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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a expressdo de prolactina (Prl) e receptores de
prolactina (PRLR) na periodontite apical, mediada por B-Estradiol (E2), e seu papel na
modulacéo da resposta imunologica e no desenvolvimento da periodontite apical devido
a infeccbes dentarias. Doze camundongos ovariectomizadas (OVX; n=6/grupo) foram
divididos em grupos E2 e veiculo (Veh). Ainda, camundongos PRLR knockout
condicional (R26-creER2/PRLR flIx/flx) (n=6) e camundongos de controle -cre (n=3)
foram utilizados, com a delecéo do gene PRLR induzida por injecdes de tamoxifeno por
quatro dias a partir do dia da exposicdo pulpar. A periodontite apical foi induzida por 14
dias, e os camundongos OV X foram suplementados com injecGes de E2 ou veiculo — 6leo
de amendoim. Apds 14 dias, os camundongos foram eutanasiados, e amostras foram
coletadas para medigéo de soro de E2, microtomografia computadorizada (uCT), reagao
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real com transcricdo reversa (RT-qPCR)
e analises de imuno-histoquimica. Células MC3T3 foram cultivadas sozinhas ou com
neuronios do ganglio trigémeo e suplementadas com E2 ou E2 + antagonista PRLR. A
mineralizacdo foi avaliada apds 21 dias. A significancia estatistica foi estabelecida em P
< .05. Os dados do soro de E2 foram analisados usando o teste t de duas caudas nédo
pareado. Os dados de pCT e mineralizacdo in vitro foram analisados usando a andlise de
variancia (ANOVA) de dois fatores com o teste post-hoc de Tukey. Um teste t de duas
caudas ndo pareado foi usado para analisar os dados de RT-gPCR dos ganglios trigémeos
e glandulas pituitarias, e uma ANOVA de dois fatores com o teste post-hoc de Tukey foi
usada para analisar os dados de RT-qPCR dos dentes/lesbes periapicais. As imagens de
imuno-histoquimica foram analisadas qualitativamente. A suplementagdo com E2
restaurou significativamente os niveis fisiologicos de E2 e reduziu o volume das lesbes
osteoliticas (P < .05). A expressdao de Prl foi maior em lesbes apicais de animais
suplementados com E2, enquanto a expressdo de PRLR foi ligeiramente reduzida (P <
.05). A delecédo de PRLR resultou em lesdes significativamente menores (P < .05). Nao
houve diferencas na expressao de interleucina lo, 1P, ou hormoénio de crescimento entre
animais tratados com E2 e Veh (P > .05). A imuno-histoquimica revelou expressdo de
Prl e PRLR nos ganglios trigémeos e glandulas pituitarias de camundongos tratados com
estrogénio, e uma expressdo mais pronunciada em lesdes apicais do grupo E2, com PRLR
principalmente visto em osteoblastos. Niveis elevados de macrofagos, linfocitos T e

neutrofilos foram observados no grupo E2. Prl dos neurénios do ganglio trigémeo



suplementados com E2 aumentou a mineralizacdo dos osteoblastos (P < .05), enquanto a
suplementacdo com E2 + antagonista PRLR inibiu a mineralizagdo (P < .05). O
estrogénio exibiu um papel protetor na reabsorcéo 6ssea e modulagdo da inflamacéo na
periodontite apical, mediado em parte pela expressdo sexualmente dimorfica de PRL e
seu receptor, modulando assim a resposta imunoldgica e reduzindo a reabsorcdo 0ssea

devido & periodontite apical.

Palavras-Chave: Periodontite apical, estrogénio, inflamacdo, prolactina, metabolismo

0sseo



ABSTRACT

This study aimed to investigate the expression of prolactin (Prl) and prolactin receptors
(PRLR) in apical periodontitis, mediated by B-Estradiol (E2), and its role in modulating
the immune response and development of apical periodontitis due to dental infections.
Twelve ovariectomized mice (OVX; n=6/group) were divided into E2 and vehicle (\Veh)
groups. Additionally, PRLR (R26-creER2/PRLR fIx/flx) conditional knockout mice
(n=6) and -cre control mice (n=3) were used, with PRLR gene deletion induced by
tamoxifen injections for four days starting on the day of pulp exposure. Apical
periodontitis was induced for 14 days, and OVX mice were supplemented with E2 or
vehicle — peanut oil - injections. After 14 days, mice were euthanized, and samples were
collected for E2 serum measurement, microcomputed tomography (uCT), real-time
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR), and
immunohistochemistry analyses. MC3T3 cells were cultured alone or with trigeminal
ganglia neurons and supplemented with E2 or E2 + PRLR antagonist. Mineralization was
assessed after 21 days. Statistical significance was set at P < .05. E2 serum data were
analyzed using an unpaired two-tailed t-test. uCT and in vitro mineralization data were
analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) with post-hoc Tukey’s test. An
unpaired two-tailed t-test was used to analyze data from RT-qPCR of trigeminal ganglia
and pituitary glands, and a two-way ANOVA with post-hoc Tukey’s test was used to
analyze data from RT-gPCR of teeth/periapical lesions. Immunohistochemistry images
were qualitatively analyzed. E2 supplementation significantly restored physiological E2
levels and reduced osteolytic lesion volume (P < .05). Prl expression was higher in apical
lesions of E2-supplemented animals, while PRLR expression was slightly decreased (P
< .05). Deletion of PRLR resulted in significantly smaller lesions (P < .05). There were
no differences in interleukin la, 1B, or growth hormone expression between E2 and Veh-
treated animals (P > .05). Immunohistochemistry revealed Prl and PRLR expression in
the trigeminal ganglia and pituitary glands of estrogen-treated mice, and more
pronounced expression in apical lesions of the E2 group, with PRLR primarily seen in
osteoblasts. Elevated levels of macrophages, T-lymphocytes, and neutrophils were
observed in the E2 group. Prl from TG neurons supplemented with E2 increased
osteoblast mineralization (P < .05), whereas E2 + PRLR antagonist supplementation
inhibited mineralization (P < .05). Estrogen exhibited a protective role in bone resorption

and inflammation modulation in apical periodontitis, mediated in part by the sexually



dimorphic expression of PRL and its receptor, thus modulating the immune response and

reducing bone resorption due to apical periodontitis.

Keywords: Apical periodontitis, estrogens, inflammation, prolactin, bone metabolism
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ESR1 - Gene receptor de estrogénio 1

ESR2 - Gene receptor de estrogénio 2

et al. - Et aliae (e outros)

EtOH - Etanol

G — Gauge

GABA - Acido y-aminobutirico

GAS - Sequéncia ativada por gamma-interferon

Gh — Horménio do crescimento

GPCR - Receptor transmembrana acoplado a proteina G
GPER - Receptor de estrogénio acoplado a proteina G
GPERL1 - Receptor 1 de estrogénio acoplado a proteina G
GPR-30 - Receptor acoplado a proteina G 30

IC - Dominio intracellular

IFN-y - Interferon-y

IGF1 - Fator de crescimento semelhante a insulina-1

IL — Interleucina



IL-1a - Interleucina-1 alfa

IL-1P - Interleucina-1 beta

INF-yRII - Receptor antiapoptdtico do gene tipo Il do interferon-gama
iNOS - Oxido nitrico sintase induzivel

IP-10 - Proteina 10 induzida por interferon-gama

IRF1 - Fator regulador do interferon 1

JAK?2 - Janus quinase2

kb — Kilobase

kDa — Kilodalton

kg — Kilograma

kV - Kilovolt

LPS — Lipopolissacarideo

Ly6G - Locus complexo de antigeno 6 de linfécitos G6D
mA — Miliampere

MAP - Proteina quinase ativada por mitdgeno

MAPKS - Proteina quinases ativadas por mitdgeno
MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcitos 1

MC3T3 - Linhagem celular precursora de osteoblastos derivada da calvéria de Mus
musculus (camundongo)

MCTI - Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdes
mg — Miligrama

MIP-1a - Macrofago la

mMIiRNA - Micro-RNA

ml — Mililitro

MMP 9 - Metaloproteinase de matriz 9

mRNA - Acido ribonucleico mensageiro

NBF - Formalina tamponada neutra

NF-kB - Fator nuclear kappa-light-chain-enhancer de células B ativadas



NF-H - Cadeia pesada de neurofilamento

NK - Natural killers

nm - Nanometro

NSB - Ligacao ndo especifica

NT — Neurotensina

OPG - Osteoprotegerina

OT — Ocitocina

OVX — Ovariectomizada

OVX-E2 — Ovariectomizada com reposi¢do de estrogénio
PBS - Tampao fosfato-salino

PBST - Tampdo fosfato-salino com Triton X 100
PFA - Paraformaldeido

PKA - Proteina quinase A

PKC - Proteina quinase C

PKCe - Proteina gquinase C tipo épsilon

PRLR - Receptor de prolactina

PRLR-L - Receptor de prolactina longo

PRLR-S - Receptor de prolactina curto

PI3K - Fosfoinositideo 3-quinase

PIF - Fator inibidor de prolactina

PRF - Fator liberador de prolactina

Prl — Prolactina

RANK - Receptor ativador do fator nuclear NF kB
RANK-L - Ligante RANK

RNA - Acido ribonucleico

ROI — Regido de interesse

RT-gPCR - Transcricdo reversa reacdo em cadeia da polimerase quantitativa



SGC - Célula glia satélite

SH3 - Quinase Src homdloga ao dominio 3

SP — Substancia P

SST — Somatostatina

STAT - Proteina transdutora e ativador de transcricao
TG - Ganglio trigeminal

TGFp - Fator de crescimento transformador beta
TIDA - Tuberoinfundibular dopaminérgico

TNFa - Fator de necrose tumoral alfa

TRAP - Fosfatase 4cida resistente ao tartarato

TRH - Hormonio liberador de tireotropina

TRPV1 - Canal catiénico de potencial receptor transitdrio vanildide 1
Tyr — Tirosina

Veh — Veiculo

X - Vezes
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Esta tese de doutorado contém como estrutura principal um artigo cientifico que
sera submetido para revisdo no periddico cientifico Journal of Endodontics. Por esse
motivo, o presente artigo se encontra de acordo com as normas estabelecidas pela revista

supracitada.

