréncia da perda oOssea alveolar. Sao células grandes e
multinucleadas derivadas de células estaminais hematopoiéticas, pertencentes a
linhagem dos mondcitos/macréfagos (Bar-Shavit, 2007; Bruzzaniti & Baron, 2006;

Lerner, 2004; Lorenzo, Horowitz, Choi, Takayanagi, & Schett, 2015)

2.3.2.1. Diferenciacio osteoclastica

A diferenciagdo das células estaminais hematopoiéticas em osteoclastos
multinucleados funcionais envolve varios mecanismos moleculares e celulares
complexos. No entanto, existem dois fatores que, sem os quais, a osteoclastogénese nao
seria possivel: o fator estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF) e o ligante do
recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) — este ultimo ird ser descrito em
maior detalhe no capitulo 3.2. O primeiro atua principalmente na promocao da
proliferagdo e sobrevivéncia dos percursores de osteoclastos e o segundo opera na
conducdo da diferenciagdo dos percursores de osteoclastos em osteoclastos maduros
funcionais, bem como a ativagdo e sobrevivéncia dos mesmos (Lorenzo et al., 2015; F.
Xu & Teitelbaum, 2013).

Dentro da medula 6ssea, as células estaminais hematopoiéticas (HSC), através
de fatores como o fator de células estaminais (SCF) e interleucinas 3 ¢ 6 (IL-3 e IL-6),
dao origem a cé€lulas progenitoras mieloides comuns (CMP), que por sua vez se
diferenciam em unidades formadoras de coldnias de granuldcitos/macrofagos (CFU-
GM), por agdo do fator estimulador de colonias de granuldcitos/macrofagos (GM-CSF).
Depois, pela estimulagdo do fator estimulador de coldnias de macréfagos (M-CSF),
estas ultimas diferenciam-se em unidades formadoras de coldnias de macrofagos (CFU-
M), que sdo consideradas as células progenitoras de osteoclastos (Figura 6) (Jules,

Ashley, & Feng, 2010; Metcalf, 2008).
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Figura 6 - Origem e formagao osteoclastica. As HSC, pela agdo do SCF, da IL-3 e IL-6 diferenciam-se em
CMP, que por sua vez se diferenciam em CFU-GM, por agdo do GM-CSF. Estas ultimas diferenciam-se em
CFU-M, na presenca de M-CSF. Na superficie dssea, ap6s a estimulagao pelo RANKL, as CFU-M
diferenciam-se em células progenitoras de osteoclastos mononucleares, que se fundem em osteoclastos
multinucleados latentes. Por fim, estas células sofrem polarizagdo com consequente ativacdo, dando origem

a osteoclastos maduros funcionais (Adaptado a partir de Bronner, Farach-Carson, & Rubin, 2005).

As células progenitoras de osteoclastos, através de diversos mecanismos que nao
estdo ainda inteiramente compreendidos e bem documentados, sdo recrutadas até a
superficie do osso onde, através da ativagdo do recetor RANK (presente na superficie
dos percursores osteoclasticos) pelo seu ligante RANKL, se diferenciam em células
progenitoras de osteoclastos mononucleares. De seguida estas células fundem-se,
levando a formacgdo de osteoclastos multinucleados latentes (ndo ativados). Por fim,
estes irdo sofrer interagdes com a matriz 6ssea, que induzem polarizagdo da membrana
que se encontra adjacente ao 0sso, que resulta na formagdo de dominios funcionais
especializados com consequente ativacdo em osteoclastos maduros funcionais, capazes
de reabsorver matriz 6ssea (Burr & Allen, 2014; Lerner, 2004; F. Xu & Teitelbaum,
2013; Zou & Teitelbaum, 2010).

2.4. Remodelacio 6ssea
Como ja foi referido anteriormente, a remodelagdo 6ssea normal € um processo
em que a formagdo e reabsor¢do dssea estdo intimamente acoplados, de modo a garantir

que ndo haja alteragdes na quantidade/qualidade da massa 6ssea. Neste processo, 0 0Sso
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antigo ¢ degradado pelos osteoclastos e substituido por osso novo pelos osteoblastos

(Feng & McDonald, 2011; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

A remodelacdo dssea ¢ realizada por uma estrutura funcional e anatomica

denominada unidade basica multicelular (BMU) e pode ser dividida em quatro fases

(Figura 7):

Fase 1: inicio da remodelagdo 6ssea através do recrutamento de precursores de
osteoclastos;

Fase 2: periodo predominante de reabsorcdo oOssea e diferenciacao de
osteoclastos, juntamente com o recrutamento de células estaminais
mesenquimais (MSC) e osteoprogenitores;

Fase 3: periodo predominante de formagao 6ssea e diferenciacdo de osteoblastos
e sintese osteoide;

Fase 4: mineraliza¢do do osteoide e conclusdo da remodelacdo 6ssea (Feng &

McDonald, 2011; Martin & Seeman, 2007)
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Figura 7 - Quatro fases da remodelacao 6ssea. A primeira fase corresponde ao inicio da remodelagdo dssea,
na segunda predomina a reabsor¢do 0ssea, a terceira corresponde a formagdo dssea e, por fim, temos a

remodelacdo dssea completa. (Adaptado a partir de Feng & McDonald, 2011)

2.5. Reabsorc¢ao 6ssea

Quando o equilibrio nos processos de remodelacdo Ossea ¢ comprometido, vai
instalar-se uma situagdo de patologia, havendo um aumento da formag¢ao ou reabsor¢do
ossea. No caso da periodontite cronica, estamos presentes uma excessiva reabsor¢ao
ossea (Feng & McDonald, 2011; Raggatt & Partridge, 2010).

Para ocorrer reabsor¢ao dssea € necessaria a formagao de dominios funcionais
especializados no osteoclasto € no 0sso, que envolvem trés estruturas essenciais: uma

zona de selagem, uma superficie irregular, denominada borda pregueada (ruffled
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border) e um compartimento de reabsor¢do Ossea extracelular — lacuna de Howship
(Figura 7). A primeira encontra-se na interface osso-osteoclasto, ¢ responsavel pela
expressdo da integrina owfs, essencial na adesio dos osteoclastos a matriz Ossea. E
também esta zona que limita e leva a formacdo do compartimento de reabsor¢ao 6ssea e
circunscreve a borda pregueada. A formacdo da ultima ¢ estimulada pela tirosina
quinase c-Src, € permite o transporte de protdes e enzimas hidroliticas para dentro do
compartimento de reabsor¢do que, respetivamente, dissolvem minerais ¢ degradam
proteinas da matriz Ossea, e facilita ainda a internalizagdo de produtos da matriz 6ssea
degradada (Burr & Allen, 2014; Feng & McDonald, 2011; Lerner, 2004; F. Xu &
Teitelbaum, 2013; Zou & Teitelbaum, 2010).

