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Todo mundo tem seu jeito singular

De ser feliz, de viver e de enxergar

Se o0s olhos sdo maiores ou sdo orientais

E dai, que diferenca faz?

Todo mundo tem que ser especial

Em oportunidades, em direitos, coisa e tal
Seja branco, preto, verde, azul ou lilas

E dai, que diferenca faz?

Ja pensou, tudo sempre igual?

Ser mais do mesmo o tempo todo néo € tao legal
Ja pensou, sempre téo igual?

Ta na hora de ir em frente:

Ser diferente é normal!

Todo mundo tem seu jeito singular

De crescer, aparecer e se manifestar

Se 0 peso na balanga é de uns quilinhos a mais
E dai, que diferenca faz?

Todo mundo tem que ser especial

Em seu sorriso, sua fé e no seu visual

Se curte tatuagens ou pinturas naturais

E dai, que diferenca faz?

Ja pensou, tudo sempre igual?

Ser mais do mesmo o tempo todo n&o é téo legal
J& pensou, sempre t&o igual?

Ta na hora de ir em frente:

Ser diferente é normal!

Vinicius Castro
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Tanaka MH. Analise microbiolégica e imunoldgica do fluido gengival e proteoma
salivar de individuos com Sindrome de Down com doenca periodontal [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2014.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a quantidade de periodontopatégenos e de
citocinas inflamatérias no fluido gengival, bem como as proteinas salivares em
individuos com Sindrome de Down (SD) com Doenca Periodontal (DP),
comparando-os com individuos cromossomicamente normais, antes e 45 dias apés
o tratamento periodontal nado-cirdrgico. Para detectar e quantificar as bactérias
(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola), o fluido
gengival foi coletado de 35 individuos com DP, sendo 23 individuos com SD e 12
nao-sindrémicos (controle). Para quantificar as citocinas inflamatorias e as proteinas
salivares foram coletados fluido gengival e saliva de 30 individuos com DP, sendo 20
individuos com SD e 10 ndo-sindromicos (controle). Os efeitos do tratamento nos
parametros clinicos foram positivos para o indice de placa, sangramento a
sondagem, profundidade de sondagem e nivel de insercdo, em ambos 0s grupos.
Porém, a contagem dos periodontopatégenos foi maior nos individuos com SD
comparados com o grupo controle, antes e 45 dias apds o tratamento periodontal.
As citocinas Thl, Th2 e Th1l7 também foram encontradas em maiores quantidades
nos individuos com SD do que nos controle, mesmo depois do tratamento
periodontal. Adicionalmente, maiores quantidades de proteinas salivares com
propriedades antimicrobianas, lubrificacdo, metabolismo, organizacdo celular,
resposta imune e transporte foram encontradas em individuos com SD depois do
tratamento periodontal. Conclui-se que o0s resultados desta pesquisa podem
contribuir para uma compreensdo mais aprofundada do comportamento

microbiolégico, imunolégico e do proteoma salivar de individuos com SD, e,



consequentemente, explicar a alta prevaléncia e severidade da doenca periodontal

nesses individuos.

Palavras-chave: Sindrome de Down, Periodontite, Microbiologia, Citocinas,

Proteinas e peptideos salivares



ABSTRACT




Tanaka MH. Microbiological and immunological analysis in the gingival crevicular
fluid and salivary proteome analysis in individuals with Down syndrome with
periodontal disease [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2014.

ABSTRACT

The aim of this study was to quantify the periodontopathogens, inflammatory
cytokines and salivary proteins in subjects with Down syndrome (DS) and normal
subjects, both with periodontal disease (PD), before and 45 days after non-surgical
periodontal therapy. To detect and quantify bacteria (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, and Treponema denticola), crevicular gingival fluid (CGF) was
collected from 35 individuals with PD, 23 with DS and 12 non-syndromic (control). To
quantify the inflammatory cytokines and salivary proteins, CGF and saliva of 30
individuals with PD, 20 with SD and 10 non-syndromic (control) were collected. The
effects of the non-surgical periodontal therapy on clinical parameters were positive in
both groups. However, the count of periodontopathogens was higher in individuals
with DS compared with the control group, before and after periodontal therapy.Thl,
Th2 and Th1l7 cytokines were also found in higher amounts in individuals with DS
even after periodontal therapy compared with control patients. Furthermore, higher
amounts of salivary proteins with antimicrobial properties, lubrication, metabolism,
cellular organization, immune response and transport were quantified in individuals
with DS after periodontal therapy. Despite of clinical parameters improvement after
non-surgical periodontal therapy in subjects with DS, it is concluded that the results
of this study may contribute to a more profound understanding of microbiological and
immunological behavior, as well as knowledge of the salivary proteome in individuals
with Down syndrome, and also might explain the high prevalence and severity of

periodontal disease in these individuals.



Key word: Down syndrome, Periodontitis, Microbiology, Cytokines, Salivary

Proteins and Peptides
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INTRODUCAO




1 Introducéo

A Sindrome de Down (SD) é a mais frequente desordem
cromossomica, sendo caracterizada por um cromossomo 21 extra ou pela triplicacédo
do braco longo do cromossomo 21'% 32 % Com base no censo populacional de
2000, ha no Brasil cerca de 300 mil individuos com SD e, anualmente cerca de 8 mil

brasileiros nascem com a sindrome **.