As etapas experimentais da pesquisa foram realizadas durante periodo de 1 ano
como pesquisador visitante na University of Texas — Health Science Center at San
Antonio, por meio de bolsa de doutorado sanduiche no exterior (Processo: 200894/2022-
6), fomentada pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolédgico

(CNPq) do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacbes (MCTI).

Ainda, cabe-se ressaltar que a presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica

da University of Texas — Health Science Center at San Antonio.
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1. INTRODUCAO
1.1 Dimorfismo Sexual no Mecanismo da Dor e Modulagdo da Inflamacao

Por definicdo, dor ¢ “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada ou semelhante aquela associada a dano tecidual real ou potencial” (Raja et al.,
2020). Esta pode ser de carater agudo ou crénico e, ao contrario da dor aguda,
caracterizada por dor intensa e que cessa com a cicatrizacdo do tecido lesionado, a dor
crénica perdura além do estagio de cicatrizacdo, resultando em modificacGes patoldgicas

no sistema nervoso periférico e/ou central (Basbaum et al., 2009; Treede et al., 2019).

Além das diferencas inerentes aos processos agudos e cronicos, estudos
investigando multiplos transtornos de dor vém demonstrando que o sexo do paciente
pode, em parte, ser um fator de risco para inimeras condi¢des de dor aguda e crénica,
com um risco aumentado para o desenvolvimento de disturbios dolorosos em mulheres,
incluindo evidéncias sobre neuralgia trigeminal (Hung et al., 2022; De Stefano et al.,
2023; Kilgore et al., 2023), desordens temporomandibulares (Sarlani et al., 2007; Lee et
al., 2019; Sannajust et al., 2019), dores orofaciais (Haggman-Henrikson et al., 2020), dor
apds extracdo dental (Malkawi et al., 2011; Matijevi¢ et al., 2013), tratamento
endodéntico (Polycarpou et al., 2005), cirurgia periodontal (Ahmadi et al., 2018) e
cirurgia de colocacdo de implantes (Kim et al., 2013), dores de cabeca do tipo tensional
e enxaquecas (Rasmussen et al., 1991), dores lombares (George et al., 2007; Meints et
al., 2018), dores musculoesqueléticas nos ombros (Kindler et al., 2011), dores oriundas
de fibromialgia (Wolfe et al., 2018), espondiloartrite axial (Rusman et al., 2018),
osteoartrite (Cimmino et al., 2005; Perrot et al., 2009; Kim et al., 2011), artrite reumatoide
(Vogel et al., 2023) e cancer (Fillingim et al., 2009), dores provenientes ou relacionadas
a sindromes do intestino irritavel (Mayer et al., 2004), célica biliar (Everhart et al., 1999)
e doenca de Parkinson (Marsala et al., 2011), além de apresentarem menores limiares para
respostas dolorosas a estimulos elétricos e maior intensidade de dor a estimulos frios

durante testes pulpares (Mladenovic et al., 2018).

O dimorfismo sexual tem se destacado como um campo de estudo crescente,
motivado por pesquisas que evidenciam ndo apenas disparidades clinicas entre 0s
géneros, mas também variacGes observadas em pesquisas de natureza basica e em

modelos animais de doencas neurologicas. Pesquisas clinicas indicam que as mulheres
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tendem a apresentar limiares mais baixos para dor associada a estimulos térmicos e
mecéanicos (Sarlani et al., 2003; Sarlani et al., 2004; Rolke et al., 2006; Averbeck et al.,
2017; Miclescu et al., 2022; Cosentino et al., 2023). Essas descobertas sdo respaldadas
por estudos em animais que revelam disparidades na percepcao da dor e na hiperalgesia
entre os sexos (Paige et al., 2020), e na expressao de genes relacionados a dor, inflamacéo
e neuro-imunidade (Ray et al., 2019). Ainda, além da conotacdo de impacto na percep¢do
dolorosa, pesquisas de natureza bésica recentes vém demonstrando que o género também
pode impactar significativamente na modulacdo da inflamacdo e da resposta do
organismo (Annibalini et al., 2014; Sorge et al., 2015; Lopes et al., 2017; Carmichael et
al., 2019).

Embora 0s mecanismos subjacentes a ocorréncia e persisténcia da dor e de
modulacdo da inflamacao sejam complexos e ainda ndo completamente compreendidos,
pesquisas tém evidenciado o papel de hormonios sexo-especificos em tais mecanismos.
(Klein & Flanagan., 2016; Maurer et al., 2016; Lenertet al., 2021). Dentre tais hormonios,

destacamos o estrogénio.

1.2 Estrogénio e Mecanismos de Sinalizacdo de Receptores de Estrogénio

O termo “estrogénio” se refere ao grupo de hormonios gonodais,
predominantemente femininos, que inclui estrona (E1), estradiol (E2), estriol (E3) e
estretol (E4). A sintese dos estrogénios ocorre principalmente nos ovarios, bem como nas
glandulas suprarrenais e no tecido adiposo e, quimicamente, enquadram-se numa
categoria de compostos organicos chamados esteroides. Sua estrutura central é formada
por 17 ligacOes de carbono-carbono organizadas em quatro anéis fundidos (trés de
ciclohexano e um de ciclopentano). Os quatro estrogénios contém 18 carbonos
(C18H2402) e séo coletivamente conhecidos como esteroides C18. Eles compreendem um
anel de benzeno, um grupo hidroxila fendlico e um grupo cetona (estrona); ou um (17p-

estradiol), dois (estriol) ou trés grupos hidroxila (estretrol) (Fuentes & Silveyra, 2019).

Como descrito, os estrogénios sdo horménios sexuais esteroides e, por
consequéncia, desempenham diversas funcdes fisiologicas essenciais. Entre essas
funcgdes estdo a regulacdo do ciclo menstrual e da reproducéo, a densidade 0ssea, a fungdo

cerebral, a mobilizacéo do colesterol, o desenvolvimento do tecido mamario e dos 0rgaos
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sexuais, além do controle da inflamacdo (Liang & Shang, 2013). Na Odontologia, é
descrito que a sinalizacdo do estrogénio desempenha um papel importante no dimorfismo
sexual das doencas periodontais e distUrbios da articulagdo temporomandibular. Essa
sinalizacdo é complexa e dependente dos diversos niveis de estrogénio ao longo da vida
de uma mulher, que podem ter um impacto nas doencas bucais. Por exemplo, 0s niveis
variaveis de estrogénio durante a idade fértil e a perimenopausa podem predispor as
mulheres & dor facial. O aumento dos niveis de estrogénio durante a gravidez pode
provocar alteracdes no microbiota oral, levando a gengivite, enquanto 0s baixos niveis de
estrogénio apds a menopausa podem intensificar a degeneracdo da articulacdo
temporomandibular e a perda 6ssea alveolar (Robinson et al. 2020). Ainda, evidéncias
limitadas apontam que o0s estrogénios podem promover um efeito inibitério nas
reabsorcGes radiculares induzidas por movimentos ortodonticos (Deng & Guo, 2020), e
é descrito que a deficiéncia de estrogénio pode favorecer a progressdo da periodontite

apical (apical periodontitis — AP) (Rossetti et al. 2022).

No organismo, os efeitos fisiolégicos dos compostos estrogénicos sdo
principalmente regulados pelos receptores de estrogénio subtipo alfa (estrogen receptor
alpha - ERa) e beta (estrogen receptor beta - ERB) (Paterni et al., 2014), membros da
familia de receptores nucleares codificados pelos genes receptor de estrogénio 1
(Estrogen Receptor 1 - ESR1) e receptor de estrogénio 2 (Estrogen Receptor 2 - ESR2)
(Heldring et al., 2007), respectivamente. Como um hormdnio esteroide, o estrogénio tem
a capacidade de atravessar a membrana plasmatica e interagir com ERa e ER dentro da
célula, exercendo efeitos diretos por meio da ligacdo a sequéncias de 4cido
desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid — DNA), portanto as a¢des do estrogénio,
por sua sinalizacdo intracelular candnica resulta em modificacGes gendmicas com
profunda modificacdo do “transciptome” celular. De forma alternativa, pode ativar
cascatas de sinalizacdo intracelular ao interagir com o receptor 1 de estrogénio acoplado
a proteina G (G protein-coupled estrogen receptor 1 - GPERZ; inicialmente conhecido
como receptor acoplado a proteina G 30 - G protein-coupled receptor 30 - GPR-30) e/ou
ERa ¢ ERP (Fuentes & Silveyra, 2019). Em conclusdo, os efeitos de sinalizagdo do
estrogénio podem ser divididos em gendmicos (via classica) e ndo-genémicos (via
alternativa), devido as diferencas nos eventos celulares e moleculares que regulam a

expressao geneética, e serdo descritos a seguir.
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1.2.1 Efeitos De Sinalizacdo Genémicos Diretos

Os efeitos de sinalizagdo gendmicos diretos envolvem os receptores de estrogénio
(ERa e ERP), que desempenham o papel de fatores de transcricdo ativados por ligantes
(O'Malley, 2005; Marino et al., 2006). Apds a unido do estradiol ao ERa ou ERf no
citoplasma, ocorre uma alteracdo conformacional que induz a dimerizacao do receptor
(Le Dily & Beato, 2018). Esse complexo € entdo transportado para o nucleo celular, onde
se liga a cromatina em sequéncias de elementos receptores de estrogénio (estrogen
response elements — ERE), que consistem em sequéncias palindrémicas imperfeitas
conhecidas por serem ligadas e ativadas pelos receptores de estrogénio e regides
potencializadoras dentro ou préximas aos promotores e/ou regides 3' ndo traduzidas de
genes alvo no DNA (Klinge, 2001).

1.2.2 Efeitos De Sinalizacdo Genémicos Indiretos

Além dos efeitos de sinalizacdo genémicos diretos, existe a possibilidade de
ocorréncia de efeitos de sinalizacdo gendmicos indiretos. Essa forma de sinalizacédo
ocorre por meio da ativacdo da expressao genética por receptores de estrogénio que nao
se ligam diretamente ao DNA, mas sim por meio de complexos de interacdes proteina-
proteina com outros fatores de transcricéo e elementos de resposta (Géttlicher et al., 1998;
Aranda & Pascual, 2001) influenciando a ativacdo ou supressdo da expressdo do gene

alvo.