A reabsorc¢do Ossea propriamente dita envolve dois processos, comecando pela
dissolu¢dao da matriz inorganica seguida de clivagem proteolitica da matriz organica. A
primeira etapa ¢ iniciada pelo bombeamento de protdes para a lacuna de Howship —
onde ¢ criado um microambiente com um pH cerca de 4,5 — através de bombas H'-
adenosina trifosfatase do tipo vacuolar (V-H"ATPase), abundantemente presentes na
borda pragueada. A fonte dos protdes (H") citoplasmaticos resulta da dissocia¢do do
acido carbonico (H2COs3) em H' e bicarbonato (HCO3"). O 4cido carbonico forma-se a
partir da reacdo entre o didxido de carbono (CO;) e a agua (H20), catilisada pela
anidrase carbonica II (CAIIl) citoplasmatica. (Figura 8). Também presente na borda
pragueada, de modo a recuperar a eletroneutralidade da secrecdo acida, estdo presentes
canais de calcio de carga acoplada & V-H'ATPase (especificamente o CIC-7), que
transportam cloreto (Cl") para a lacuna de Howship. O bombeamento destes protdes ¢
acompanhado pela troca de bicarbonato (saida) com o cloreto (entrada) no osteoclasto,
por um permutador cloreto-bicarbonato (Figura 8) (Feng & McDonald, 2011; Hienz et
al., 2015; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

A degradagdo da componente orginica da matriz dssea € realizada pela enzima
proteolitica lisossomica catepsina K e por metaloproteinases de matriz (MMPs).
Primeiro os produtos degradados sofrem endocitose, sendo de seguida transportados ao
longo de uma via de transcitose vesicular — onde sdo destruidos pela enzima TRAP
(fosfatase acida resistente ao tartarato) — até serem libertados para fora dos osteoclastos
no lado de anti-reabsor¢do da célula (Figura 8) (Burr & Allen, 2014; Hienz et al., 2015;
F. Xu & Teitelbaum, 2013)
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Figura 8 - Dominios funcionais e mecanismos de reabsor¢do dssea no osteoclasto. Para ocorrer
reabsorgdo Ossea, temos de ter presentes dominios funcionais, nomeadamente a borda pregueada, a zona
de selagem e a lacuna de reabsor¢do. A reabsorg¢do dssea ¢ iniciada pelo transporte de H* para a lacuna de
reabsorgéo através da V-H"ATPase. O H' resulta da dissociagdo do HCO;— formado pela reagio entre o
CO; e Hy0 através da CAIl — em H" e HCO5". Através de um permutador cloreto-bicarbonato, o HCO3”
sai ¢ o Cl" entra no osteoclasto, e ¢ transportado pelos CIC-7 para a lacuna de reabsor¢do. A componente
organica ¢ degradada pela catepsina K (CTSK), e os produtos degradados s3o expulsos dos osteoclastos

por uma via de transcitose vesicular. (Adaptado a partir de Feng & McDonald, 2011).

Sao os dominios funcionais especializados que permitem a adesdo e migracao
dos osteoclastos ao longo da superficie 0ssea, acidificando e degradando a matriz dssea

mineralizada. Ap6s a reabsor¢do Ossea estar completa, os osteoclastos entram em

apoptose (morte celular programada) (Burr & Allen, 2014).
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2.5.1. Reabsorcao 6ssea na periodontite

A periodontite cronica € caracterizada pela destruicdo do ligamento periodontal
e reabsorcdo do osso alveolar, sendo esta ultima considerada a principal marca da
doenca (Richard P Darveau, 2010; Vernal et al., 2006).

A perda Ossea alveolar pode ser entendida como um mecanismo de protecdo do
organismo, pois conforme a frente inflamatodria se vai aproximando do osso alveolar, a
reabsorcdo Ossea ¢ iniciada, de modo a evitar a invasdo bacteriana no osso (Figura 9)
(Cochran, 2008). O osso alveolar ¢ reabsorvido de forma a que esteja sempre presente
uma largura de cerca de 0,5 a 1,0 mm de tecido conjuntivo nao-infiltrado a recobrir o
0ss0, ¢ a reabsorcao Ossea cessa quando existe uma distancia minima de 2,5 mm entre
as bactérias da bolsa periodontal e o osso alveolar (Newman et al., 2015). Deste modo, a
medida que a frente inflamatoria avanca, os mediadores pro-inflamatérios, como o
RANKL, estimulam os osteoclastos para reabsorverem o o0sso. Isto resulta num “recuo”
protetor do osso face a frente inflamatoria, no entanto, também conduz a presenca de
mobilidade dentaria e, se o processo ndo for travado, ird finalmente levar a perda de

dentes (Kajiya et al., 2010; Newman et al., 2015).

# A produtos toxicos - ;@;, # A produtos toxicos

Pceiulas imunitarias S osteoclastos Preiulas imunitarias

gengiva

bacteria gengiva

e

Figura 9 - Relagdo espacial entre a frente inflamatodria e a reabsor¢do dssea alveolar. Quando a frente
inflamatoria se encontra longe do osso (a), ndo ha estimula¢do da osteoclastogénese, no entanto quando a
frente inflamatoria se encontra perto do osso (b), ocorre estimulagdo da osteoclastogénese com consequente

reabsorc¢do Ossea alveolar. (Adaptado a partir de Pietschmann, 2012)
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3. Sistema RANKL/RANK/OPG
O sistema RANKL/RANK/OPG ¢ um dos sistemas mais importantes na
promoc¢do da reabsor¢do Ossea, ¢ a sua regulagdo estd intimamente ligada a
diferenciagdo e ativacdo dos osteoclastos (Lerner, 2004; F. Xu & Teitelbaum, 2013).
Visto que, como ja foi referido anteriormente, a reabsorcao dOssea ¢ a caracteristica
principal da periodontite, ¢ expectdvel que este sistema apresente uma grande

importancia no desenvolvimento da doenga, pelo que iremos dar especial atengdo a este

tema neste capitulo.

3.1. Recetor ativador do fator nuclear kappa B

O recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) ¢ uma proteina
transmembranar tipo I, membro da superfamilia de recetores do fator de necrose
tumoral (TNF). Foi pela primeira vez identificado por Anderson (1997), através da
analise de genes expressos nas células dendriticas. Dois anos mais tarde, foi
demonstrado ser o recetor para 0 RANKL nos osteoclastos (Hsu et al., 1999).

O gene de RANK encontra-se presente no cromossoma humano 18 — mais
especificamente no loccus 18q22.1 — e o RANK € expresso maioritariamente pelas
células progenitoras de osteoclastos, osteoclastos, linfocitos B e T e células dendriticas
(Anderson et al., 1997; Hsu et al., 1999; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

Esta proteina ¢ constituida por 616 aminoacidos (aa), um péptido de sinal (28
aa), um dominio extracelular N-terminal com quatro sequéncias de residuos de
aminoacidos pseudo-repetidas ricas em cisteina (184 aa), um dominio transmembranar
(21 aa) e uma cadeia citoplasmatica C-terminal (383 aa) que se estende no citoplasma.
Como o RANK ndo possui atividade enzimética intrinseca no seu dominio intracelular,
tem que ser ativado através da interagdo com o RANKL para que ocorram as
transducdes de sinal a jusante do RANK, que resultam na formagdo de osteoclastos
funcionais (Figura 9) (Bilezikian et al., 2008; Lerner, 2004).

Dougall (1999), conduziu um ensaio experimental em ratos, durante o qual
eliminou o gene do RANK, tornando-os deficientes em RANK. Isto levou a que os ratos
exibissem um fenotipo osteopetrdtico, apresentando auséncia completa de osteoclastos
multinucleados e de nddulos linfaticos periféricos, demonstrando assim que o RANK
tem um papel crucial na osteoclastogénese e no desenvolvimento imunologico. Também
(Li (2000), num estudo similar, mostrou que, apesar dos ratos apresentarem um fenoétipo

osteopetrdtico, devido a auséncia de osteoclastos, este podia ser recuperado com um
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transplante de medula 6ssea, o que sugere que os defeitos sdo intrinsecos de células
hematopoiéticas (as quais fazem parte da linhagem osteoclastica), suportando a teoria

que o RANK j4 estard presente nas células progenitoras de osteoclastos.