Nos individuos com SD, as caracteristicas bucais observadas sao
palato ogival, “falsa” macroglossia, hipotonia muscular, lingua fissurada, anomalias
dentarias como a presenca de dentes condides, microdontia, fusdo, geminacéo,
hipocalcificacdo, oligodontia e atraso na erupcdo dentaria. Além disso, estes
individuos apresentam menor prevaléncia de lesfes de carie e maior de doenca

periodontal 2% 262764,

A doenca periodontal (DP) é uma doenca inflamatéria que afeta as
estruturas de suporte do dente, sendo considerada uma das formas patoldgicas
mais comuns de destruicdo 6ssea no ser humano *> 3 ®. Varios estudos tem
relatado que os individuos com SD tém uma alta prevaléncia de DP em comparacéao
com individuos cromossomicamente normais (eupléides) e com outros portadores de

necessidades especiais, na mesma faixa etaria’ 2 27 34 9. 68, 80,96, 114

Considerada como uma doenca multifatorial, a DP pode estar
associada a varios fatores previamente investigados nos individuos com SD, como
ma higiene bucal, composicdo da placa subgengival e deficiéncia na resposta imune

frente ao processo inflamatério® 2% 46- 152 61,103,110

A presenca de bactérias periodontopatogénicas, como Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola, (bactérias do complexo

vermelho)3 3% 38

, representa um fator fortemente associado a DP. Estudos mostram
gue esses periodontopatdégenos estdo presentes na placa subgengival de criancas
com Sindrome de Down a partir de 2-4 anos, e aumentam em quantidade
gradualmente com a idade, sempre mantendo uma prevaléncia significativamente

maior do que nos individuos controle* .

Todavia, a evolucdo da DP nao é definida apenas pelos agentes

microbianos presentes. Para que ela ocorra € necessario um desequilibrio entre
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esses periodontopatégenos e o potencial imunoldgico do hospedeiro, bem como a

associacdo de fatores ambientais e genéticos®> 3" >°,

O mecanismo de defesa dos individuos com SD apresenta algumas
alteracbes na resposta imune quando comparado com individuos
cromossomicamente normais. Tais alteracdes compreendem um desbalanco nas
subpopulacdes de linfocitos T, menor atividade de fagocitose por leucdcitos, reducao
na quimiotaxia de neutrofilos, producdo alterada de anticorpos e maiores

quantidades de mediadores inflamatérios® © 21 46 30. 56.72, 87,92, 94,102

E interessante ressaltar que no braco longo do cromossomo 21 existe
um agrupamento composto pelos genes IL10RB, IFNGR2 e genes dos dois
receptores do IFN-a’’. Alguns autores encontraram uma maior expressdo génica de
IL10 mRNA em individuos com SD com DP do que em né&o sindrébmicos, e isso tem

1998 porém,

sido associado a presenca do cromossomo 21 extra nesses individuos
nao foram detectadas diferencas na expresséo do IFNy mRNA entre individuos SD e
controle, ambos com DP'® %, Os SD mostram também, uma super expresséo de
citocinas como TNFa e IFNy mRNA no timo, o que pode explicar o reduzido numero
de linfécitos T maduros nesses individuos, e provavelmente esta relacionado com a

resposta imune deficiente .

Os linfocitos T helper (Th) podem se diferenciar em Thl, Th2, Thl7 e
Treg que irdo mediar na inflamacao, destruicdo tecidual e autoimunidade®. Algumas
das citocinas dos linfocitos Thl (IL-1B, IL-6, IL12, IFN-y, GM-CSF e TNF-a) e Th17
(IL-17) séo conhecidas como citocinas pro-inflamatorias, e as citocinas dos linfécitos
Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) sdo conhecidas como citocinas anti inflamatérias® “® 8 7
111 Assim, como em qualquer doenca inflamatéria crénica, as citocinas tem um
papel importante no inicio, na progressdo e na modulacdo da resposta imune do
hospedeiro na doenca periodontal'® ***. Desse modo, o desbalanco das quantidades
dessas citocinas Thl, Th2 e Th17 no tecido gengival e no fluido gengival crevicular
pode causar reabsorcdo 6ssea e destruicdo do colageno durante a evolucdo da

inflamacao periodontal®?.

Vérios estudos analisaram a quantidade destas citocinas Th usando o
fluido gengival de pacientes com doenca periodontal' 37 41 34 67, 69. 73, 88, 97, 99-101, 111,

Porém, poucos séo os estudos com as células Th e suas citocinas no fluido gengival
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de individuos com SD"® 1%, Estes estudos demonstraram que ha um desequilibrio

entre Thl e Th2, indicando uma possivel causa para o0 aparecimento precoce e
rapida progresséo da DP encontradas nesta populacdo’® %3,

A saliva, assim como o fluido gengival crevicular, também pode ser
utilizada para o diagnéstico da doenca periodontal. A saliva é um fluido constituido

de proteinas de fontes local e sistémica, e pode ser obtida usando métodos de facil

43, 93, 113

execucdo e nao invasivos Muitos de seus componentes tem sido

pesquisados e estdo contribuindo no diagnéstico de doencas sistémicas, como o

5,112

cancer de mama®* > 1% Diabetes Mellitus*” °, Sindrome de SJogren e Fibrose

Cistica®’, bem como de algumas patologias bucais, como liquen plano®, cancer

58, 60

bucal™ % 112 incluindo a cérie dentéria e a doenca periodontal® 3> 39 47. 74, 90,

107

Os biomarcadores da doenca periodontal presentes na saliva podem
ser produzidos tanto local quanto sistemicamente?®® 3 36 39.74.82. 113 "v/arigs estudos

avaliaram alguns biomarcadores da DP na saliva em pacientes cromossomicamente

|44, 90, 93, 107

normais com doenca periodonta Entre esses marcadores estdo as

cistatins que sdo importantes para a protecdo contra a degradacdo tecidual em
locais com inflamacdo ou infeccdo bacteriana “°. Sua quantidade em pacientes
cromossomicamente normais com DP é controverso, alguns estudos mostram serem

35, 40, 44

menos abundante e outros ndo mostram nenhuma diferenca na quantidade

em comparacao com os pacientes periodontalmente saudaveis 2. J& a Haptoglobin é
encontrada em maior quantidade na fase aguda da DP sendo correlacionada com a
severidade da DP # %, Comumente encontradas na saliva, as proteinas Alpha
amylase 1 e serum albumin, segundo alguns estudos, estdo presentes em maiores
guantidades (ou: sdo mais abundantes) em pacientes com DP comparados com 0s

29, 35, 36, 84, 107

periodontalmente saudaveis Entretanto, outros, mostram que

independente da DP a quantidade destas proteinas € igual em pacientes
cromossomicamente normais % 74 83,