1.2.3 Efeitos De Sinalizagdo N&o-Gendmicos Indiretos

Entretanto, mais de um terco dos genes humanos regulados pelos receptores de
estrogénio ndo contém elementos de sequéncia ERE (O'Lone et al. 2004). De fato, a
observacdo de rapidas respostas bioldgicas provocadas pelo estrogénio levantou a
hipdtese de que o estrogénio poderia estar atuando por meio de mecanismos que ndo
envolvem diretamente a transcricdo do gene alvo e a sintese de proteinas, levando a
descoberta subsequente do GPER1 (Prossnitz & Barton, 2011; Prossnitz & Barton, 2014).
As atividades ndo gendémicas do estrogénio frequentemente implicam a ativacdo de

mecanismos de transducdo de sinal, levando a geracdo de segundos mensageiros
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intracelulares, regulacdo do monofosfato ciclico de adenosina (cyclic adenosine
monophosphate — AMPc) e ativacdo de cascatas de sinalizacdo por proteina-quinase,
resultando em modificagfes na expresséo génica (Losel & Wehling, 2003). A interagdo
entre GPERL e os estrogénios desencadeia a ativacdo dependente de estrogénio da adenilil
ciclase e do receptor do fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor
receptor - EGFR). A fosforilagdo subsequente de fatores de transcricdo por essas
proteinas quinases mencionadas anteriormente pode modificar sua fungdo e capacidade
de se ligar a sequéncias gendmicas, também afetando a expressdo génica (Fuentes &
Silveyra, 2019).

Desta forma, ao ativar esses mecanismos ndo-gendmicos para gendémicos, oS
receptores de estrogénio ERa ¢ ERP regulam indiretamente a transcrigdo genética em
outros elementos de resposta ao DNA, para além dos efeitos genémicos previamente
mencionados que implicam a ligacdo direta aos EREs. Outro fator é que tanto o ERa
quanto o ERP também sofrem fosforilagdo por proteinas quinases, incluindo proteinas
quinases ativadas por mitdgeno (mitogen activated protein kinases — MAPKS), sugerindo
que as atividades ndo gendmicas dos estrogénios da mesma forma podem abranger a

autorregulacdo da expressdo do receptor (de Leeuw et al., 2011).

Ainda, além do receptor de estrogénio ligado a membrana GPER1, algumas
formas variantes de ERa e ER[ foram vinculadas a sinalizagdo ndo gendmica de
estrogénio (Filardo & Thomas, 2012; Barton et al., 2018). Foi sugerido que as atividades
ndo gendmicas do ERa e ERP poderiam ser intermediadas por uma subpopulagdo de
receptores localizados na membrana celular, capazes de iniciar cascatas de sinalizacdo
intracelular (Razandi et al., 2004) por meio de interagdes com proteinas scaffold (Cheskis
et al., 2008), proteinas G, receptores de membrana e moléculas sinalizadoras (Song et al.,
2005; Song et al., 2007; Song et al., 2010; Boonyaratanakornkit, 2011). Essas interac0es
promovem a ativagao intracelular de MAPKS e vias de sinalizagdo da proteina quinase B
(protein kinase B - Akt) que podem influenciar a regulacéo transcricional (Li et al., 2010).
Apesar da falta de consenso sobre a conexdo de ERa ¢ ER com a membrana plasmatica,
pesquisas sugerem que 0s processos citados anteriormente sdo particulares de tipos
celulares e sdo acionados em circunstancias fisioldgicas especificas, bem como por

variacoes especificas de receptores (Li et al., 2003).



28

1.2.4 Efeitos De Sinalizacdo Genémicos e Ndo-Genoémicos (Cross-Talk)

Até o presente momento, dois mecanismos de "cross-talk™ foram descritos, nos
quais ocorrem interacBes proteina-proteina entre componentes de ambas as vias. O
primeiro mecanismo descreve que complexos receptores nucleares de estrogénio, ligados
ao estrogénio, sdo dimerizados e translocados para o nucleo, onde se ligam a fatores de
transcri¢do fosforilados resultantes da sinalizagdo mediada por GPERL1. Tais complexos
podem, dessa forma, se ligar as sequéncias ERE por meio dos receptores nucleares de
estrogénio ou a outras proteinas cognatas ao DNA (Bjoérnstrom & Sjoberg, 2005). Ja o
segundo mecanismo descreve que as interacdes entre GPER1 e os receptores de
estrogénio ERa e ERP localizados na membrana plasmatica ativam cascatas de proteinas
quinases, resultando na fosforilacdo das mesmas proteinas cognatas ao DNA, além de
outros fatores de transcricdo. Esses fatores de transcricdo, incluindo os proprios
receptores de estrogénio, podem entéo interagir com sequéncias de DNA para regular a

transcrigdo (Bjornstrom & Sjoberg, 2005).

1.2.5 Efeitos De Sinalizacdo Independente

A ativacdo do receptor de estrogénio, independentemente do ligante, ocorre
principalmente pela fosforilagdo em residuos especificos, como serina e tirosina, nos
préprios receptores, ou por sua associa¢do com co-reguladores (Nilsson et al., 2001). Esse
mecanismo independente requer a acao de moléculas reguladoras necessarias para a
fosforilacdo, como a proteina quinase A (protein kinase A - PKA), a proteina quinase C
(protein kinase C - PKC), componentes da cascata de fosforilagdo das MAPKSs, bem como
citocinas inflamatdrias, como a interleucina (interleukin — IL) -2, moléculas de ades&o
celular, como a heregulina, reguladores do ciclo celular, como as ciclinas A e D1 do
ativador da proteina RAS p21, e fatores de crescimento peptidico, incluindo fator de
crescimento epidermico (epidermal growth fator — EGF), insulina, fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (insulin-like growth factor-1 - IGF1) e fator de crescimento
transformador beta (transforming growth factor beta - TGFB) (Nilsson et al., 2001).
Ainda, é possivel a ocorréncia de ambos 0s mecanismos de sinalizacdo gendémicos e ndo-

gendmicos de forma convergente.
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1.2.6 Regulacdo Transcricional por Co-Reguladores de Receptores de

Estrogénio

Além das vias regulatérias mencionadas anteriormente, a célula também expressa
uma variedade de co-reguladores que podem modular a atividade transcricional dos
receptores de horménios esteroidais, conhecidos como coativadores e corepressores do
receptor de estrogénio, respectivamente. Os co-reguladores sdo um conjunto de proteinas
capazes de funcionar como integradores de sinais de hormonios esteroides e tém sido
vinculados a varias doencas influenciadas por hormonios sexuais (Lonard & O'Malley,
2006). Existe uma grande quantidade de co-reguladores de receptores nucleares que
desempenham papéis variados no processo de expressdo génica, incluindo modificacao e
reorganizacdo da cromatina, inicio da transcricdo, alongamento de cadeias de &cido
ribonucleico (ribonucleic acid — RNA), splicing de acido ribonucleico mensageiro
(messenger ribonucleic acid — mRNA), traducdo de mRNA, processamento de micro-
RNA (miRNA) e degradacdo dos complexos ativados pelo receptor nuclear (Lonard &
O'Malley, 2007). Os mecanismos pelos quais os co-reguladores influenciam as a¢des dos
receptores de estrogénio ainda sdo tdpicos de investigacdo e demandam elucidacgoes,

demonstrando a complexidade dos processos descritos até 0 momento.

1.3 Estrogénio na Sensibilizacdo Neural e Modulacéo da Inflamagéo

Nos altimos anos, vém sendo demonstrado que os estrogénios regulam multiplos
aspectos da resposta inflamatdria e de sensibilizacdo neural por meio de mecanismos
moleculares complexos influenciados pelo sexo do individuo (Khan & Ahmed, 2016).
Dessa forma, € possivel que qualquer célula que expresse receptores de estrogénio possa
responder e influenciar o desfecho da resposta dolorosa e imunoldgica.

Nociceptores — neurdnios detectores de dor - provenientes do ganglio trigeminal
(trigeminal ganglia— TG) inervando a regido de cabeca e pescoco, e ganglio da raiz dorsal
(dorsal root ganglia — DRG) inervando o resto do corpo expressam receptores de
estrogénio (Bereiter et al., 2005). Em nociceptores, o tratamento com 17p-estradiol (17p-
E2) possui influéncia sobre diversas funcbes e processos celulares, incluindo a
mobilizacdo de célcio (Ca?*) (Chaban & Micevych, 2005), a atividade da quinase
regulada por sinal extracelular (Liverman et al., 2009), a expressdo de mRNA e proteina
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do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (calcitonin gene-related peptide — CGRP)
(Gangula et al., 2000) e do canal catiénico de potencial receptor transitério vanildide 1
(transient receptor potential vanilloid 1 - TRPV1) (Xu et al., 2008).

Entretanto, os efeitos derivados do estrogénio sobre os nociceptores podem variar
de acordo com a natureza do estimulo doloroso (Cairns & Gazerani, 2009; Fillingim et
al., 2009), tendo sido reportado efeitos pronociceptivos e antinociceptivos para dor de
natureza inflamatéria (Straub, 2007). Quando na presenca de dor de origem inflamatoria,
ocorre a liberacdo de uma variedade de mediadores inflamatdrios, como bradicinina,
prostaglandinas, citocinas e proteases, sendo possivel que o efeito do estrogénio varie
dependendo do mediador inflamatorio especifico envolvido.