3.2. Ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B

O ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), também
conhecido como membro 11 da superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral
(TNFSF-11), citoquina indutora de ativacao relacionada com o TNF (TRANCE), fator
de diferenciacdo de osteoclastos (ODF) e ligante osteoprotegerina (OPGL), ¢ uma
proteina transmembranar tipo II, que pertence a superfamilia dos ligantes do fator de
necrose tumoral, tendo sido descoberta por varios grupos independentes no fim dos anos
90 (Anderson et al., 1997; Lacey et al., 1998; Wong, 1997; Yasuda et al., 1998). Esta
proteina desempenha um papel fundamental na regulacdo da diferenciacdo dos
osteoclastos e ¢ indispensavel para a ocorréncia de osteoclastogénese (Hienz et al.,
2015; Lorenzo et al., 2015; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

O RANKL ¢ produzido no osso trabecular, na medula 6ssea, na placa epifisaria,
no peridsteo, no bago, no timo e nos nédulos linfaticos. A um nivel celular, apresenta
uma elevada expressdo nas cé€lulas estromais da medula 6ssea, nos osteoblastos, nos
osteocitos, nos fibroblastos e nas células B e T ativadas; sendo que a sua expressao nas
ultimas € especialmente acentuada no tecido gengival de individuos portadores de
periodontite. O RANKL tanto pode ser expresso na forma de proteinas ancoradas a
membrana (mMRANKL) ou clivada numa forma solivel (sSRANKL), sendo ambas
funcionalmente ativas (Bruzzaniti & Baron, 2006; Kawai et al., 2006; Lerner, 2004;
Vernal et al., 2006).

O gene do RANKL encontra-se presente no cromossoma humano 13, mais
especificamente no /occus 13q14. O RANKL ¢ constituido por 316 aminoacidos, um
dominio extracelular de ligagdo ao recetor (248 aa), uma regido citoplasmatica (47 aa), e
uma regido transmembranar (21 aa) (Anderson et al., 1997). Esta molécula tem forma
de sino invertido, e a sua base interage com os recetores num complexo simétrico 3:3, e
contém quatro lagos unicos responsaveis pela especificidade na interacdo com o0 RANK
(Lerner, 2004).

A semelhanga do que aconteceu com o ensaio experimental em ratos com
deficiéncia em RANK, também o estudo realizado por Kong (1999), no qual os ratos

sofreram delecdo do gene do RANKL e, por conseguinte, deficiéncia em RANKL,
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apresentaram auséncia completa de osteoclastos multinucleados, exibindo uma forma
severa de osteopetrose, além da auséncia de nodulos linfaticos periféricos;
demonstrando, como no estudo executado por Dougall (1999), que o RANKL ¢é um
fator imprescindivel para a formacgdo de osteoclastos e para o desenvolvimento
imunologico. No entanto, ao contrario do estudo anterior, o fendtipo osteopetrotico nao
pode ser restaurado com transplante de medula dssea, o que sugere que a auséncia de
osteoclastos ndo ¢ devido a células hematopoiéticas deficientes, o que suporta a teoria

do RANKL nao ser expresso por células da linhagem osteocléstica.

3.3. Osteoprotegerina

A osteoprotegerina (OPG) foi inicialmente descoberta por Tsuda (1997), como
fator inibidor de osteoclastos (OCIF). Esta molécula, tal como o RANK, ¢ membro da
superfamiia de recetores do TNF, e apresenta uma sequéncia homodloga ao RANK, pelo
que apresenta uma elevada afinidade para o RANKL, ligando-se competitivamente ao
RANKL impedindo a sua ligagdo ao RANK. Isto faz com que ndo ocorra ativacdo do
RANK nem interagdes RANK/RANKL, o que resulta na inibi¢ao da diferenciagao
osteoclastica (Figura 10) (Hienz et al., 2015; Lerner, 2004; Lorenzo et al., 2015).
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Figura 10 - Interagdo RANK/RANKL (em cima) vs interagdo OPG/RANKL (em baixo). Quando a
concentragdo da OPG esté baixa/ausente, o RANKL liga-se ao RANK, que provoca a formagao de
osteoclastos ativados e promogao da reabsor¢do 6ssea. Pelo contrario, quando a concentracio da
OPG esta alta, esta liga-se ao RANKL, impedindo a sua ligacdo ao RANK, o que resulta na
inibicdo da formacao, fung@o e sobrevivéncia dos osteoclastos, com consequente inibigdo da
reabsorcdo ossea. (Adaptado a partir de https://www.healthplexus.net/article/bone-biology-and-

role-rankranklopg-pathway)
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A OPG ¢ expressa por células estromais, por osteoblastos, por ostedcitos e por
fibroblastos, e o gene da OPG encontra-se localizado no cromossoma humano 8 (loccus
8923-24). A OPG ¢ sintetizada como uma proteina de 401 aminoacidos, e depois da
clivagem de um péptido de sinal de (21 aa), torna-se numa proteina madura de 380 aa.
Apresenta quatro dominios ricos em cisteina na extremidade N-terminal, dois "dominios
de morte" homologos (DDH) na extremidade C-terminal, um local de ligacdo para
heparina e um residuo de cisteina necessario para a homodimerizagdo, no entanto nao
apresenta dominio transmembranar nem se extende para o citoplasma, razao pela qual
ndo tem capacidade de sinalizagdo direta (Burr & Allen, 2014; Jaedicke, Preshaw, &

Taylor, 2016; Lerner, 2004).

3.4. Vias ativadas pelo o sistema RANKL/RANK/OPG
A ativacdo do RANK através da sua interag¢do com o RANKL vai conduzir a
ativacdo de varias vias de transdugdo de sinal cuja finalidade é a promogdo da

osteoclastogénese, resultando num quadro clinico de reabsorcdo 6ssea (F. Xu &

Teitelbaum, 2013).

3.4.1. Fator associado ao recetor TNF 6

A ativagdo do RANK resulta no recrutamento de fatores associados ao recetor
TNF (TRAFs), que se ligam ao dominio intracelular do RANK, na sua cadeia C-
terminal citoplasmatica. Esta cadeia possui trés motivos de ligagdo TRAF funcionais —
PFQEP*%°-7 (motivo 1), PVQEET?**-*%> (motivo 2) e PVQEQG®****% (motivo 3) — que
desencadeiam a ativacdo de seis vias de sinalizagdo principais na regulacdo da
formacgdo, fun¢do e/ou sobrevivéncia osteoclastica — NF-xB, JNK, ERK, p38, NFATc1
e Akt (Figura 11) (Bilezikian et al., 2008; Boyle et al., 2003; F. Xu & Teitelbaum,
2013).
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Figura 11- Transdugdes de sinal a jusante da interagio RANK/RANKL. Apos a ligagio RANK/RANKL, o
TRAF6, juntamente com a TAK1 e a TAB2 vai conduzir a ativagao de JNK, ERK, p38 e NF-xB. ERK e
JNK induzem e ativam c-Fos e c-Jun, respetivamente, levando a estimulacdo da AP-1, e p38 induz e ativa o
MITF. O NF-kB, juntamente com a AP-1, conduzem a estimulagdo do NFATc, essencial para a
diferenciag@o osteoclastogénica. Outra via de transduc@o do sinal ¢é inicada pela interagdo TRAF6/c-src,
resultando no recrutamento da Akt, fundamental para crescimento e sobrevivéncia dos osteoclastos.