Nos individuos com SD, uma das proteinas relacionada com o sistema

imune s&o as immunoglobulins porém os dados s&o controversos” & 2% #2 A proteina

7

Alpha amylase, muito comum na cavidade bucal, € encontrada em quantidades

91 6

menores ou iguais'® em individuos com SD em comparacdo com aqueles

cromossomicamente normais e periodontalmente saudaveis. Recentemente, Cabras
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et al. 1°

identificaram 30 proteinas na saliva de pacientes com SD e controle.
Observaram gue a proteina Cystatin B tem uma maior quantidade e a Cystatin S tem
uma menor quantidade em individuos com SD. Vale ressaltar que este estudo
observou maiores quantidades de proteinas relacionadas com a doenca de
Alzheimer *°, cujo risco de os individuos com SD desenvolverem é de quase 100%
dos casos'®. As proteinas Apolipoprotein 1 e Alpha enolase, estudadas no cérebro
de pacientes com Alzheimer e no liquido amniético de méaes portadores de fetos com

SD, mostraram resultados bastante controversos'® 48 53 6% 70,86

em comparagao com
pacientes saudaveis. Na saliva, as quantidades de Apoliprotein sdo maiores e para a
Alpha enolase sdo menores, no Unico estudo encontrado, em pacientes com DP

comparados com pacientes periodontalmente saudaveis**.

Desta forma, podemos observar que as quantidades de bactérias do
complexo vermelho, as quantidades de citocinas Thl, Th2 e Th1l7 e as alteracdes na
composicdo da saliva e suas influéncias sobre os altos indices de doenca
periodontal nos individuos SD ndo sdo bem conhecidos. Adicionalmente, até o
momento nao foi encontrada na literatura nenhuma pesquisa investigando estes
parametros em individuos SD com DP com as metodologias empregadas neste
estudo, e nem estudos longitudinais que avaliassem os efeitos do tratamento

periodontal ndo-cirirgico nos mesmaos.



PROPOSICAO




2 Proposicao Geral

Avaliar a microbiota e a resposta imune adaptativa em individuos com

Sindrome de Down com Doenca Periodontal, antes e 45 dias ap0s o tratamento

periodontal ndo-cirdrgico.

2.1 Proposicao Especifica

1)

2)

3)

Detectar e quantificar as bactérias Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola no fluido gengival
crevicular (FGC) de individuos com SD e nédo-sindrémicos (controle) ,
ambos com DP, antes e 45 dias ap0s o tratamento periodontal ndo-

cirdrgico

Determinar os niveis das citocinas IL-183, IL-6, IL-12 (p70), IFN-y, GM-
CSF, TNF-qa, IL-17A e IL-10 no FGC de individuos com SD e controle,
ambos com DP, antes e 45 dias ap0s o tratamento periodontal ndo-

cirdrgico

Identificar as proteinas salivares e comparar 0s niveis destas proteinas
em individuos com SD e controle, ambos com DP, antes e 45 dias

apos o tratamento periodontal ndo-cirdrgico.
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Abstract

Periodontitis is an inflammatory disease associated with microbial agents, such as Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, and Treponema denticola (together called the red complex). Although the
clinical outcomes of the Periodontal Disease (PD) aren’t trigger only by microbial agents, but represent the
interaction of host defense mechanisms, environmental and genetic factors. Down syndrome (DS) is one of the
genetic factors that causes a high prevalence of periodontal disease compared with otherwise chromosomally
normal (euploid), and other mentally handicapped patients of similar age distribution. This study investigated
whether in individuals with Down syndrome with chronic periodontitis, the clinical parameters and levels of
microbial red complex varied in response to non-surgical periodontal therapy. Twenty-three patients with Down
syndrome and twelve euploid patients were submitted to non-surgical periodontal treatment. Levels of
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, and Treponema denticola were determined in 140 subgingival
plague samples by qPCR. Demographic characteristics were analyzed by unpaired t-test, and site-based analysis
by Mann-Whitney and Wilcoxon tests to assess differences between groups and periods, respectively (a=0.05).
The clinical parameters after periodontal treatment were similar in diseased and healthy sites, independently of
the Down syndrome. At baseline, diseased sites of Down syndrome patients show no significant difference in
levels of Porphyromonas gingivalis and Tannerella forsythia, but revea significantly higher levels of
Treponema denticola compared with euploid individuals. However, the non-surgical periodontal therapy
decreased the levels of red complex pathogens and the tested clinical parameters of diseased sitesin both groups.
The periodontal treatment improved clinical parameters and reduced levels of periodontopathogens, independent
of Down syndrome. Nonetheless, individuals with Down syndrome often require maintenance therapy for

maintaining oral health.

Key WOr ds; Down syndrome, bacteria, microbiology, periodontitis

Introduction

Periodontal Disease (PD) is an inflammatory disease that affects supporting structures of the teeth,
constituting one of the most prevalent forms of bone destructive pathology in humans 2 %, One of the most
important triggers for an intense inflammatory reaction that have been strongly associated with PD are
periodontopathogenic bacteria, such as Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, and Treponema

denticola (together called the red complex) “¢-48 63 161,

Although the clinical outcomes of the PD aren’t triggered only by microbial agents but are results from
the interaction of host defense mechanisms, and environmental and genetic factors * 4 %, The genetic
background may affect many functions, which in turn might affect inflammation and the expression of some of
inflammatory cytokines such as 1L10 mRNA and IFNy mRNA in gingival tissue ® ** 1, |ndividuals with
Down’'s syndrome (DS) have an increased prevalence of PD compared with otherwise chromosomally normal

(euploid), age-matched control and other mentally handicapped patients of similar age distribution® 4% 121,

The imbalance between colonizing microorganisms and the immunological potential of the host can
define the state of the periodontal diseases #’. Many studies have reported a prevalence of certain pathogens in

subgingival plague from individuals with DS compared with controls> 8 81 9. 9912418 'game of these studies have
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mainly noted that Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, and Treponema denticola, which are
considered to be important pathogens of severe types of adult periodontitis, were significantly higher in the DS
subjects in a very early colonization in their childhood compared with controls’. However, other researchers
found no statistically significant differences related with red complex pathogens in Down syndrome individuals
with periodontitis compared with a well-matched control group® *°, Recently, a study about characterization of
periodontal biofilm showed that periodontopathogens from red complex of periodontitis were more frequent in

Down syndrome with periodontal disease .