Estudos mostram que células B apresentam niveis elevados de RNA ESR1 (ERo),
enquanto as células T CD4+, T CD8+, natural killers (NK) e células dendriticas (DC)
plasmocitoides exibem niveis intermediarios. Mondcitos demonstram 0s niveis mais
baixos de RNA ESR1, entretanto, hd um aumento deste RNA nas células DC originadas
de monacitos, o que sugere que 0 ESR1 é induzido durante o processo de diferenciagédo
das DC. Quanto ao RNA ESR2 (ERp), este é expresso de forma elevada nas células B e
DC plasmocitoides, enquanto € encontrado em niveis inferiores em outros tipos celulares.
Também € demonstrado que 0s mondcitos humanos, assim como as DC derivadas destes
mondcitos, além das DC mieloides e plasmocitoides presentes no sangue, modificam suas
respostas funcionais ap6s serem expostos a estrogénios (Mor et al., 2003; Escribese et al.,
2008; Seillet et al., 2012). Ainda, os estrogénios atuam sobre os receptores ERo mediando
a sinalizacdo de bradicininas em neur6nios sensoriais periféricos (Rowan et al., 2014),
que possuem atividade vasodilatadora e de permeabilizacdo vascular em condi¢des de
inflamacéo.

Conforme mencionado anteriormente, 0s receptores de estrogénio sao expressos
em nociceptores provenientes de TGs (Bereiter et al., 2005), e sua ativacdo altera a
expressdo de determinados genes nos neurdnios sensoriais (Allen & McCarson, 2005),
entre eles, a prolactina, que pode contribuir para o desenvolvimento de disturbios de dor
(Diogenes et al., 2006; Patil et al., 2013a; Patil et al., 2013b; Patil et al., 2019a;
Hovhannisyan et al., 2021), influenciar na resposta do sistema imunolégico (Lahat et al.,
1993; Somers et al., 1994; Peeva et al., 2003; Dimitrov et al., 2004; Peeva & Zouali,
2005; Tomio et al., 2008; Saha et al., 2009) e no metabolismo 0sseo (Bataille-Simoneau
et al., 1996; Seriwatanachai et al., 2008; Takahashi et al., 2008; Seriwatanachai et al.,
2009; Wongdee et al., 2011; Ledesma-Colunga et al., 2017).
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1.4 Prolactina

A prolactina (Prl) é um polipeptidio hormonal produzido e liberado
principalmente por células especializadas da glandula pituitaria anterior (também
conhecida como hipdéfise), chamadas de lactotréficos e classificadas dentro do grupo |
dos hormdnios proteicos do feixe helicoidal, pertencentes a familia que engloba, além da
propria prolactina, horménio do crescimento e lactogénio placentario (Horseman & Yu-
Lee, 1994). Sua denominagéo deriva do efeito observado em experimentos nos quais
extratos da glandula pituitaria bovina promoviam o crescimento do saco vitelino,
estimulavam a producéo de leite em pombos ou induziam a lactacdo em coelhos (Riddle
etal., 1933), embora possua mais de 300 atividades bioldgicas distintas conhecidas (Bole-
Feysot et al., 1998).

No genoma humano, um Unico gene localizado no cromossomo 6 € responsavel
pela codificacdo da prolactina (Owerbach et al., 1981), possuindo um tamanho de 10
kilobases (kb) e composto por 5 éxons e 4 introns (Cooke et al., 1981; Truong et al.,
1984). A transcricdo desse gene é regulada por duas regides promotoras independentes.
Uma regido promotora proximal, situada entre as posi¢cdes +33 e -250, bem como um
intensificador distal e promotor superdistal encontrados nas posicdes -3500 a -5000 da
regido flanqueadora 5', sendo que ambos promotores parecem ter uma funcdo na
expressao de Prl em tecidos, com os promotores proximais envolvidos na transcricdo em
locais pituitarios, e os distais envolvidos na transcricdo em locais extrapituitarios
(Berwaer et al., 1991; Berwaer et al., 1994). Nesta regido intensificadora, estdo presentes
EREs que, quando ativados por receptores de estrogénio aumentam a taxa de transcricao
por meio de mecanismo de loop de DNA (Day & Maurer, 1989), facilitando a formacéo

do constituinte transcricional (Maurer, 1982).

O DNA complementar (complementary DNA — cDNA) da prolactina humana tem
914 nucleotideos e contém um quadro de leitura aberto de 681 nucleotideos que codifica
0 pro-hormdnio da prolactina, composto por 227 aminoacidos. O peptideo sinal é
constituido por 28 aminoacidos, resultando na prolactina humana madura, composta por
199 aminoacidos (Sinha, 1995) e com peso molecular de 23 kilodaltons (kDa) (Shome &
Parlow, 1977). A estrutura primaria da molécula de prolactina € organizada em uma Unica
cadeia de aminoacidos, com trés ligacdes dissulfeto intramoleculares entre seis residuos
de cisteina (Cys4-Cysl11, Cys58-Cys174 e Cys191-Cys199, em humanos) (Cooke et al.,
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1980). A estrutura molecular secundaria e terciaria da prolactina é baseada na estrutura
do hormonio do crescimento e consiste em 4 hélices o dispostas de forma antiparalela
(Abdel-Meguid et al., 1987; Goffin et al., 1996). Entretanto, relata-se na literatura a
existéncia de diversas formas modificadas da estrutura da prolactina, derivadas de
processos de splicing alternativo do transcrito priméario (Emanuele et al., 1992; Wilson et
al., 1992), clivagem proteolitica (Sinha et al., 1985; Clapp et al., 1994; Torner et al., 1995)
e outras modificagBes pds-traducionais das cadeias de aminoacidos, tais como, processos
de dimerizacgdo e polimerizacéo (Sinha, 1995), fosforilacdo (Greenan et al., 1989; Wang
& Walker, 1993), e glicosilacdo (Sinha, 1995).

1.4.1 Regulacéo da Liberagdo de Prolactina Pituitaria e Extrapituitaria

A secrecdo de prolactina é estimulada por um ritmo circadiano, modificado por
estimulos ambientais (ex.: stress, sons, odores, luz), com o meio interno (estradiol,
progesterona, glucocorticdides, osmolaridade plasmatica) e por estimulos reprodutivos
afetando os elementos inibitorios ou estimuladores do circuito regulador hipotalamico
(Freeman et al., 2000). As vias finais do controle estimulatério e inibitorio central da
secrec¢do de prolactina sdo os neurdnios neuroenddcrinos que produzem fatores inibidores
de prolactina (prolactin inhibiting factors - PIF), como dopamina (dopamine - DA),
somatostatina (somatostatin - SST) e acido y-aminobutirico (Jgamma-aminobutyric acid -
GABA); ou fatores liberadores de prolactina (prolactin releasing factors - PRF), como
horménio liberador de tireotropina (thyrotropin releasing hormone - TRH), ocitocina

(oxytocin - OT), neurotensina (neurotensin - NT) e estrogénio (Freeman et al., 2000).

Em relacdo aos fatores inibidores de prolactina, tal funcdo é primariamente
realizado pela dopamina liberada por neurénios dopaminérgicos hipotalamicos, que se
estende até a glandula, atuando sobre receptores de dopamina (D2), regulando a liberagdo
de prolactina pela glandula pituitaria (Freeman et al., 2000). A ativacéo de tais receptores,
acoplados as proteinas Gi/Go, pertencentes a familia de receptores transmembrana
acoplados a proteina G (G protein-coupled receptors — GPCR), desencadeia tanto uma
inibicdo rapida, quanto o retardo da liberacdo de prolactina. Os efeitos rapidos ocorrem
em segundos, pela modificacdo na condutancia celular, resultando em hiperpolarizacéo e

reducdo do calcio intracelular (intracelular calcium - [Ca?*]i) (Lledo et al., 1990). Os
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efeitos de retardo da dopamina estdo associados a reducdo da atividade da adenilato
ciclase (Swennen & Denef, 1982), ao metabolismo do inositol fosfato (Jarvis et al., 1988),
a liberacdo de acido araquiddnico (Canonico, 1989) e a expressdo do gene da prolactina
(Maurer, 1980; Burdman et al., 1982). Dessa forma, alteracdes na liberacdo e nas taxas
de depuracdo da dopamina afetam diretamente a taxa de liberacdo de prolactina pela

glandula pituitaria (Sellix & Freeman, 2003).

Quanto aos fatores de liberacdo de prolactina, no presente trabalho, destacamos o
estrogénio. Pesquisas vém demonstrando que a administracdo rapida de estrogénio
exogeno ou os aumentos ciclicos do estradiol endégeno acarretam em uma liberacao
rapida de prolactina pela ativacdo de canais de Ca?* (Brown et al., 2004; Szawka &
Anselmo-Franci, 2004; Bulayeva et al., 2005). A hipotese é de que o efeito rapido do
estradiol na liberacdo de prolactina é mediado pelos receptores de estrogénio localizados
na membrana plasmatica, visto que o efeito do estradiol é bloqueado pela administracéo
de um anticorpo direcionado contra um elemento de dobradica dos receptores de
estrogénio (Watson et al., 1999; Norfleet et al., 2000). As mesmo tempo, como descrito
anteriormente, varia¢fes em niveis de estrogénio resultam em um efeito mais prolongado
na producdo da prolactina por ativacdo de sua transcricdo génica. Em conclusdo, o
estrogénio promove um aumento na producdo da prolactina e também estimula sua

liberag&o por um processo de secregéo vesicular.

O PIF e 0 PRF dos neurdnios neuroenddcrinos podem ser liberados na eminéncia
mediana nas veias portais longas ou no lobo neuro-intermediario, conectado ao lobo
anterior da glandula pituitéria pelos vasos portais curtos. Dessa forma, células da glandula
pituitaria anterior que sintetizam e secretam prolactina, conhecidos como lactotroficos,
sdo regulados por agentes sanguineos do sistema nervoso central ou de origem pituitaria
entregues ao lobo anterior pelas veias portais longas ou curtas. Os lactotroficos também
séo influenciados pelo PRF e PIF liberados pelas células vizinhas (regulacéo paracrina)
ou pelos proprios lactotroficos (regulacéo autdcrina) (Freeman et al., 2000).