(Adaptado a partir de Aeschlimann & Evans, 2004)
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A familia de proteinas adaptadoras TRAF contém sete membros (TRAF 1, 2, 3,
4 5, 6 e 7) mas apenas cinco (TRAF 1, 2, 3, 5 e 6) interagem com o RANK. Os
mecanismos pelos quais os motivos 2 ¢ 3 ativam a osteoclastogénse ainda ndo sao
totalmente claros, no entanto, a atividade do motivo 1 encontra-se bem documentada e
sabe-se que este interage com o TRAF6, que ¢ a principal molécula adaptadora que

relaciona o RANK a osteoclastogénese (Bilezikian et al., 2008; Kim & Kim, 2016)

3.4.2. Quinases ativadas por mitogénios

A ligagdo do TRAF6 ao RANK forma um complexo de sinaliza¢do constituido
pela quinase ativada por TGF-B 1 (TAKI1) e pela proteina 2 de ligacdo a TAK1 (TAB2),
que conduzem a ativagdo do NF-«B e trés quinases ativadas por mitogénios (MAPKSs) —
quinase regulada por sinal extracelular (ERK), quinase N-terminal Jun (JNK) e p38
(Figura 11) (Bilezikian et al., 2008).

As vias de transducdo de sinal do ERK e do JNK incluem a ativagdo do fator de
transcri¢do proteina ativadora-1 (AP-1), um complexo dimérico composto por proteinas
Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2), Jun (c-Jun, JunB, JunD) e ATF (ATFa, ATF2, ATF3,
ATF4, B- ATF). O ERK induz e ativa o c-Fos e o JNK fosforila o c-Jun, levando a um
aumento da atividade da AP-1, resultando na estimulagdo do NFATcl. J4 o p38 leva a
induz e ativagdo do fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF). (Figura 11)

(Bilezikian et al., 2008; Choi, 2010).

3.4.3. Fator nuclear kappa B

O fator nuclear kappa B (NF-kB) ¢ um dos mais importantes fatores de
transcricdo para a osteoclastogénese, e a sua ativagao ¢ induzida por RANK e mediada
por TRAF6. O NF-kB ¢ constituido por uma familia de fatores de transcrigdo diméricos
composta por cinco membros — c-Rel, RelA (p65), RelB, NF-«B 1 (p50) e NF-xB 2
(p52) — no entanto apenas p50 e p52 apresentam papéis indispensaveis na formagao
osteoclastica (Bilezikian et al., 2008; Kim & Kim, 2016; Lerner, 2004).

No seu estado inativo, o0 NF-kB encontra-se acoplado a proteina inibidora de kB
(IxkB) no citoplasma. Apds a ativacdo do RANK, o TRAF6 fosforila a IxkB quinase
(IKK), ativando-a, o que desencadeia a ubiquitinizagdo e degradagao da IkB, que resulta

na dissociacdo do complexo IkB/NF-kB. De seguida, ocorre a translocacdo de
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subunidades do NF-«B para o nucleo e inicia-se a transcricdo de genes especificos de
osteoclastos (Figura 12) (Kim & Kim, 2016; Lerner, 2004; J. Xu et al., 2009).

A ativacao do NF-kB contribui para a estimulagdo do NFATcl de duas formas:
a primeira por recrutamento da molécula e liga¢ao direta ao promotor do NFATc1, ¢ a

segunda indiretamente através da estimulagdo de c-Fos, que induz a expressdo do

NFATcl1 (Bilezikian et al., 2008).
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Figura 12 - Transdugdo do sinal do NF-kB. O TRAF6 fosforila e ativa a [kB quinase (IKK) que, por sua vez,
provoca a ubiquitinizagdo e degradacdo da kB, acoplada ao NF-xB. Deste modo, ocorre dissociagdo do
complexo [kB/NF-kB, com translocag@o de subunidades do NF-kB para o nicleo. No nticleo inicia-se a

transcri¢do de genes especificos de osteoclastos, como o NFATc1. (Adaptado a partir de Kular et al., 2012)

3.4.4. Fator nuclear de células T ativadas citoplasmatico 1
A familia dos fatores nucleares de células T ativadas (NFAT) sdo fatores de
transcrigdo originalmente identificados nas células T. E composta por cinco membros,

contudo o fator nuclear de células T ativadas citoplasmatico 1 (NFATcl), também
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conhecido como o fator nuclear de células T ativadas 2 (NFAT2) ¢ o mais fortemente
induzido por RANKL, e ¢ considerado o fator de transcrigdo principal na regulacio da
diferenciagdo osteoclastica (Bilezikian et al., 2008; Choi, 2010). A importancia do
NFATcl para a osteoclastogénese foi demonstrada num estudo conduzido por
Aliprantis (2008), em que observou in vivo que a delecdo do NFATcl em ratos
resultava em que ndo ocorresse diferenciacdo de osteoclastos, resultando em quadros de
osteopetrose.

Para além do NF-xB e da AP-1 (ja referido anteriormente), também outro
membro da familia dos fatores de transcrigdio NFAT — o fator nuclear de células T
ativadas citoplasmatico 2 (NFATc2) — ¢ recrutado e liga-se ao promotor do NFATcl,
com consequente ativagdo e inducdo do NFATcl, correspondendo esta a estimulagdo
inicial deste fator nuclear. De seguida, através da mediacdo pela calcineurina, uma
fosfatase especifica estimulada pela via calcio/calmodulina, o NFATc1 ¢ ativado e liga-
se ao seu proprio promotor, resultando numa grande expressdo da molécula —
autoamplificacdo (Figura 13) (Bilezikian et al., 2008; Kim & Kim, 2016).

Por fim, ocorre a formagdo de um complexo transcricional constituido por
NFATcl por AP-1, por PU.1, por MITF e pela proteina de ligacdo ao elemento de
resposta do AMP ciclico (CREB) que induzem a ativagdo de genes especificos cruciais
para a diferencia¢do e funcdo osteoclastica, como o TRAP, o recetor associado aos
osteoclastos (OSCAR), a catepsina K e o recetor da calcitonina (Figura 13) (Bilezikian

et al., 2008; Choi, 2010; Okamoto & Takayanagi, 2011).
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Figura 13 - Transdugdo do sinal do NFATc1. Além do NF-«B e da AP-1, também o proprio NFATc1,
através da ativagdo pela calcineurina, estimula o NFATc1 — autoamplifica¢do. De seguida, ocorre a
formacao de um complexo constituido por NFATcl, AP-1, PU.1, MITF e CREB, que induzem a ativagio
da catepsina K, do TRAP, do recetor da calcitonina e do OSCAR, genes cruciais para a diferenciagdo e

fun¢do osteoclastica. (Adaptado a partir de Okamoto & Takayanagi, 2011)