Because PD is a complex disease, factors such as immunological deficiency and genetics, may also
influence the clinical outcomes of the periodontal treatment and host’'s ability to reduce the pathogenic
microbiota. Therefore, the aim of this study was to investigate whether in individuals with Down syndrome with
chronic periodontitis, the clinical parameters and levels of microbial red complex change in response to non-

surgical periodontal therapy.

Materials and methods

Subjects

The human subject protocol was approved by the ethics committee at UNESP- Universidade Estadual
Paulista (Protocol number 62/11). Between March 2012 and Feb 2013, all patients with DS and their parents as
well as chromosomally normal (euploid) individuals were informed about the study and informed consent forms
were signed. A total of 125 patients with DS and 150 chromosomally normal patients were initially recruited into
the study. Their medical history was taken and they underwent a clinical periodontal examination in the School
of Dentistry of Araraguara (UNESP), in 5 of the Associations of Parents and Friends of Disabled Patients
(APAES) of Araraguara and the surrounding cities (S&o Carlos, Catanduva, Mat&o and Taquaritinga) and another
institution Down Syndrome Association of Sao José dos Campos (ASIN).

To be enrolled in the study, the participants were selected on a two-step process: (1) non-
institutionalized DS adult subjects (i.e., older than 19 years, according to WHO (2003) *** with a karyotype of
simple 21st trisomy (mosaics were excluded) and chromosomally normal (euploid) adult individuals. (2) None of
the following exclusion criteria: diabetes mellitus or any other chronic inflammatory disease or infections;
pregnancy or lactating; current smoker status or cessation of smoking for less than 5 years; use systemic and/or
topical steroidal and non-steroidal anti-inflammatory drugs or antibiotics during the last 3 months before the

experimental phase.

Patients were considered as periodontally diseased when exhibiting more than eight sites in non-
adjacent teeth exhibited probing pocket depths =4 mm, clinical attachment loss =3 mm and bleeding on

152

probing™. Subjects were divided into the following groups based on their genetic condition:
- DS: Down syndrome individuals with periodontal disease (n = 23).

- C: chromosomally normal individuals with periodontal disease (n = 12).
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Clinical measurements

A single previously calibrated examiner (M.H.T./ Kappa = 0.80) recorded clinical measurements of the
probing pocket depth (PPD: from the gingival margin to the base of the pocket), clinical attachment loss (CAL.:
from the cemento-enamel junction to the base of the pocket), and presence of bleeding on probing (BOP). The
teeth were examined at six sites: mesio-buccal, mid-buccal, disto-buccal, mesio-lingual, mid-lingual and disto-
lingual. All clinical measurements were performed with the use of a manual probe (Trinity-Campo Mour&o,
Brazil). Each patient’s clinical data were recorded at baseline and 45 days after the completion of non-surgical
treatment.

Periodontal treatment

Both study groups underwent an initial evaluation consisting of clinical history and assessment of
clinical periodontal parameters. The patients received non-surgical periodontal treatment, comprising oral
hygiene instruction, scaling and root planing under local anesthesia. The treatment required, on average, four
sessions using manual instruments (Hu-Friedy Manufacturing Inc., Chicago, IL, USA) performed by one
periodontist (MHT). After the periodontal treatment, a professional plague control program was carried out twice

amonth for 45 days, consisting of supra gingival plague removal and reinstruction of oral hygiene procedures.
Sites and sampling

Subgingival samples were collected in two sites of non-adjacent teeth with PPD = 4 mm and BOP
(diseased sites) and from two proximal sites of non-adjacent teeth with PPD < 2 mm (healthy sites), at baseline
and 45 days after the completion of non-surgical treatment. Thus, 140 subgingival plaque samples, obtained
from 70 diseased sites and 70 healthy sites (46/24 from Down syndrome and Control group, respectively), were
evaluated.

After the removal of supragingival plague, subgingival plague samples were gathered by inserting a
sterile endodontic paper point for 30 s, placing the paper points in separate microtubes containing 100 uL of TE
buffer (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 7.6), which were stored at -80°C until use.

Absolute quantification of bacteria by gPCR

Genomic DNA from bacteria and subgingival plague samples was isolated and purified using kit
Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA, Madison, WI, USA) and was used as the template for real-
time polymerase chain reaction (QPCR). To establish the quantitative assay, plasmids containing the target genes
were used as standards. PCR amplicons for 16SrRNA gene of P. gingivalis, T. denticola and T. forsythia were
obtained, individually cloned in PCR 2.1 TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s
recommendations, and transformed in Escherichia coli DH5-a. After the growth of transformants, plasmids were
extracted using the PureLink Quick Plasmid Miniprep kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) **.

The standard curve with diluted plasmids that harbored a cloned copy of template DNA for P.

2
gingivalis W83, T. denticola ATCC 33520, and T. forsythia ATCC 43037 qPCR had a minimum R value of
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0.98, and the estimated amplification efficiency ranged from 97% to 102%. The seven standard dilutions (from
107 to 10" copies) were run in triplicate, and the subgingival samples were run in duplicate. The mean values of

target molecule numbers were used for analysis.