Entretanto, além da producéo pituitaria de prolactina, é reconhecida a producao e
secrecao desse horménio em locais extrapituitérios, tais como: componentes do sistema
imune — linfonodos (Wu et al., 1996), timocitos (O’Neal et al., 1992), células
mononucleares (Sabharwal et al., 1992; Cesario et al., 1994), e linfécitos B (Hartmann et
al., 1989; McMurray et al., 1991; Lahat et al., 1993) e T (Hartmann et al., 1989; Viselli
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etal., 1991) -, componentes do sistema nervoso central — hipotalamo (Hansen et al., 1982;
DeVito et al., 1987; DeVito et al., 1991; Curlewis, 1992; Hnasko & Buntin, 1993; Clapp
etal., 1994), mesencéfalo (Nishizuka et al., 1990), cortex cerebral (Emanuele et al., 1987;
DeVito, 1988a,b), hipocampo (Siaud et al., 1989; Paut-Pagano et al., 1993), amigdalas
(Siaud et al., 1989); septo pelucido (Harlan et al., 1989; Paut-Pagano et al., 1993), nucleo
caudado e putdmen (Emanuele et al., 1987), tdlamo (DeVito et al., 1987; Emanuele et al.,
1987; Paut-Pagano et al., 1993), ponte de Varoélio no tronco cerebral (Siaud et al., 1989),
cerebelo (Emanuele et al., 1987; DeVito, 1988b), medula espinhal (Emanuele et al., 1989;
Harlan et al., 1989) e plexo coroide (Thompson, 1982) -, células mamarias (Nolin &
Witorsch, 1976; Malven & Keenan, 1983), placenta (Robertson et al., 1990; Robertson et
al., 1991), pele (Paus, 1991), glandulas sudoriparas (Robertson et al., 1986), e nervos do
ganglio trigémeo (Diogenes et al., 2006).

A prolactina extrapituitaria representa uma fonte significativa de prolactina
circulante e também pode se encontrar em areas distintas extracelulares a nivel de nicho
celular em concentragdes superiores a do plasma. Em um estudo realizado em ratos,
avaliando os niveis plasmaticos de prolactina apds a remoc¢do da glandula pituitaria,
foram encontrados niveis de 50% do hormoénio em relacdo ao controle, sugerindo uma
capacidade compensatéria de sintese e secrecdo de prolactina pelos sitios extrapituitarios
(Nagy & Berczi, 1991). Tal relevancia se da pelo papel modulatério da prolactina no
comportamento cerebral e na patogénese de condi¢cBes como cancer de préstata e de
mama (Freeman et al., 2000), além do papel na proliferacdo de células do sistema
imunologico, podendo resultar em comprometimento imunoldgico. Ainda no estudo
supracitado, a neutralizacdo da prolactina circulante com anticorpos especificos resultou

em comprometimento imunolégico grave e morte (Nagy & Berczi, 1991).

1.4.2 Receptores de Prolactina

A prolactina exerce suas funcdes bioldgicas pela ativacdo dos receptores de
prolactina (prolactin receptor - PRLR), amplamente expressos em diversos tipos celulares
(Mancini et al., 2008). PRLR é uma proteina transmembrana monomérica categorizada
na classe 1 da superfamilia de receptores de citocinas e células hematopoiéticos. O gene

que codifica o PRLR humana se encontra no cromossomo 5 e compreende pelo menos
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10 exons (Bazan, 1990a; Bazan 1990b). A regulacéo transcricional deste gene é mediada
por trés regiGes promotoras distintas, com especificidade tecidual. O promotor | é
especifico para tecidos gonadais, o promotor Il para o figado, enquanto o promotor 111 é
considerado "genérico”, encontrado em tecidos gonadais e ndo gonadais (Hu et al., 1998).
Ainda, sabe-se que a expressdo de PRLR é regulada por diversos fatores, tais como,
fatores de crescimento (Tseng & Zhu, 1998; Cassy et al., 2000), hormdnios, como 0
estrogénio (Sakaguchi et al., 1994; Leondires et al., 2002; Pi et al., 2003), e a propria Prl
(Matsuda & Mori, 1997).

Diversas isoformas de PRLR foram identificadas em diferentes tecidos,
resultantes de transcri¢des iniciadas em sitios alternativos dos promotores de PRLR e de
splicing alternativo de transcritos de exons codificantes e ndo codificantes (Hu & Dufau,
1991; Hu et al., 1998). Entretanto, cabe-se destacar que a expressao destas formas de
PRLR é tecido-especifica (Kinoshita et al., 2001; Yamamoto et al., 2003). As trés
principais isoformas de PRLR descritas em ratos e humanos séo as formas curta (prolactin
receptor-short - PRLR-S) e longa (prolactin receptor-long - PRLR-L), bem como uma
variante intermediaria raramente expressa (Goffin & Kelly, 1996; Bole-Feysot et al.,
1998). Embora as isoformas variem em comprimento, a depender da quantidade de
sequéncia de aminodacidos na cauda citoplasmatica (incluindo a quantidade de residuos
de tirosina - tyrosine — Tyr) presentes, os dominios extracelulares permanecem idénticos
(Kelly et al., 1991; Lesueur et al., 1991). O dominio extracelular (EC) consiste em 210
aminoéacidos (Boutin et al., 1988; Boutin et al., 1989) e mostra semelhancas de sequéncia
com outros receptores de citocinas (cytokine receptor homology domain - CRH) (Wells
& Devor, 1996). O dominio extracelular pode ser ainda dividido em subdominios D1 do
terminal NH2 (grupo amina), e D2 proximal a membrana da molécula (Kelly et al., 1991;
Wells & Devos, 1996).

1.4.3 Mecanismos de Ativacéo e Vias de Transdugéo de Sinal

Em relagcdo ao mecanismo de ativacdo do PRLR, esse ocorre por meio da
dimerizagdo progressiva do receptor induzida pelo ligante (Bole-Feysot et al., 1998)
mediada pela molécula da prolactina que possui dois sitios de ligacdo. Inicialmente,

ocorre uma ligagdo 1 entre prolactina circulante (enddcrina) ou localmente produzida
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(parécrina e autocrina) e uma molécula de PRLR no dominio EC (etapa 1). A formacao
do complexo inicial hormonio-receptor induz a interagcdo do local de ligagdo 2 na mesma
molécula de prolactina com um segundo PRLR (Bole-Feysot et al., 1998) (etapa 2). Dessa
forma, constitui-se um complexo 1:2 (1 prolactina : 2 receptores de prolactina). Apds a
formacdo deste complexo, ocorre a ativacao da tirosina quinase conhecida como Janus
quinase2 (Janus kinase2 - JAK?2), constitutivamente associada ao dominio intracelular
(IC) do PRLR, ancoradas na cauda citoplasmética de cada PRLR. A proximidade das
moléculas JAK2 permite que elas se fosforilem entre si e com os receptores de prolactina
(Jabbour & Kelly, 1997). O PRLR ativado (fosforilado) pode entdo ativar uma variedade
de vias de sinalizacdo (Bole-Feysot et al., 1998).

Apos ativacgdo, é sabido que a via de sinalizagdo mais comumente associada ao
PRLR-L é a via JAK-STAT. Membros da familia de proteinas transdutoras e ativadores
de transcricdo (signal transducer and activator of transcription — STAT) (lhle et al., 1994),
STAT1, STAT3, STAT5a e STAT5b séo as moléculas de transdugdo centrais das vias de
transducéo de sinal iniciadas pela ativagdo da PRLR-L (Goffin et al., 1998; Jabbour et
al., 1998). STAT contém um dominio de ligacdo ao DNA, um dominio semelhante a
quinase Src homologa ao dominio 3 (Src kinase homology domain 3 — SH3), um dominio
semelhante ao SH2 e um dominio de transativacdo terminal NH2 e COOH (grupo
carboxila) (Finidori & Kelly, 1995). De acordo com o0 modelo de consenso de ativagédo
STAT, um residuo Tyr fosforilado do PRLR-L ativado interage com o dominio SH2 de
um STAT. Enguanto esta ligado ao receptor, o STAT ¢é fosforilado pela JAK associada
ao receptor. Posteriormente, o STAT fosforilado se desassocia do receptor e hetero- ou
homodimeriza por meio de seus residuos de fosfotirosina com o dominio SH2 de outra
molécula STAT fosforilada. Finalmente, o dimero STAT transloca-se para o nucleo e
ativa um motivo de ligacdo ao DNA STAT no promotor de um gene alvo (Bole-Feysot et
al., 1998), conhecido como sequéncia ativada por gamma-interferon (y-interferon
activated sequence - GAS) (Horseman & Yu-Lee, 1994). Apesar de JAK-STAT
representarem as vias primarias iniciadas pela ativacdo da PRLR-L, diversos estudos
também apontam para a ativagdo da cascata de proteina quinase ativada por mitdgeno
(mitogen-activated protein - MAP) (Buckley et al., 1994; Clevenger et al., 1994,
Piccoletti et al., 1994; Das & Vonderhaar, 1995a; Rwin et al., 1995; Das & Vonderhaar,
1996; Nohara et al., 1997; Nemeth et al., 1998). Os residuos de fosfotirosina da PRLR-L

podem funcionar como pontos de ancoragem para proteinas adaptadoras
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(Shc/Grb2/S0S), estabelecendo a ligacéo do receptor com a cascata Ras/Raf/MAPK (Da
R & Vonderhaar, 1995b; Carter-Su & Smith. 1998). Embora inicialmente as vias JAK-
STAT e MAPK fossem consideradas independentes ou paralelas, dados sugerem uma
interconexdo entre essas vias (Guerra et al., 1998). Tais vias de sinaliza¢do associadas ao
PRLR-L regulam a transcricdo e produzem efeitos de longa-duracéo (Brown et al., 2012;
Yip etal., 2012).

No que se refere ao PRLR-S, pouco é sabido sobre suas vias de transducédo de
sinal. E apontado que a ativacdo da PRLR-S pela Prl produz efeitos transitorios, de curta
duracdo, em neurbnios sensoriais atraves da ativacao das vias da proteina quinase C tipo
épsilon (protein kinase C epsilon type - PKCe) ou fosfoinositideo 3-quinase
(phosphoinositide 3-kinase - PI3K), mas ndo é capaz de induzir a via JAK-STAT (Belugin
etal., 2013). Conforme mencionado, o PRLR pertence a familia de receptores de citocinas
de classe 1, e este achado é consistente com a capacidade de outros membros desta familia
de ativar independentemente as vias PKC e PI3K (Boutin et al., 1988). Os receptores de
citocinas da classe 1 tém a capacidade de ativar as vias PKC e PI3K em cascata, uma apds
a outra (Ben-Jonathan et al., 2008) e, ainda, podem ser ativadas independentemente nos
neurdnios sensoriais do ganglio trigeminal (Belugin et al., 2013). A ativacdo dessas vias
de sinalizagdo celular pela Prl em células ndo neuronais ja foi previamente demonstrada,
incluindo a ativacdo da PKC pela Prl em células do sistema imunolégico (Kumar et al.,
1997).