3.4.5. Proteina quinase B

A interacdo do TRAF6 com a tirosina quinase c-Src (estimulada pelo M-CSF)
vai levar a ativacdo da PI3K (fosfatidilinositol 3 quinase), que leva a produgdo de PIP3
(fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato), que por sua vez recruta a Akt (proteina quinase B).
A sobrevivéncia da sinalizacdo da Akt tem extrema importancia na atividade anti-
apoptotica dos osteoclastos, na medida em que a Akt tem a capacidade de fosforilar a
proteina pré-apoptdtica Bad (promotor de morte associado ao Bcl-2) deixando-a inativa.
Deste modo, fica assim inibida a sua atividade apoptodtica, resultando na sobrevivéncia

dos osteoclastos (Figura 14) (Kim & Kim, 2016; Lerner, 2004).
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Figura 14 - Transdug¢@o de sinal da Akt. A interagdo TRAF6/c-Src leva a ativagdo de PI3K, que por
sua vez estimula PIP3, levando ao recrutamento da Akt. A Akt possui a capacidade de fosforilar o

Bad, inibindo assim a apoptose dos osteoclastos. (Adaptado a partir de Lerner, 2004)

3.5. Fatores que influenciam a expressao de RANKL

3.5.1. Mediadores inflamatoérios

Para ocorrer reabsorcao Ossea em resposta a reacao inflamatoria, existem dois

fatores essenciais que tém de ser respeitados: em primeiro lugar, ¢ necessario que a

concentracdo de mediadores inflamatorios seja suficiente para ativar as vias que

conduzem a reabsorcdo Ossea e, em segundo, que esses mesmos mediadores penetrem

no tecido gengival a uma distancia critica ao osso alveolar (Cochran, 2008; Graves &

Cochran, 2003).
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A producdo de mediadores pro-inflamatorios € regulada por uma grande
variedade de células, hormonas, citoquinas e patogénios bacterianos. S3o varios os
mediadores que favorecem a osteoclastogénese, seja pelo aumento da proliferacdo de
osteoclastos, pela sua formacao e ativagdo ou pela recruta de mensageiros essenciais a
osteoclastogénese, como o RANKL (Hienz et al., 2015; F. Xu & Teitelbaum, 2013).

A estimulagdo da expressao do RANKL pode ser feita através de uma grande
variedade de mediadores inflamatoérios, como a IL-1, IL-6, IL-7, IL-11, IL-17, o TNF-a,
o LIF (fator inibidor de leucemia), a oncostatina M (OSM) e a bradicinina. Além destes
mediadores inflamatorios, também outros mediadores aumentam a producdo de
RANKL, nomeadamente a hormona paratiroideia (PTH), a 1,25-di-hidroxi-vitamina
D3, a forscolina, trombina e muitos outros (Cochran, 2008; Hajishengallis, 2014; Hienz
et al., 2015; Lerner, 2004; Newman et al., 2015).

Também existem mediadores que diminuem os niveis de RANKL e, deste modo,
inibem a osteoclastogénese, tais como a calcitonina, interferdo gama (IFN-y), fator de
transformagdo de crescimento beta (TGF-B), IL-10, IL-13, entre outros (George
Hajishengallis, 2014; Hienz et al., 2015; J. Lin et al., 2014).

Apesar de ndo existir um consenso geral entre autores, acredita-se que sdo trés as
citoquinas pro-inflamatorias mais relevantes na estimulacdo da reabsorcdo Ossea
osteoclastica mediada por RANKL na periodontite — IL-1f, IL-6 e TNF-a (Antonini et
al., 2013; Hienz et al., 2015).

3.5.1.1. Interleucina 1 beta, interleucina 6 e fator de necrose tumoral
alfa

A interleucina 1 beta (IL-1B) foi a primeira citoquina pré-inflamatoria cuja
presenca foi associada aos tecidos gengivais de individuos com periodontite (Jaedicke et
al., 2016). Esta citoquina possui uma grande variedade de funcdes, desde o
recrutamento e ativagdo de neutrofilos e células T e B até a estimulacdo dos precursores
de osteoclastos e da reabsor¢do Ossea, através do aumento da expressdo do RANKL e
supressao da OPG pelas células estromais (Chen et al., 2014; Lindhe, 2008; Taylor,

2014).
A IL-6 tem um papel importante na regulagdo, desenvolvimento, proliferagao e
atividade das células B e T, dos monodcitos, das células mieloides e dos osteoclastos
(que se diferenciam a partir das duas anteriores) (Bartold & Narayanan, 2006; Preshaw

& Taylor, 2011; Rincon, 2012). A acdo primaria da IL-6 ¢ a estimulacdo direta da
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expressao de efetores produzidos por osteoblastos e pelas células estromais, que por sua
vez participam na ativacao de osteoclastos, como ¢ o caso do RANKL. Isto vai resultar
na modulagdo do sistema RANKL/RANK/OPG, com consequente aumento da
reabsor¢ao 6ssea (Lu, Chen, Chang, Li, & Kuo, 2006). A IL-6 também ¢ secretada em
resposta a atividade da IL-1p e do TNF-a (Antonini et al., 2013).

O fator de necrose tumoral a (TNF-a) estimula a osteoclastogénese de
diferentes formas: através do aumento da expressao do RANKL nas células gengivais
epiteliais e pela ativacdo de c-Jun e do NF-xB, conhecidas vias de transducgdo de sinal
ativadas pelo RANKL. Na presenca do RANKL, o TNF-a sinergiza a proliferagdo e
diferenciagdo osteoclastica (Fujihara et al., 2013; Yarilina, Xu, Chen, & Ivashkiv,
2011). Esta citoquina também partilha muitas atividades biologicas semelhantes as da

IL-1B (Antonini et al., 2013).

3.5.2. Infiltrado inflamatorio celular
Como referido anteriormente, a ocorréncia de uma resposta inflamatoria ¢
caracterizada pelo aumento da expressdo de mediadores inflamatérios e grande presenca
de infiltrado inflamatério celular. Na periodontite, esta resposta vai gerar um infiltrado
inflamatorio de macréfagos, neutrofilos (resposta inata imunolodgica) e células B e T
(células da resposta adaptativa imunoldgica) no tecido conjuntivo gengival. (Di

Benedetto et al., 2013; George Hajishengallis, 2014; Yucel-Lindberg & Bége, 2013).

3.5.2.1. Neutrofilos
Um dos muitos eventos provocados pela patogénese da periodontite ¢ a elevada
acumulacdo de neutrofilos (também conhecidos como leucdcitos polimorfonucleares —
PMN’s) especialmente em bolsas periodontais (Figura 15). Os PMN’s, além da sua
fungdo fagocitaria, induzem a reabsor¢ao Ossea osteoclastogénica através da expressao
do mRANKL (mas ndo do sSRANKL), o que implica que para ocorrer esta estimulacio
os PMN’s tém que estar em proximidade do osso alveolar (Chakravarti, Raquil, Tessier,

& Poubelle, 2009).

3.5.2.2. Células Te B
Com o auxilio da microscopia confocal de dupla cor, Kawai e colaboradores
(Kawai et al, 2006) conduziu um estudo para identificar quais os tipos de células que

expressavam RANKL em tecidos gengivais inflamados. Os resultados obtidos
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mostraram que, ao contrario do que acontecia em tecidos gengivais saudaveis (em que o
infiltrado inflamatoria de células B e T eram menos de 20%), em tecidos gengivais com
PC, as células T (45%) e B (50%) eram as mais predominantes, provando que em
padrdes clinicos de doenca, ha um recrutamento das células T e B para os tecidos
gengivais. Também foi demonstrado uma correlacdo positiva entre a percentagem de
células T e B e o aumento da profundidade das bolsas periodontais. Das células B e T
encontradas, mais de 50% das T e 90% das B expressaram RANKL, sugerindo que
estas sao a maior fonte da molécula (Kajiya et al., 2010).