Quantitative PCR was carried out using the SYBR Green Power Kit (Applied Biosystems, Warrington,
UK). PCR reactions were set up in 96-well plates in a total volume of 22 pl, containing 11 pl of SYBR Green
mix, 1 pul of DNA sample, and 100 nM of each primer for P. gingivalis, T. denticola, and T. forsythia & % 13+ 1%,
The following thermal program was used: 95 °C for 10 min followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for
15 s, annealing at 60 °C for 1 min, and extension at 95 °C for 15 s. Melting curve analysis was carried out at 65—
95 °C to confirm that the PCR products from samples and reference plasmids had identical melting points. Data
were analyzed using the SDS 7500 Applied Biosystems software. The levels of red complex bacteria for each
site were expressed as the sum of the number of copies of 16SrRNA gene of each red complex microorganism
(P. gingivalis + T. denticola + T. forsythia). The sensitivity range of bacterial detection and quantification of the

gPCR technique used was 10107 bacteria for each of the periodontopathogens tested.

Statistical analysis

The unit for the analyses was the subject for demographic analysis and the site for the microbiological
analysis, and a was set on 0.05. The Shapiro-Wilk test was used to assess the distribution normality of
quantitative data. Data were categorized as “baseline” and “45 days after treatment”. Because the demographic
characteristics were distributed normally, Unpaired t-test was used to assess differences among the groups. The
¥ test was used to determine whether the groups were composed of the same proportion of males and females.

For site-based analyses, due of the absence of a normal distribution, comparisons between the Down
syndrome and control group were accomplished using Mann-Whitney U-Test. The Wilcoxon test was utilized to

assess differences between study periods.

Results

Demographic characteristics

The demographic characteristics and clinical data of the studied population are summarized in Table 1.
The Control group presents a higher mean age compared to the DS group (Unpaired t-test; p=0.001). No
statistically significant differences were observed among groups with regard to gender (% p=0.689). For the
full-mouth clinical parameters, probing depth, attachment level and bleeding on probing were similar (Unpaired
t-test; p=0.001). However, the parameters plaque and gingival bleeding were more prevalent in Down syndrome

patients than in the control group (Unpaired t-test; p<0.0001 and p=0.0090 respectively).

Clinical outcomes in the evaluated periods

The clinical parameters at sample-collected sites were similar in the Down syndrome and Control
groups in diseased and healthy sites for both periods (Mann-Whitney U-test, p>0.05; Table 2). The effects of
non-surgical periodontal therapy on the clinical parameters were evaluated in diseased sites and healthy sites
through comparisons before and 45 days after treatment (Table 2). Non-surgical periodontal therapy resulted in

a significant decrease in the clinical parameters of diseased sites for both groups (Down Syndrome and Control)
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at 45 days (Wilcoxon test, p<0.05; Table 2). There were no differences in clinical parameters in healthy sites
between baseline and 45 days after treatment for both groups. Therefore, the treatment was equally effective for

the Down syndrome and Control groups.

Periodontopathogens in Down syndrome and Control Group

To investigate the relationship between Down syndrome and the colonization of the oral cavity by
periodontopathogens, the quantitative P. gingivalis, T. forsythia, and T. denticola data were obtained from 70
diseased sites and 70 healthy sites (46/24 from Down Syndrome and Control Group, respectively), at baseline
and after 45 days of treatment. In regarding to diseased sites, no statistically significant differences were
observed among groups in the counts of P. gingivalis and T. forsythia at baseline. However, the levels of T.
denticola were significantly higher in the Down syndrome than in Control Group (Mann-Whitney U-test,
p=0.03; Table 3) at baseline. At 45 days after periodontal treatment, the levels of P. gingivalis, T. forsythia, and
T. denticola were significantly higher in the Down syndrome than in Control group (Mann-Whitney U-test,
p<0.0001, p=0.0003, and p=0.0007, respectively; Table 3). In regarding to healthy sites, no statistically
significant differences were observed between groups in the counts of T. denticola and T. forsythia at baseline.
However, the levels of P. gingivalis were significantly higher in the Down syndrome than in Control group
(Mann-Whitney U-test, p=0.0201; Table 3) at baseline. At 45 days after periodontal treatment, the levels of P.
gingivalis, T. forsythia, and T. denticola were significantly higher in the Down syndrome than in Control group
(Mann-Whitney U-test, p<0.0001, p=0.0043, and p<0.0001; respectively; Table 3).

Each intra-group comparison (among the study periods) revealed that the non-surgical periodontal
therapy did not reduce significantly the counts of 16SrRNA gene copies of the three investigated microorganisms
in the diseased sites of the Down syndrome group (Wilcoxon test, p>0.05; Table 3). Otherwise, the levels of P.
gingivalis, T. forsythia, and T. denticola were significantly lower 45 days after periodontal treatment in the
diseased sites of the Control Group (Wilcoxon test, p<0.05; Table 3). In regarding to healthy sites, it was
observed a reduction of all microorganisms evaluated 45 days after periodontal treatment in both groups
(Wilcoxon test, p<0.05; Table 3).

Discussion

Many studies have reported that DS individuals have an increased prevalence of periodontal disease
(PD) compared with otherwise chromosomally normal (euploid), age-matched control and other mentally
disabled patients of similar age distribution 3410612

Various periodontal pathogens exhibited a very early colonization on the Down’s syndrome children
compared to systemicaly healthy children with similar levels of gingival inflammation and plaque
accumulation®. It has also been reported that the same amount of plague accumulation gives rise to an earlier,
more rapid and more extensive gingival inflammation in the deciduous dentition in DS children compared to
normal control children 2. Thus, it was suspected that DS young adults would also have higher levels of
complex microflora with causative pathogens than non-DS subjects with similar dental plague levels’. In this
study, the DS population has an earlier age and aimost the same periodontal clinical data compared with the
controls (Table 1).
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Thefirst report, in 1968, found that 71% out of 41 institutionalized DS children (5 to 12 years) harbored
black-pigment Bacteroides (BPB) including P. gingivalis and P. intermedia 2. Two years later, another research
found no significant difference in BPB counts between age-matched DS and non-DS subjects (9 to 24 years), but
the BPB counts were significantly higher in institutionalized DS children than in DS children living at home®.
Several periodontal pathogens were found colonizing the oral tissues of children, adolescents and young adults
with Down syndrome, earlier and at higher levels, when compared to healthy individuals and subjects with