1.4.4 Prolactina na Modulagéo da Inflamacao

A prolactina € um membro integrante da cadeia imuno-neuro-endocrinoldgica e
h& muito tempo esta relacionada com doencas autoimunes (Vera-Lastra et al., 2002;
Anaya & Shoenfeld, 2005; Watad et al., 2016). Apesar de este hormdnio ter recebido o
nome de prolactina por ter seu efeito na lactagdo incialmente identificado, muitos dos
inimeros efeitos bioldgicos séo relacionados a regulacdo imunoldgica, algo nédo téo
surpreendente ja que seus receptores pertencem a familia de receptores da citocina e ao
caminho de sinalizacdo da JAK/STAT, muito utilizada por mediadores de inflamacéo.
Altos niveis de prolactina sérica foram descritos na historia de varias doencgas autoimunes,

tanto especificas de 6rgdos, como diabetes tipo 1, esclerose mdltipla, miastenia gravis,
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pénfigo vulgar, psoriase vulgar, doenca celiaca, doenga autoimune da tireoide, uveite
autoimune, doenca de Addison, hipofisite linfocitica, cardiomiopatia periparto e rejei¢do
de transplante cardiaco; quanto ndo especificas, como lUpus eritematoso sistémico,
sindrome antifosfolipide, artrite reumatoide, artrite psoriatica, sindrome de Sjogren,
esclerose sistémica, doenca de Behget, e artrite reativa (Orbach et al., 2007). Tais
interagBes entre prolactina, citocinas, anticorpos e envolvimento de 6rgdos corroboram a
influéncia ativa da prolactina nos processos inflamatdrios e imunologicos, atuando como
um elo entre o sistema neuroendocrino e imunoldgico (De Bellis et al., 2005; Szyper-
Kravitz et al., 2005).

E sabido que receptores de prolactina s&o expressos em uma grande variedade de
células imunoldgicas, incluindo macréfagos, mondcitos, linfocitos, granuldcitos, células
NK e células epiteliais timicas (Borba et al., 2019). A Prl pode mediar efeitos em todos
esses tipos celulares. Conforme descrito anteriormente, o receptor de prolactina pertence
a superfamilia de receptores de citocinas e células hematopoiéticos, que também inclui
receptores para leptina, interleucina (interleukin —IL) -2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, hormdnio
do crescimento, eritropoietina e fator inibidor de leucemia. A ligacao da prolactina ao seu
receptor desencadeia diferentes vias de reacdo, nomeadamente PKC/P13K, JAK/STAT e
MAPK (Bole-Feysot et al., 1998). A ativacdo dessas cascatas tem a capacidade de
influenciar a secrecédo, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células imunes

(Somers et al., 1994), podendo gerar efeitos pré-inflamatorios e anti-inflamatérios.

Entre os efeitos pré-inflamatorios, foi verificada que a Prl é capaz de estimular a
secrecdo de citocinas, como o interferon-y (IFN-y), a IL-12 e a IL-10 em células
sanguineas totais quando administrados lipopolissacarideos (LPS) ou fitohemaglutininas
(Matalka, 2003), além de regular as citocinas do tipo Thl, aumentando a producéo de IL-
1, IL-2, IL-6, e a expressao do receptor de IL-2 (Vera-Lastra et al., 2002; Brand et al.,
2004). Nos macrdéfagos, a Prl estimula a liberacdo de quimiocinas, tais como a proteina
inflamatoria de macrofagos lo (MIP-1a, também conhecida com CCL4), a proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1, também conhecida como CCL2), a proteina 10
induzida por interferon-gama (IP-10) e a quimiocina CCL5 (Sodhi & Tripathi, 2008). A
Prl também aumenta a atividade citotoxica dos macrofagos e a producdo de espécies
reativas de oxigénio em ambientes tumorais (Majumder et al., 2002; Malaguarnera et al.,
2004). Nos granuldécitos, a Prl induz a expressao de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)

e fator regulador do interferon 1 (interferon regulatory factor 1 - IRF1) (Dogusan et al.,
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2001). Além disso, a Prl aumenta a proliferacdo e a secrecdo de IFN-y em células NK
(Matera et al., 1999; Sun et al., 2004). Em um modelo de doenga de Chagas em ratos, a
Prl aumentou o nimero de células NK ativadas, reduziu a apoptose dos esplendcitos e
aumentou a porcentagem de células T CD4+ produtoras de IFN-y (Del Vecchio Filipin et
al., 2019).

A Prl ainda atua como um comitdgeno, promovendo a sobrevivéncia celular em
células T (Sabharwal et al., 1992; Bauernhofer et al., 2003) e aumentando a producao do
TNFa, IFN-y e IL-2 em células T CD8+ tratadas com acetato de miristato de forbol
(Dimitrov et al., 2004). Também reduz a funcdo supressora das células T reguladoras
(Legorreta-Haquet et al., 2012; Wu et al., 2014) e nas células B, a Prl diminui a apoptose
de células B T1 durante a selecdo negativa, induzindo a expressdo do receptor
antiapoptotico do gene tipo 11 do interferon-gama (INF-y type II receptor - INF-yRII) e
reduzindo a expressao do gene pré-apoptotico Trp63. A Prl também modifica a edicéo de
células B, reduzindo o limiar de ativacdo da anergia nessas células e aumentando o célcio
intracelular (Saha et al., 2009). Em células B ativadas, a Prl aumenta a secrecdo de
anticorpos (Lahat et al., 1993) e estimula a proliferacdo em hibridomas de células B
(Richards et al., 1998).

Em relacdo aos efeitos anti-inflamatérios exercidos pela Prl, essa possui a
capacidade de exercer um efeito de supressdo na resposta imune ao LPS, inibindo a
expressao do receptor tipo Toll 4 induzido pelo LPS e a fosforilagdo do fator nuclear
kappa-light-chain-enhancer de células B ativadas (NF-«B). Isso resulta na diminui¢ao da
secrecdo de TNF-a, interleucina-1 beta (interleukin-1 beta - IL-1p) e IL-6 em cotilédones
placentarios (Olmos-Ortiz et al., 2019). Estudos in vitro utilizando membranas fetais
humanas demonstraram que o LPS estimula a secrecdo de TNF-a e IL-1p nas regies
coriodecidual e amnidtica, entretanto, o tratamento conjunto com Prl reduz a expressédo
de TNF-a na regido coriodecidual e de IL-1B em ambas as regides (Flores-Espinosa et
al., 2017). Culturas de explantes de membrana fetal mostraram expressdo de IL-1p, TNF-
a ¢ metalopeptidase de matriz 9 apds 24 horas, porém, na presenca de Prl, a expresséo de
IL-1B e metalopeptidase de matriz 9 ¢ reduzida, enquanto a expressdo de TNF-a ndo

apresenta uma reducéo significativa (Zaga-Clavellina et al., 2014).
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Em resumo, pesquisas in vitro e in vivo sugerem que a Prl tem uma funcéo pro- e
anti-inflamatoria. E que essas dualidades de efeito sdo amplamente influenciadas pelo
tipo de célula-alvo e pela composi¢do molecular do ambiente circundante.

1.4.5 Prolactina e Metabolismo Osseo

Além do papel destacado na modulagdo da inflamagdo, estudos vém
demonstrando que a prolactina estd associada com o processo de reabsor¢do/neoformagéo
Ossea (turnover 0sseo). Entretanto, ndo ha até o presente momento nenhum estudo que
tenha avaliado os efeitos da prolactina na reabsorcdo Ossea que ocorre durante a

periodontite apical.

Dito isso, as informacdes disponiveis até o presente momento demonstram que a
prolactina reduz a expressdo da osteoprotegerina (osteoprotegerin - OPG) nos
osteoblastos, enguanto simultaneamente aumenta os niveis do ativador de receptor do
ligante do fator nuclear kappa-B (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand —
RANKL), um fator crucial na formacdo de osteoclastos. Esse fendmeno resulta em um
aumento das taxas de renovacao 0ssea (Seriwatanachai et al., 2008). Em outro estudo com
células pré-osteoblasticas humanas, foi demonstrado que a prolactina diminuiu
significativamente a proliferacdo celular, a0 mesmo tempo em que aumentou 0s
marcadores de formacdo 6ssea, como o fator de transcricdo 2 relacionado ao Runt (Runt-
related transcription factor 2 - RUNX2) e fosfatase alcalina (alkaline phosphatase — ALP),
durante os estagios iniciais da diferenciacdo dos osteoblastos (Seriwatanachai et al.,
2009). Ainda, observou-se que o efeito da prolactina nos osteoblastos ndo depende de
suprimentos adicionais de hormonios sexuais, 0 que reforca a ideia do impacto direto da
prolactina nessas células (Seriwatanachai et al., 2009). Notavelmente, em fases
posteriores, a prolactina reduziu a expressao desses marcadores de formacdo @ssea,
indicando um efeito bidirecional na funcéo dos osteoblastos (Seriwatanachai et al., 2009).
Além disso, a expressdo de receptores de prolactina foi confirmada em células

semelhantes a osteoblastos, como células MG-63 e Saos (Bataille-Simoneau et al., 1996).