No entanto, num estudo realizado por Vernal e colaboradores (Vernal et al,
2006), foi demonstrado que os linfocitos T CD4" (52,4%) sdo as células mais
predominantes em tecidos gengivais inflamados, seguidas pelos linfocitos T CD8"
(19,3%) e linfocitos B (sem dados), € que os linfocitos T CD4" sdo as principais células
responsaveis pela expressao de RANKL em quadros clinicos de periodontite.

Apesar da existéncia de alguma discordancia entre autores, os estudos sugerem
que as cé¢lulas T e B sdo as mais predominantes nos tecidos gengivais durante quadros
de periodontite, e as principais responsaveis pela expressao do RANKL. Estas células
tanto tém um efeito indireto, ao induzir a secre¢do de citoquinas pro-inflamatdrias que
irdo conduzir a expressao do RANKL, como também possuem um efeito direto, ao
aumentar a producao do RANKL (Figura 15) (Berglundh, Donati, & Zitzmann, 2007;
Gemmell, Yamazaki, & Seymour, 2007; Kajiya et al., 2010; Vernal et al., 2006). As
células B e T medeiam a reabsor¢do dssea através da expressao do SRANKL, no entanto
a expressao do mRANKL ¢ limitada. A expressao do sSRANKL também se encontra
bastante elevada nos tecidos gengivais com doenga em relagdo aos saudaveis, € também
se verifica uma correlagdo positiva com o aumento da profundidade das bolsas
periodontais (Hienz et al., 2015; Kawai et al., 20006).

As células T CD4 auxiliares imaturas (ThO), ao interagir com células
apresentadoras de antigénios, diferenciam-se em diferentes subtipos de células T,
dependendo das citoquinas por elas produzidas. Estas subtipos incluem as células T
auxiliares tipo 1, 2 e 17 (Th1/Th2/Th17) e T reguladoras (Treg), e definem respostas
imunes distintas. Estas células s3o responsdveis pelo controlo dos mecanismos
mediados pelas respostas imunes, incluindo a sobreregulacdo e subregulacdo da
osteoclastogénese, no entanto a sua fungdo ainda nao esta totalmente esclarecida e ha
alguma discordancia entre autores, de modo que ¢ um tema que gera ainda alguma

controvérsia (Hienz et al., 2015; X. Lin, Han, Kawai, & Taubman, 2011; Tobon-
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Arroyave, Isaza-Guzman, Restrepo-Cadavid, Zapata-Molina, & Martinez-Pabon, 2012;
Yucel-Lindberg & Bage, 2013).

De acordo com alguns insvestigadores, as células Thl induzem a reabsor¢ao
Ossea através da expressdo do RANKL e da produgdo da IL-1 e do TNF-a (que por sua
vez também irdo contribuir para o aumento do RANKL), demonstrando o efeito
destrutivo destas células (Gaffen & Hajishengallis, 2008; Garlet, 2010; Han, Kawai, &
Taubman, 2007; Hernandez et al., 2011). Por outro lado, outros grupos de investigacdo
afirmam que as Thl tém um papel protetivo na reabsorcdo dssea, € que apenas
predominam em lesdes periodontais estaveis, quando existe um equilibrio entre o
hospedeiro e o biofilme dentario; enquanto as células Th2 conduzem ao
desenvolvimento de lesdes destrutivas associadas com a progressdo da periodontite, ao
estimular um filtrado inflamatorio rico em células B e contribuir para a sua ativacao
(Gemmell et al., 2007; Newman et al., 2015; Ohlrich et al., 2009).

As flutuagdes da reabsor¢do Ossea na periodontite estdo bem documentadas, e
uma possivel explicagdo para este fendmeno consiste na interacdo dinamica entre as
células Thl e Th2. Mais recentemente, foi demonstrado que a intera¢do destas células
sO por si ndo explicam a totalidade dos mecanismos descritos, pelo que foram atribuidos
novos papeis a outras células, como Th17 e Treg (Newman et al., 2015; Ohlrich et al.,
2009).

Relativamente as células Thl7, pensa-se que estimulam a osteoclastogénese,
devido a producao da IL-17, que apresenta uma agdo pro-inflamatoria (Hienz et al.,
2015; Newman et al., 2015; Yucel-Lindberg & Bage, 2013). No entanto, existem
autores que defendem que esta também tem um papel protetor (Taubman & Kawai,
2001). As Treg, por sua vez, apresentam um papel protetivo, ao prevenir a inflamagao
excessiva e suprimir a reabsor¢ao 6ssea mediada pelas Thl, Th2 e Th17, e também pela
producdao da IL-10 e do TGF-B, conhecidas citoquinas anti-inflamatorias (George
Hajishengallis, 2014; Han et al., 2007).

Com base na informag¢do descrita anteriormente, podemos afirmar que ¢ dificil
atribuir funcdes definitivas aos diferentes subtipos das células T, sendo de extrema
importancia a continuacdo da investigagdo para melhor elucidar estes mecanismos

(George Hajishengallis, 2014; Newman et al., 2015).
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Figura 15 - Satde periodontal (esquerda) vs. doenga periodontal (direita). Na satde periodontal estamos

perante um quadro de reabsorgao dssea fisioldgica, enquanto na doenga periodontal hd um recrutamento
acentuado de PMN’s e células B e T em resposta a inflamagao periodontal. Isto resulta num aumento do
RANKL, desencadeando um quadro de reabsorgdo 6ssea patologica. (Adaptado a partir de Silva et al.,
2015)

3.5.3. Biofilme subgengival e fatores de viruléncia microbial
Como ja foi referido anteriormente, um fator permissivo para o desenvolvimento
da periodontite sdo as bactérias periodontais, ¢ estas contém varias estruturas
denominadas padrdes moleculares associados a patogéneos (PAMPs) — incluindo
lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicanos, DNA e RNA bacteriano e lipoproteinas —
considerados fatores de viruléncia microbial, que desencadeiam a reagdo inflamatoria e

ativagao do sistema imune (Di Benedetto et al., 2013; J. Lin et al., 2014).

3.5.3.1. Lipopolissacarideos
Os LPS s3o considerados um dos fatores de viruléncia microbial mais
importantes na periodontite; encontram-se na membrana exterior de bactérias gram-
negativas (como a Porphyromonas gingivalis) e atuam como endotoxinas. Os LPS sao

reconhecidos pelo sistema inato imune através de toll-like receptors (TLRs), e a sua
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interacao desencadeia uma grande diversidade de eventos intracelulares que resulta no
recrutamento de leucocitos para os tecidos periodontais por quimiotaxia, no aumento da
producdo de mediadores pro-inflamatdrios pelas células imunitdrias e na ativacdo de
osteoclastos (Di Benedetto et al., 2013; Hienz et al., 2015; Newman et al., 2015).