5,124

cerebral palsy

Recently, Martinez-Martinez et al. ® (2013) reported that Tannerella forsythia was the most frequent
bacteria detected in individuals with DS with and without periodontitis, followed by Treponema denticola and
Porphyromonas gingivalis. In this study, diseased sites showed no statistically significant differences between
the Down syndrome and control group in counts of P. gingivalis and T. forsythia at baseline. In agreement,
Reuland-Bosma et al. 2° (2001) comparing seventeen Down syndrome adults with moderate periodontitis which
received daily oral hygiene care performed by a caregiver and with a well-matched mentally disabled individuals
(control group) did not found statistically significant differences in the subgingival prevalence and culturable
proportions of P. gingivalis and T. forsythia. Even when the authors divided the Down syndrome group in “low-
risk” group and a “high-risk” group, no differences in the prevalence of distinct periodontopathic bacteria and
bacterial subgingival composition could be established. Another research using checkerboard DNA-DNA
hybridization found that most of the 40 subgingival bacterial species including the major periodontal pathogens
A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, P. intermedia, Parvimonas micra,
F. nucleatum and Campylobacter rectus were present at similar levels in adult Down syndrome subjects
compared with matched non-Down syndrome mentally disabled and mentally normal subjects®. Interesting fact,
mainly because individuals with Down syndrome show no statistically significant differences in Porphyromonas
gingivalis and Tannerella forsythia compared with individuals without Down syndrome, in agreement with this
study.

According to Amano et al. ° even in early childhood (2 to 4 years) in individuals with Down syndrome,
some periodontopathogens like Por phyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and Treponema denticola, were
detected. The number of species gradually increased with age, and all were most often detected between 11 and
13 years of age. In addition, Porphyromonas gingivalis, and Treponema denticola were not found between 2 and
13 years old children in control group. These findings suggest that individuals with Down syndrome experience
avery early colonization by periodontopathogens in their childhood and bacteria levels tend to increase over the
years. So, these findings may support the higher level of Treponema denticola found in the Down syndrome than

in Control group at baseline in the present study.

Notably, this study is the first one that quantifies the levels of Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia and Treponema denticola by qPCR and found significantly higher levels of these red complex
pathogens in the Down syndrome than in control group 45 days after non-surgical periodontal therapy.

Regarding to healthy sites at baseline, no statistically significant differences were found between groups

in the counts of T. denticola and T. forsythia. Although DS subjects generally develop an earlier and more
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extensive periodontal breakdown than those presented by subjects with mental disabilities, Amano et al. * (2001)
did not observe significant differences in the bacterial profiles comparing these two groups of patients.
Y amazaki-K ubota et al. % (2010) found a rate of 42.9% for P. gingivalis, 64.3% for A. actinomycetemcomitans,
35.7% for C. rectus and T. denticola in DS patients. Nevertheless, the detection rate of periodontopathic bacteria
in subgingival plaque in Down’'s syndrome patients wasn't statistically different compared to the control
subjects. Porphyromonas gingivalis is frequently detected in periodontally healthy people, and this colonization
of the oral cavity is necessary, but not sufficient, to induce periodontal disease®. However, the increase of P.
gingivalis is gradual and the prevalence is significantly high in Down syndrome. Although the periodontal
parameters in both groups were comparable in the present study, when we compared healthy sites in Down's
syndrome individuals and in control group it was observed a significantly higher count of this periodontal
bacteriain the DS group (p=0.0201). This finding suggests that host factor(s) are important in the induction and
progression of periodontal diseases, likely that gingival epithelial cells associated with DS are more sensitive to
P. gingivalis than those of healthy individual s ',

Comparing findings at baseline and 45 days after non-surgical periodontal treatment, in diseased sites of
the Down syndrome group, although there was a decrease in the count of T. denticola and T. forsythia, it was not
statistically significant. These observations are in agreement with finding by Cichon et a. ** who demonstrated
no statistically significantly difference in percentage of P. gingivalis, T. denticola and T. forsythia in individuals
with Down'’s syndrome compared with control subjects at baseline, and at 1, 4, and 12 weeks post treatment.
Otherwise, in this work, the levels of P. gingivalis, T. forsythia, and T. denticola were significantly lower at 45
days after periodontal treatment in the diseased sites of the Control group. Similar results were found by Finoti et
al. *® and Cugini et al. *®. Hanookai et al. % doing the counts of P. gingivalis and T. forsythia in samples obtained
from subgingival debridement in the deep pockets (5mm or more) at baseline, 1 and 4 weeks did not show
statistically significant difference. On the other hand, in one longitudinal study with five Down’s syndrome adult
patients with periodontitis placed on a recall visit schedule at 1, 3 and 6 months after treatment, the percentages
of detection of P. gingivalis and T. forsythia were reduced at 1 and 3 months after baseline (p<0.05). Six months
after treatment the percentage of detection was increased only for T. forsythia (p<0.05) *,

Regarding to healthy sites, at 45 days after periodontal treatment, the levels of Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia and Treponema denticola reduced significantly in both groups. Different
findings were found by Hanookai et al. ® who showed that the occurrence of P. gingivalis and T. Forsythia in
shallow periodontal sites (1 to 3 mm) at baseline, 1 and 4 weeks had no statistically significant difference in
Down syndrome patients. The results of the present investigation reinforced that patient collaboration with oral
hygiene and with the non-surgical treatment are essential factors to obtain a greatest reduction in specific

subgingival microbial species.
Conclusion

According to the data reported in this work, the maintenance phase of therapy might not have the magjor
effect in the count of red complex pathogens in diseased sites difference but have improved effect in healthy

sites, for Down syndrome patients. Nevertheless, the continual and effective oral hygiene can markedly delay
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subgingival establishment of pathogenic bacteria. Although, higher prevalence of periodontal disease in Down
syndrome subjects is, probably, related to the impaired host response and not to the occurrence of specific
periodontal pathogens. Perhaps, other associated factors might be the inability of remove the biofilm and
effectively control supragingival plague. Further studies could determine a better protocol for monitoring and