Apesar da auséncia de evidéncias conclusivas sobre o efeito direto da prolactina
nos osteoclastos, alguns estudos sugerem uma associagao indireta (Takahashi et al., 2008;

Wongdee et al., 2011). Além da superexpressdo de RANKL em percursores de
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osteoblastos, a prolactina também parece desempenhar um papel na regulacéo positiva de
producdo e secrecdo de moduladores osteoclastogénicos em linfocitos T e macrdfagos,
como na proteina quimioatraente de mondcitos-1 (monocyte chemoattractant protein-1 -
MCP-1), ciclo-oxigenase-2 (cyclooxygenase-2 - COX-2), TNF-a, IL-1 e efrina-B1,
influenciando a funcdo dos osteoclastos e a remodelacédo dssea (Wongdee et al., 2011).
Outro estudo demonstrou um efeito bidirecional da prolactina; em concentragdes baixas,
variando de 0,01 a 100 ng/mL, a atividade osteoclastica foi reduzida, enquanto em
concentragdes acima de 100 ng/mL, essa atividade foi aumentada (Takahashi et al., 2008).
Adicionalmente, foi verificado que a prolactina desencadeia a fosforilacdo e ativacdo do
transdutor de sinal e ativador da transcri¢do-3 (STATS3), resultando na regulagdo negativa
da diferenciacdo dos osteoclastos, que é induzida por citocinas pro-inflamatdrias, como
IL-1B, IL-6 (Ledesma-Colunga et al., 2017). Isso inclui a inibi¢do do ativador do receptor
RANKL, um promotor significativo da formacédo de osteoclastos (Ledesma-Colunga et
al., 2017).

Portanto, a prolactina pode ter um efeito bidirecional através do controle de
producdo e secrecdo de fatores que podem estimular ou inibir a diferenciacao e funcgéo

dos osteoblastos e osteoclastos.

1.4.6 Prolactina e Papel na Sensibilizag&do Neural

Embora o presente trabalho ndo tenha objetivado a avaliacdo do papel da
prolactina na sensibilizacdo neural em periodontite apical, é de fundamental importancia
o0 entendimento do papel neuronal na modulacdo da inflamacdo e reabsorcdo 6ssea que

ocorre nesta doenca e que podem ser mediados pela prolactina de forma sexo-especifica.

Os tecidos perirradiculares possuem um suprimento abundante de neurbnios que
se originam no ganglio trigémeo. Além destes, vasos sanguineos, fibroblastos, células
epiteliais, odontoblastos, cementoblastos, osteoblastos, osteoclastos, macrdofagos e
células-tronco indiferenciadas que formam o ligamento periodontal e o 0sso alveolar
estéo presentes (Hassel, 1993; Nanci & Bosshardt, 2006). Em condigéo de inflamacéo, a
resposta neurogénica, conhecida como inflamagdo neurogénica, é iniciada quando
neuropeptideos, como a substancia P (substance P - SP) e o peptideo relacionado ao gene

da calcitonina (CGRP), sdo liberados por nociceptores ativados e atuam em receptores
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nas células imunes residentes e nas células endoteliais, produzindo vasodilatacao,
extravasamento plasmatico e o recrutamento de outras células imunes (Luthman et al.,
1988; Lundy & Linden, 2004; Sakallioglu et al., 2008; Menon & Kishen, 2023). Os
neuropeptideos ativam celulas imunoldgicas que liberam citocinas pro-inflamatorias,
como fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha - TNFa), IL-1, IL-6, fator
de crescimento nervoso e prostaglandina E2 que, por sua vez, sdo conhecidos por ativar
neuronios sensoriais (Crosson et al., 2019; Kabata & Artis, 2019). Vale destacar que a
inflamacdo neurogénica ocorre devido a ativacdo dos nociceptores periféricos,
desencadeando eventos inflamatorios nos tecidos que envolvem o0s sistemas
imunologicos inato e adaptativo do organismo. A prova de uma conexao funcional entre
neurdnios sensoriais e células imunoldgicas estd na proximidade entre as terminacGes
nervosas sensoriais e tais células. 1sso € apoiado pela expressao de receptores especificos
de neuropeptideos em células imunes, bem como receptores de citocinas e receptores
capazes de reconhecer patdgenos microbianos em neurdnios nociceptores trigeminais
(Takeda et al., 2007; Chiu et al., 2012).

Estudos ainda sugerem que a inflamacao, a lesdo tecidual e o trauma levam a uma
regulacdo positiva da Prl extrapituitaria, de maneira sexo-dependente e regulada pelos
estrogénios, nos terminais periféricos e centrais dos neurénios sensoriais (Diogenes et al.,
2006; Patil et al., 2013a; Patil et al., 2013b). A expressdo da prolactina por neurdénios do
nervo trigémeo foi descrita pela primeira vez em um estudo sobre controle sexo-
especifico da dor, que avaliou o efeito génico do estrogénio nos neurdnios trigémeos
(Diogenes et al., 2006). De grande importéncia, foi demonstrado que a prolactina
produzida pelos neur6nios age de forma autdcrina nesses neurénios resultando em uma
sensibilizacdo e potencializacdo de respostas neuronais (Diogenes et al., 2006). A
hipbtese relacionada aos efeitos da Prl na excitabilidade de neurbnios sensoriais em
contextos de dor inflamatoria e ndo inflamatoria de maneira sexo-especifica, com maior
expressdo no género feminino, € de que a Prl é guiada pela regulacdo da traducdo do
MRNA de PRLR, controlado pelo E2 (Patil et al., 2019b).

Estudos clinicos e pré-clinicos indicam que o estresse relacionado a lesbes e
inflamacdes desencadeia a liberacdo de Prl ndo apenas pela glandula pituitaria (Chernow
et al., 1987; Noreng et al., 1987; Yardeni et al., 2007), mas em outros tecidos, como a
pele e a medula espinhal (BenJonathan et al., 1996; Scotland et al., 2011; Patil et al.,

2013). Dessa forma, podemos hipotetizar que a Prl pode estar presente nos tecidos



43

circundando o periodonto apical. Por fim, a ativacdo do PRLR pode induzir alteracdes
epigenéticas e regular a transcri¢do de varios genes por meio da via STAT (Bole Feysot
et al., 1998; Ben-Jonathan et al., 2008). Essa regulacdo transcricional subsequente pode
levar a uma maior diversificacdo nas respostas dos nociceptores a lesdo, especialmente
porque essa via pode ndo ser induzida em neurdnios masculinos, que geralmente possuem
baixos niveis de PRLR funcional em muitos tipos neuronais sensoriais (Patil et al.,
2019b), reforcando a ideia de dimorfismo nas respostas do organismo. Também, foi
demonstrado que a ablacdo global de Prl e PRLR leva a uma reducdo substancial e
seletiva para mulheres na hipersensibilidade pds-operatoria e inflamatéria ao calor e
hipersensibilidade mecénica, embora o dltimo efeito tenha sido observado em ambos
camundongos machos e fémeas (Patil et al., 2013a, Patil et al., 2013b). Com base nesses
dados, € seguro determinar que prolactina esta envolvida, pelo menos parcialmente, na
diferenca relacionada aos mecanismos de sensibilizacdo neural de maneira sexo-

especificas e nas respostas teciduais frente a estimulos nocivos ao organismo.

Uma variedade de condicGes que evocam dor, tais como as associadas a
procedimentos cirargicos (Noel et al., 1972; Sakellaris et al., 2004), enxaqueca (Cassidy
et al., 2003; Bosco et al., 2008), queimaduras (Dugan et al., 2004), artrite reumatoide
(Matteo et al., 1998; Straub et al., 2002), e osteoartrite (Fojtikova et al., 2010),
desencadeiam um aumento nos niveis séricos de Prl em homens, e em um aumento ainda
maior em mulheres. A periodontite apical é uma condicao caracterizada pela presenca ou
auséncia de dor. Entretanto, até o presente momento, ndo existem informacdes pertinentes

a presenca da prolactina em tal condicdo patoldgica.

1.5. Lacunas nas Evidéncias Atuais

A periodontite apical € um grupo de doencas inflamatdrias causadas por
microrganismos que infectam o sistema de canais radiculares. O processo inicia-se apos
necrose pulpar por cérie, trauma ou procedimentos iatrogénicos, quando bactérias
invadem e colonizam o sistema de canais radiculares (Siqueira & Rocas, 2007). Apds a
ativacdo dos receptores de reconhecimento de patogenos e da expressdo de mediadores
bioquimicos intra- e extracelulares, diversos tipos celulares sdo ativados. Como parte da

resposta imunoinflamatoria, neutrofilos, macréfagos, linfocitos, células plasmaticas,
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células dendriticas e células NK s&o recrutadas para o local da inflamacao com o objetivo
de eliminar o agente agressor (Stashenko et al., 1992; Nair 2004). Essa acéo é coordenada
e regulada pela liberacdo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, componentes

da matriz extracelular e outras moléculas bioativas (Stashenko et al., 1992; Nair 2004).

Radiograficamente, a AP é caracterizada por reabsorcdo 6ssea ao redor do dente
inflamado/infectado. Os componentes envolvidos no processo de reabsorcdo das
estruturas Osseas e dentdrias sdo conhecidos como mediadores candnicos da
osteoclastogénese e incluem o receptor ativador do fator nuclear NF kB (RANK), o
ligante RANK (RANK-L) e a osteoprotegerina (OPG) (Boyce 2013; Andruciolu et al.,
2019). RANK é um receptor localizado na superficie das células clésticas que participa
na diferenciacdo celular. RANKL € um ligante sollvel produzido por osteoblastos,
ostedcitos e células do sistema imunol6gico que, ao se ligar ao receptor RANK, induzem
a expressao de genes especificos da linhagem de osteoclastos, como a enzima fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP), a metaloproteinase de matriz 9 (MMP 9), a catepsina
K e o receptor de calcitonina, promovendo a diferenciacdo, maturacdo e ativacdo dos
osteoclastos para estimular a reabsor¢do de tecidos mineralizados (Wang & McCauley,
2011; Boyce 2013). RANKL promove a maturacdo e atividade dos osteoclastos (Boyce
2013). Por outro lado, a OPG ¢é um receptor soltvel que se liga ao RANKL, inibindo a
diferenciacdo e atividade dos osteoclastos. O desequilibrio na expressdo de RANKL e
OPG em condic¢es inflamatdrias, caracterizado pelo aumento de RANKL e reducdo da
atividade de OPG, resulta em osteoclastogénese exacerbada e reabsorcédo dssea (Menezes
et al., 2008; Cavalla et al., 2021).