O LPS de Porphyromonas gingivalis (patogénio-chave para o desenvolvimento
da periodontite) ¢ reconhecido pelos TLR-2 e TLR-4, expressos em pré-osteoclastos,
cimentoblastos e e células do ligamento periodontal (Kajiya et al., 2010; J. Lin et al.,
2014; Newman et al., 2015). A interagdo LPS-TLR estimula a osteoclastogénese
mediada por RANKL através varios mecanismos, sejam estes indiretos — por intermédio
da ativacdo e regulacdo de respostas das células T CD4", principalmente pelo TLR-4, ¢
pelo aumento da expressdo osteoblastica de mediadores pro-inflamatérios como a IL-
1B, o TNF-a ¢ a PGEz; ou diretos — através da produgdo de esfingolipidos que
promovem a expressdo de RANKL pelos osteoblastos através de TLR-2 e pela
estimulacdo de transdutores de sinal a jusante da interacio RANK-RANKL, como o
TRAF6, o NF-kB e as MAPKSs (Liu, Cao, Huizinga, Hafler, & Toes, 2014; Udagawa et
al., 2007; Y. H. Wang et al., 2010).

De modo a comprovar isto, Vernal (2006) conduziu um estudo em que
comparou os niveis de concentragdo de RANKL em grupos de linfécitos estimulados
com LPS e grupos de linfocitos ndo estimulados, ambos em pacientes com periodontite.
O primeiro grupo apresentou valores significativamente estatisticos mais altos que o
segundo grupo, levando a conclusio de que os LPS aumentam a estimulacdo do

RANKL e, consequentemente, aumentam a reabsorc¢ao Ossea.

3.6. Racio RANKL/OPG na periodontite

A ativacao e formacdao dos osteoclastos esta intimamente relacionada com a
regulagdo do sistema RANKL/RANK/OPG, e ¢ a expressdo destas moléculas que ira
determinar o niumero de osteoclastos formados e, consequentemente, se iremos estar
perante um quadro de reabsor¢ao 6ssea ou de inibicdo da mesma (Lerner, 2004).

Quando a concentracdo de RANKL em torno dos pré-osteoclastos € superior em
relacdo a de OPG, o RANKL torna-se disponivel para se ligar ao RANK expresso nos
precursores osteoclasticos, conduzindo a sobrevivéncia e ativagdo osteoclastica, com
consequente aumento da reabsorcao Ossea. Pelo contrario, quando a concentracdo de
OPG estd aumentada em relacio a de RANKL, a OPG vai ligar-se ao RANKL,

impedindo assim a sua ligacdo ao RANK, com consequente redugdo da velocidade e
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intensidade da osteoclastogénese e promog¢ao da apoptose de osteoclastos previamente
diferenciados e ativados, resultando na inibi¢do da reabsor¢do 6ssea (Figura 16) (Boyle

et al., 2003; Burr & Allen, 2014; Kajiya et al., 2010)
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Figura 16 - Diferengas no racio RANKL/OPG e consequente influéncia na osteoclastogénese. Quando o racio
RANKL/OPG esta alto, o RANKL vai ligar-se a0 RANK, o que conduz a formagio de osteoclastos ativos
maduros e, consequentemente, a promogao da reabsor¢do dssea (esquerda). Pelo contrario, se o racio
RANKL/OPG esta baixo, a OPG liga-se a0 RANKL, que resulta na inibi¢do da diferenciagdo de osteoclastos e
na apoptose dos mesmos (Adaptado a partir de Kajiya et al., 2010).

Os exames clinico e radiolégico periodontais sdo os procedimentos de eleigdo
para o diagndstico da periodontite, no entanto, por vezes estes métodos ndo sdo
suficientes para determinar a atividade da doen¢a ou a suscetibilidade do paciente a
progressao da doenga. A analise de biomarcadores presentes nos fluidos orais fornece
informagdes complementares aos métodos convencionais, sendo aconselhada a

combinag¢do de dois ou mais biomarcadores para a facultagdo de dados mais rigorosos.
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Apesar disso, ¢ de focar que os exames clinico e radiologico periodontais sao
imprescindiveis e ndo podem ser substituidos por outro meio de diagnostico periodontal
(Lu et al., 2006; Sarlati, Sattari, Razzaghi, & Nasiri, 2012).

Tanto a saliva como o FCG sao considerados bons fluidos de diagnostico, e
ambos apresentam vantagens e desvantagens. Os dois s3o métodos menos invasivos que
as biopsias gengivais, ainda assim, comparando com o FCG, a recolha de saliva ¢ um
processo bastante mais simples, pois além da sua recolha ser mais acessivel (esta
presente num volume bastante maior), ¢ ligeiramente menos invasiva € nao ha
necessidade de habilidades especificas do operador e instalagdes clinicas proprias para a
colheita. Apesar disso, a técnica de recolha de saliva é considerada uma técnica menos
precisa que a do FCG, devido a presenca de residuos orais (Buduneli & Kinane, 2011;
Jaedicke et al., 2016).

Outro aspeto ¢ que, enquanto o FCG reflete processos inflamatérios em sitios
individuais da doenca, a saliva é considerada como um espelho da saude oral e
sistémica, o que pode apresentar uma maior relevancia em termos clinicos. No entanto,
a especificidade do local da amostra do FCG também pode ser considerada uma
vantagem (Buduneli & Kinane, 2011; Jaedicke et al., 2016).

A descoberta da influéncia do racio RANKL/OPG na osteoclastogénese levou a
realizagdo de varios estudos de modo a analisar o padrao de expressdao de RANKL e de
OPG em quadros de periodontite.

Estudos efetuados por Bostanci (Bostanci et al., 2007), Lu (Lu et al., 2006) e
Tobon-Arroyave (Tobon-Arroyave et al., 2012) demonstraram que os niveis de RANKL
estavam significativamente mais elevados nos individuos com periodontite cronica,
comparativamente aos grupos de saude periodontal. Também foi observado que a
concentragdo de OPG se encontrava mais reduzida nos grupos com periodontite cronica
relativamente aos grupos de controlo (Bostanci et al., 2007; Sarlati et al., 2012; Tobon-
Arroyave et al., 2012). No entanto apenas nos trabalhos de Bostanci e Tobdn-Arroyave
(Bostanci et al., 2007; Tobon-Arroyave et al., 2012) foram encontrados valores
estaticamente significativos.

Pelo contrario, nos estudos produzidos por Lu (Lu et al., 2006) e Sarlati (Sarlati
et al., 2012), os niveis de RANKL e de OPG nao mostraram diferencas significativas
entre os grupos de satde periodontal e de periodontite crénica, nem nos grupos de

diferentes severidades na doenca, sugerindo que ndo hd uma uma correlagdo positiva
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entre a concentracdo destas moléculas e a severidade da doenca. Salienta-se que Lu nao
conseguiu detetar concentragdes de OPG significativas em nenhum dos grupos.

Dos estudos que analisaram o racio RANKL/OPG (Bostanci et al., 2007; Sarlati
et al., 2012; Tabari et al., 2013), todos mostraram valores mais altos nos grupos de
periodontite comparativamente aos de satde periodontal, no entanto, apenas nos
trabalhos de Bostanci e Tabari os valores foram estaticamente significativos.

Esta incoeréncia entre resultados pode ser devida a variados fatores, desde
fatores relacionados com os estudos, como diferengas nos procedimentos de recolha de
amostra, na metodologia de andlise usada, descalibragdes ou diferencas de sensibilidade
ou especificidade dos imunoensaios por ELISA (ensaio imuno-enzimatico) como
também fatores relacionados com os individuos em estudo, como diferencas na
gravidade, progressao e atividade da doenca (Lu et al., 2006; Sarlati et al., 2012; Tobon-
Arroyave et al., 2012).