maintenance for improve periodontal health in Down syndrome with periodontal disease.
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Table 1. Demographic characteristics and mean (xSD) of full-mouth clinical parameters of the study

groups
Characteristics Groups
(mean values +SD) Down Syndrome Control Group p-value
n=23 n=12
Age (years) (1) 31.91 (5.85) 41.25 (£6.17) 0.001
Gender (M/F) 15/8 7/5 NS
Probing depth (mm) ()
Baseline 2.27 (+0.45) 2.29 (£0.45) NS
45 days 1.82 (£0.44) 1.57 (£0.21) NS
p-value 0.0012 0.0001
Attachment level (mm) (£
Baseline 2.33(x0.51) 2.47 (£ 0.48) NS
45 days 1.91 (£0.51) 1.74 (£0.34) NS
p-value 0.0084 0.0007
Plaque (%faces) 83.76 (£11.33) 48.51 (£19.54) <0.0001
Baseline 27.73 (x13.33) 15.57 (£10.15) 0,0158
45 days
p-value < 0,0001 0,0001
GB (%bsites)
Baseline 44.20 (+21.45) 25.57 (x12.10) 0.0090
45 days 10.29(+11.80) 6.85 (£7.40) NS
p-value < 0,0001 0,0004
BOP (%osites) 39.16 (+£20.75) 40.46 (£21.10) NS
Baseline 12.46 (+9.14) 8.76 (+5.93) NS
45 days
p-value <0,0001 0,0002

GB: Gingival bleeding and BOP: Bleeding on probing

p-value = Unpaired t-test for evaluation between Down Syndrome and Control Group for all variables, except

for gender it was used the Chi-squared test.
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Table 2. Clinical parameters (median; min-max) in both periodontal diseased groups (at baseline and 45
after treatment) at sample collected sites

Clinical Groups value*
Parameters Down syndrome Control P
PPD (mm)
Baseline 4.0 (4.0-5.0) 4.0 (4.0-5.0) NS
45 days 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-3.0) NS
p-value** <0.0001 <0.0001
"
D
@ CAL (mm)
g Baseline 4.0 (4.0-6.0) 4.0 (4.0-8.0) NS
§ 45 days 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-5.0) NS
) p-value** <0.0001 <0.0001
BOP (Y/N)
Baseline 41/5 18/6 NS
45 days 4/38 3/17 NS
p-value** <0.0001 <0.0001
PPD (mm)
Baseline 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) NS
45 days 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) NS
g p-value** NS NS
2 CAL (mm)
=  Baseline 1.0 (1.0-3.0) 1.0 (1.0-3.0) NS
% 45 days 1.0 (1.0-3.0) 1.0 (1.0-5.0) NS
p-value** NS NS
BOP (Y/N)
Baseline 2/44 0/24 NS
45 days 0/42 0/20 NS
p-value** NS NS

PPD=Probing Pocket Depth; CAL=Clinical Attachment Loss; BOP=Bleeding on Probing; NS: no significance

p-value* = Mann-Whitney for evaluation between the Down Syndrome and Control Group in each period
p-value** = Wilcoxon test for evaluation of each group between the different periods
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Table 3. Counts of 16SrRNA gene copies of microorganisms (median; min-max [x10%]) in samples obtained
from diseased and healthy sites in both periodontal diseased groups (at baseline and 45 after treatment)

Counts of Groups value*
16SrRNA Down syndrome Control P
P. gingivalis
Baseline 29.1 (0.9-65044.3) 18.5 (0.3-8635.8) NS
45 days 22.3(0.4-15397.2) 2.3(0.0-39.2) <0.0001
p-value** NS 0.0027
3
= T denticola
© Baseline 1358.2 (7.2-86392.2) 208.7 (2.95-62549.3) 0.03
§ 45 days 441.4 (2.4-53255.7) 4.4 (0.1-8605.1) 0.0003
.‘Oﬂ p-value** NS 0.0172
T. forsythia
Baseline 235.4 (1.4-23178.3) 55.9 (1.5-20160) NS
45 days 46.81 (0.1-20963.1) 4.4 (0.0-4906.5) 0.0007
p-value** NS 0.0240
P. gingivalis
Baseline 5.4 (0.3-7545,7) 1.3 (0.1-2407.9) 0.0201
45 days 2.2 (0.0-1849.9) 0.5 (0.0-48,2) <0.0001
“ p-value** 0.01 0.04
[<5]
2 T.denticola
= Baseline 16.9 (1.2-18609.9) 7.3 (0.1-9489.6) NS
% 45 days 7.1(0.2-11117.3) 2.3(0.0-21.9) 0.0043
p-value** 0.0267 0.0328
T. forsythia
Baseline 7.6 (0.1-19742.9) 4.7 (0.0-769.9) NS
45 days 3.5(0.1-16550.1) 0.2 (0.0-1.94) <0.0001
p-value** 0.0017 0.0014

p-value* = Mann-Whitney for evaluation between the Down Syndrome and Control Group in each period
p-value** = Wilcoxon test for evaluation of each group between the different periods
NS: no significance
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar se os niveis de algumas citocinas Thl, Th2 e Th17 no fluido gengival
(GCF) foi diferente entre os individuos com Sindrome de Down (SD) e individuos normais, ambos com doenca
periodontal (DP), em resposta a tratamento periodontal ndo-cirdrgico. Foram selecionados um total de 30
individuos, os quais foram divididos nos seguintes grupos: Grupo 1- Sindrome de Down com Doenga
Periodontal (SD) (n=20) e Grupo 2- N&o-sindrémicos com Doenca Periodontal (Controle) (n=10), antes (1) e
depois (F) do tratamento. Dependendo da normalidade dos dados, foram aplicados o teste-t de Student ou
Mann-Whitney para analisar as diferencas entre os grupos, e os teste-t de Student ou Wilcoxon para dados
pareados para analisar os diferentes periodos em ambos os grupos. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
A interleucina (IL)-12 (p70) ndo foi detectada nos sitios (sadios e doentes) do grupo controle. Nos sitios doentes,
foram observados maiores quantidades das citocinas IL-6, IFN-y, GM-CSF, TNF-a, IL-10 e IL-17A nos
individuos com SD em comparagdo com o grupo controle, antes e depois do tratamento. Nos sitios sadios, as
citocinas IL-6, IFN-y e IL-17A foram mais abundantes nos sindrémicos antes do tratamento, porém ap6s o
tratamento, somente a IL-17A foi maior nos individuos com SD. Concluindo, podemos sugerir que a resposta
imune dos individuos com SD com DP possui maiores concentracfes de Thl, Th2 e Th17 em sitios doentes do
que 0S cromossomicamente normais e, embora o tratamento periodontal nédo cirGrgico determine uma reducédo
das concentragdes de varias citocinas pro-inflamatdrias e melhora nos parametros clinicos, em ambos os grupos,
a resposta frente ao processo inflamatoério € mais intensa nos individuos com SD, explicando em parte, a alta