A prevaléncia global de AP é relatada em cerca de 52% (Tiburcio-Machado et al.,
2021). Essa prevaléncia tende a aumentar em dentes tratados endodonticamente, com o
avanco da idade e na presenca de condi¢es sistémicas (Tiburcio-Machado et al., 2021).
Entretanto, até o presente momento, pouco se sabe sobre o dimorfismo sexual envolvido
no desenvolvimento e progresséo desta doenca. Dados provenientes de estudos clinicos
demonstram que a AP é significativamente mais prevalente em homens diabéticos do que
em mulheres diabéticas (Al-Nazhan et al., 2017). Ainda, mulheres fumantes podem
possuir uma prevaléncia de AP significativamente maior em comparagdo aos homens
fumantes (Al-Nazhan et al., 2017). Em outro estudo, mulheres com doenca inflamatoria
intestinal apresentaram um namero significativamente maior de dentes com AP do que

0s controles pareados, o que nédo foi observado em homens (Piras et al., 2017). Estudos
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adicionais investigando o dimorfismo sexual na AP demonstraram a expresséo diferencial
de citocinas e marcadores de estresse oxidativo (Cotti et al., 2015). A expresséo de IL-2
foi significativamente maior nos tecidos de AP de homens e mulheres em comparacgéo
com controles saudaveis correspondentes, enquanto essa expressdo foi mais elevada em
homens com AP quando com mulheres com AP (Cotti et al., 2015). Niveis elevados de
IL-1B, TNF-a e IL-6 foram encontrados em tecidos com AP de homens em comparagéo
com mulheres (Bakhsh et al., 2022), o que também foi confirmado em um modelo de
camundongo (Valerio et al., 2017). Em contraste, 0s niveis de espécies reativas de
oxigénio aumentaram significativamente apenas nos tecidos com AP das mulheres (Cotti
et al., 2015).

A resposta individual do hospedeiro durante o desenvolvimento da AP também
pode ser modulada por polimorfismos genéticos, conforme demonstrado por estudo
prévio que mostrou a associacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico em genes
envolvidos com inflamacdo, cicatrizacdo de feridas, remodelacdo Gssea e outros genes
relevantes relacionados a AP (de Souza et al., 2019). Recentemente, um estudo de
associacdo genémica ampla e um estudo de associacGes baseadas em genes relataram
expressdes sexo-especificas entre polimorfismos em numerosos genes e AP (Petty et al.,
2023; Lillis et al., 2024). Estas descobertas fornecem evidéncias de que o dimorfismo
sexual influencia a predisposicdo para AP e estdo de acordo com estudos que utilizam
modelos animais, que mostram diferencas entre os sexos na inflamacéo periapical e no

padrdo de perda 6ssea (Valerio et al., 2017).

Com base nessas informacOes, estudos vem demonstrando que essa doenca é
modulada por diversos fatores sexo-especificos, entre eles o estrogénio que, quando em
deficiéncia, impacta significativamente na progressao da lesdo (Rossetti et al., 2022).
Uma revisao sistematica de estudos pré-clinicos mostrou que animais com deficiéncia de
estrogénio apresentaram lesdes periapicais significativamente maiores e/ou menor
densidade Gssea radiografica em comparacdo com animais saudaveis operados de forma
simulada (Rossetti et al., 2022), demonstrando um papel protetor do estrogénio na

progressédo da AP.

Baseado nessas informagdes, é possivel hipotetizarmos que o sexo do individuo
de fato possui grande influéncia no desenvolvimento e progressdo da AP. Conforme

descrito anteriormente, hormonios pituitarios, incluindo a prolactina, sdo altamente
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expressos Nos nervos sensoriais provenientes do ganglio trigeminal (Diogenes et al.,
2006; Hovhannisyan et al., 2021), sendo esse 0 ganglio sensorial responsavel por cada
nervo trigeminal (quinto par de nervos cranianos). Em um estudo prévio, foi detectado
entre 50-60% de PRLR nos neurdnios provenientes de TG de ratas fémeas, assim como
na maioria das células gliais satélites (satellite glial cells — SGC) envolvendo 0s corpos
celulares neuronais (Kossiakoff, 2004). Em uma andlise mais detalhada, foi revelado que
0 PRLR-L esta presente em apenas 3-5% dos neurdnios TG de ratos machos e fémeas,
sugerindo que a maior parte da imunorreatividade ao PRLR se deve a isoforma curta
(Kossiakoff, 2004). Em relacdo a polpa dentaria, essa € ricamente inervada por uma densa
rede de terminagOes nervosas provenientes dos neurdnios trigeminais. Essas fibras
neurais possuem uma grande capacidade para detectar uma variedade de estimulos
nocivos, incluindo sinais térmicos, mecanicos, quimicos e bioldgicos (Diogenes, 2020).
Em uma anélise do tecido da polpa dentaria humana realizado por estudo prévio, foi
verificada a auséncia predominante do PRLR-L nos nervos aferentes, porém presente na
bainha de mielina da glia periférica envolvendo os nervos (Kossiakoff, 2004). Em
contrapartida, a utilizacdo de anticorpos humanos especificos para isoformas mostrou a
presenca de PRLR-S, tanto no axoplasma do nervo, quanto na glia periférica (Kossiakoff,
2004). Dessa forma, dada a presenca de receptores de prolactina, € possivel
hipotetizarmos a presenca de prolactina na regido do periodonto apical.

Tendo em conhecimento o papel do estrogénio na modulacao da prolactina e da
periodontite apical, a presenca de prolactina e seus receptores nos nervos trigeminais, e 0
papel da prolactina na modulacdo da inflamacdo e metabolismo Gsseo, € possivel
hipotetizarmos que a prolactina pode estar envolvida na patogénese e fisiopatologia da
periodontite apical. Portanto, o objetivo do presente estudo foi o de avaliar a expressao
de prolactina e sua influéncia na modulagdo da inflamacéo e reabsorcéo dssea na

periodontite apical.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao de prolactina e sua influéncia na modulacgdo da inflamagéo e

metabolismo ésseo em condicdo de periodontite apical.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar, por ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), os niveis de
estrogénio em camundongos fémeas ovariectomizadas (OVX) com e sem reposicao de -

estradiol;

Analisar, por meio de microtomografia computadorizada, o tamanho das lesdes
periapicais, correlacionando com os niveis de estrogénio em camundongos OVX e
prolactina e em camundongos com ablacdo do gene de receptor de prolactina (PRLR

knockout);

Quantificar, por método de transcricdo reversa reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-gPCR), a expressao de prolactina, receptores de prolactina e mediadores
quimicos de inflamacdo em ganglio trigeminal, glandula pituitaria e dentes/lesdo

periapical de camundongos OV X com e sem reposic¢do de B-estradiol;

Avaliar, por método de imuno-histoquimica, a expressao de prolactina e de células

do sistema imune de camundongos OV X com e sem reposi¢ao de -estradiol;

Analisar a mineralizacdo em células tratadas com prolactina, por meio de método
de co-cultura celular utilizando uma linhagem celular precursora de osteoblastos

(MC3T3) e celulas provenientes do ganglio trigeminal de camundongos.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

4. CONSIDERACOES FINAIS

A periodontite apical é uma doenca modulada por diversos fatores locais e
sistémicos. Diante das condi¢BGes experimentais desse estudo, foi possivel demonstrar
pela primeira vez que a regulacdo da periodontite apical pelo estrogénio é modulada, ao
menos em parte, pela prolactina. Ainda, pela primeira vez, foi estabelecida a presenga da

prolactina e do receptor de prolactina no local da periodontite apical.

Conforme esperado, a reposicao de estrogénio resultou em menor volume de lesao
periapical, corroborando o papel protetor do estrogénio na progressdo desta doenca.
Ainda, a delecdo do gene do receptor da prolactina, por meio da utilizacdo de
camundongos PRLR knockout, resultou em lesdes periapicais significativamente
maiores. De forma complementar, a auséncia de diferencas na expressao de Gh corrobora
a hipétese de que o estrogénio é o principal mediador na expressdo de
prolactina/receptores de prolactina em periodontite apical. Estes resultados em conjunto
representam a primeira demonstracdo de que a prolactina, mediada pelo estrogénio,
regula a perda 6ssea na periodontite apical e que este efeito é sexo-especifico e detectado

apenas em camundongos fémeas.

No presente estudo, ndo houve diferencas na expressao de IL-1a e IL-1P, e apenas
um ligeiro aumento na expressdo de células CD68+ (macrofagos), CD3+ (T limfocitos)
e Ly6G+ (neutrdfilos) no lado exposto de animais E2 em relacdo aos animais Veh. Dessa
forma, podemos hipotetizar que a os efeitos do E2/prolactina ndo séo exercidos na
modulacéo direta de células inflamatdrias, mas sim na modulagéo direta de células 0sseas.
Ao avaliarmos os efeitos na mineralizagdo de células precursoras de osteoblastos em co-
cultura com células neuronais do ganglio trigeminal suplementadas com E2 ou E2 +
antagonista de PRLR, foi evidente o papel dos neurdnios TG na expressdo de Prl
extrapituitaria e por consequéncia a comprovacgdo dos efeitos do conjunto E2/Prl na

modulacdo de células 6sseas, além da importancia exercida pela Prl extrapituitaria.

Em concluséo, além de demonstrarmos que a a regulacdo da periodontite apical

pelo estrogénio é mediada, a0 menos em parte, pela Prl, demonstramos também a
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presenca de fontes de Prl extrapituitaria nas lesdes apicais e que diversos tipos de células
expressam PRLR. Além disso, a delecdo genética de PRLR levou a um aumento
significativo da perda 6ssea. A maioria dos efeitos observados parece ser decorrente da
modulacéo direta das células 6sseas pela Prl, ja que houve pouco ou nenhum impacto na
resposta imune, embora sejam necessarios estudos adicionais para confirmar essas
observacdes. Finalmente, o papel regulador recentemente descoberto da Prl na ostedlise
em periodontite apical, somado ao seu conhecido papel sexualmente dimérfico na dor,

sugere um novo alvo terapéutico para o tratamento da periodontite apical.
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