Apesar de alguma discordancia entre autores, estudos efetuados no FCG
(Bostanci et al., 2007; Lu et al., 2006) e na saliva (Tobén-Arroyave et al., 2012)
encontraram evidéncias em relagdo ao aumento dos niveis de RANKL (biomarcador
patogénico) e na diminuicdo dos de OPG (biomarcador protetivo ou protetor) em
quadros clinicos de periodontite cronica, como seria expectdvel. Contudo, a andlise
individual das concentracoes de RANKL e de OPG podem ndo oferecer dados
adequados sobre o estado da doenca, pelo que se sugere que a andlise destes
biomarcadores seja com base na sua proporg¢ao relativa (Bostanci et al., 2007; Tabari et
al., 2013).

Uma limitacao destes estudos € que, sendo estudos transversais, nao se consegue
determinar a atividade da periodontite, pelo que a realizagdo de novos estudos
transversais pode fornecer novas informacdes relevantes sobre a doenga (Tabari et al.,

2013).

3.7. Terapéuticas farmacoldgicas com o sistema RANKL/RANK/OPG
como alvo
O tratamento convencional para a periodontite consiste na remoc¢ao mecanica do
biofilme subgengival, com subsequente redugao da flora bacteriana, o que desencadeia a
resolucdo da inflamacdo gengival, resultando no controlo da doenga. Apesar da sua
eficacia, esta abordagem requer manutencao periddica e elevada cooperagdo do paciente

(Di Benedetto et al., 2013; Pietschmann, 2012).
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Desenvolvimento

Como ja foi referido anteriormente, a resposta imunologica do hospedeiro tem
um papel muito significativo na patogénese da periodontite, sendo esta a responsavel
pela maioria dos danos infligidos aos tecidos periodontais. Um dos efeitos desta
resposta imunologica ¢ a estimulacao e ativacao do sistema RANKL/RANK/OPG, que
resulta na promogao da reabsor¢do dssea. Estas observagdes conduziram a pesquisa de
novas estratégias terapéuticas baseadas na modulagdo imunoldgica, que ao interferir na
interagdo RANK-RANKL podem constituir a base destas novas terapias, resultando na
prevencdo da reabsor¢do Ossea e perda dentdria em individuos com periodontite
(Cochran, 2008; Di Benedetto et al., 2013; X. Lin et al., 2011; Miller, 2009).

Denosumab, também conhecido como AMG 162, é o primeiro anticorpo
monoclonal anti-RANKL para uso humano, um novo agente que inibe a formagao
osteoclastica através da sua ligagdo a RANKL. Deste modo, RANKL fica indisponivel
para se ligar ao RANK, impedindo assim a sua ativagdo e da consequentemente cascata
de sinalizagdo a jusante do RANK, resultando na diminui¢do da reabsor¢do dssea

(Figura 17) (Miller, 2009).
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Figura 17 - Mecanismo de a¢@o do anticorpo anti-RANKL Denosumab. O Denosumab liga-se ao
RANKL, impedindo a sua interacdo com o RANK, o que vai conduzir a inibi¢do da formagao de
osteoclastos funcionais e, consequentemente, a inibi¢do da reabsorgdo 6ssea. (Adaptado a partir de

Miller, 2009)
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Ensaios clinicos com o uso de Denosumab como tratamento tém sido realizados
em mulheres na pds-menopausa com osteoporose, em que se verificou uma rapida
diminuicdo da reabsor¢do Ossea, com consequente aumento da densidade Ossea,
sugerindo que este tratamento possa ser eficaz para estes individuos. O Denosumab nao
fica retido no tecido 6sseo, pelo que quando o seu uso ¢ descontinuado, a duragdo do
seu efeito ¢ rapida e reversivel, o que desencadeia uma reducdo na densidade Ossea
(Lewiecki et al., 2007; Miller, 2009).

Apesar do evidente sucesso do tratamento, estes ensaios clinicos ainda sdo
recentes, pelo que tem que ser avaliado se a sua aplicagdo sistémica de longa duragdo
traz potenciais efeitos secundarios. Além disso, ainda estd por determinar se este
tratamento sera efetivo para outras doengas de reabsor¢do dssea além da osteoporose,
pois esta ¢ uma terapéutica a nivel sistémico enquanto a periodontite ¢ uma doenca
localizada, de modo que seria mais favoravel um tratamento limitado a sua localizagdo
(X. Lin et al., 2011; Pietschmann, 2012).

X. Lin (2011) conduziu um estudo em que avaliaram a redu¢do da reabsorc¢ao
O0ssea com recurso a tratamento com anticorpos anti-RANKL num modelo de
osteoclastogénese in vitro e num modelo de doenga periodontal em ratos in vivo, com
recurso a um sistema de reabsorcdo Ossea imuno-mediado especificamente por células
T.

In vitro verificou-se que anticorpos anti-RANKL provocam uma inibi¢do da
osteoclastogénese nas células osteoclasticas numa forma dependente da dose. In vivo,
tanto a concentracdo de sSRANKL nos tecidos gengivais como a reabsor¢do Ossea
alveolar monstraram redugao significativa nos grupos de ratos injetados com anticorpos
anti-RANKL comparativamente aos grupos controlo. Ainda se verificou uma correlagao
positiva entre os dois grupos e também se concluiu que a expressdo de RANKL por
células T ¢ diretamente inibida pelos anticorpos anti-RANKL (X. Lin et al., 2011).

Apesar destes resultados apresentarem uma grande taxa de sucesso, ainda nao ¢
fidedigno afirmar que esta intervencdo terapéutica é segura para individuos com
quadros clinicos de periodontite, pois os dados recolhidos estdo restritos a estudos
experimentais com animais. Contudo, € pertinente continuar a investigacao e realizagao
de ensaios clinicos nesta area, pois estes podem constituir o futuro da terapia

periodontal (Cochran, 2008; Pietschmann, 2012).
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Conclusdo

III. CONCLUSAO

A doenca periodontal ¢ uma das doengas mais prevalentes na populagio
mundial, e a periodontite cronica ¢ uma das doengas orais com maior expressao na
Medicina Dentéria.

A periodontite cronica apresenta um grande impacto na qualidade de vida dos
pacientes, pelo que ¢ de maximo interesse e importancia compreender melhor os
mecanismos pela qual a mesma ¢ desenvolvida, de forma a conseguir atuar numa
prevencao/controlo eficaz da doenga.

Visto que a perda 0ssea ¢ a consequéncia mais grave na periodontite cronica, €
muito importante compreender os processos pela qual a mesma se desenvolve, de modo
a conseguir atuar neste tdo grande desafio da doenga.

A importancia do sistema RANKL/RANK/OPG na osteoclastogénese estd bem
estabelecida, e sabemos que RANKL ¢ um dos fatores fundamentais para a formagao e
ativacdo dos osteoclastos e, consequentemente, da reabsor¢dao Ossea. Apesar disso, a
complexidade dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos nesta interagdo ainda
ndo estdo bem definidos, pelo que ¢ de extrema importancia a continuacdo da
investigacdo e realiza¢do de estudos nesta area.

Um maior esclarecimento destes mecanismos ¢ a sua relagdo com a reabsorcao
Ossea na periodontite cronica permite-nos estar mais perto do desenvolvimento de novas
terapias para o tratamento da doenca, o que ird melhorar em muito a saude oral e
qualidade de vida dos nossos doentes e serd um grande avango para a Medicina

Dentaria.
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