prevaléncia e severidade da doenca nesses individuos.

Palavra-Chave: sindrome de Down, Periodontite, Sistema Imunoldgico, Linfécitos T Auxiliares-
Indutores, Citocinas

Abstract

The aim of this study was to determine if the levels of some cytokines of the Th1, Th2 and Th17 cells in gingival
crevicular fluid (GCF) differed between subjects with Down syndrome (DS) and normal subjects, both with
periodontal disease (PD), in response to non-surgical periodontal therapy. Thirty individuals were divided into
the following groups: Group 1 - DS with PD (DS) (n=20) and Group 2 - Non-syndromic with PD (Control)
(n=10), before (I) and after therapy (F). According to the normality of the data, were applied the Student's t-test
or Mann-Whitney test to analyze differences between groups, and Student's t-test or Wilcoxon test for paired
data to analyze the different periods in both groups (¢=0.05). Interleukin (IL)-12 (p70) was not detected in
healthy and diseased sites in the control group. In the diseased sites, increased levels of IL-6, IFN-y, GM-CSF,
TNF-a, IL-17A and IL-10 were detected in individuals with DS compared with the control group before and
after the periodontal therapy. In healthy sites, IL-6, IFN-y and IL-17A cytokines were more abundant in DS
before the periodontal therapy. However, after the periodontal therapy, only IL-17A was higher in individuals
with DS. The results confirm that periodontal therapy effectively reduces clinical parameters in the DS group
and in the control group. Nevertheless, the levels of Thl, Th2 and Th17 cells at diseased sites were higher in DS
group than in chromosomally normal group. So, increased inflammatory mediator levels in CGF in DS
individuals, suggest that these patients might have a propensity to overproduce these cytokines, and may in part,

explaining the higher prevalence of Down syndrome to periodontal diseases.
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Introducéo

A Doenca Periodontal (DP) é uma doenca inflamatdria caracterizada pela destruicdo do periodonto e
eventual perda dentaria 1*. Muitos estudos tém relatado que os individuos com Sindrome de Down (SD) tém um
aumento da prevaléncia de doenca periodontal (DP) em comparacdo com individuos cromossomicamente
normais , pareados por idade, e com outros portadores de necessidades especiais 1% 37 3% 41 93106121 ' A Dp &
considerada como uma doenca multifatorial, podendo, nos individuos com SD, estar associada a fatores como
ma higiene bucal, a composicdo da placa subgengival e a deficiéncia na resposta imune frente ao processo
inflamatério 4,29, 74,79, 80, 96, 158.

Deficiéncias no sistema imune nos individuos SD incluem o desbalanco nas subpopulacdes de
linfécitos T, menor atividade de fagocitose por leucocitos, reducdo na quimiotaxia de neutréfilos, producdo
alterada de anticorpos , e maiores quantidades de mediadores inflamatérios na presenca da DP ° 4 2. 73.78. 8,
111, 141, 157.

Interessante ressaltar que no braco longo do cromossomo 21 existe um agrupamento de genes (cluster)
composto pelos genes IL10RB e IFNGR2 juntamente com o0s genes dos dois receptores do IFN-a, estando os
quatro genes orientados um em seguida do outro (tandem)**’. Pelo fato de possuirem um cromossomo 21 extra,
na presenca de DP, a expressdo génica de ILLORB mRNA ¢ maior nesses individuos, porém a expressdo do
IFNy mRNA tem se mostrado semelhante entre os grupos SD e Controle, ambos com DP % **°. J4 no timo de
individuos com Sindrome de Down, foi encontrada uma super expressao de citocinas como TNFa e IFNy
mRNA, o que poderia explicar uma anatomia anormal do timo e reduzido nimero de linfécitos T maduros,
resultando em uma resposta imune deficiente nesses individuos sindrémicos'®.

Os linfdcitos T helper (Th) sdo responsaveis pela resposta imune e podem se diferenciar em Thl, Th2,
Th17 e Treg que irdo mediar na inflamacdo, destruicdo tecidual e autoimunidade %. Algumas das citocinas
liberadas pelos linfocitos Thl (IL-1B, IL-6, 1L12, IFN-y, GM-CSF e TNF-a) e Th17 (IL-17) sdo conhecidas
como citocinas pro-inflamatorias, e as citocinas liberadas pelos linfocitos Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) sdo
conhecidas como citocinas anti inflamatérias™ ¢ 132 148172 Assim, como em qualquer doenca inflamatéria
cronica, as citocinas tem um papel importante no inicio, na progressdo e na modulacdo da resposta imune do
hospedeiro na doenca periodontal®® *"2. Desse modo, o desbalanco das quantidades dessas citocinas Thi, Th2 e
Th17 no tecido gengival e no fluido gengival crevicular podem causar reabsorcdo 6ssea e destruicdo do colageno
durante a evolucdo da inflamag&o periodontal .

A Interleucina 12 é produzida pelos macréfagos ativados e células dendriticas. Ela regula o balango
entre Thl e Th2 pela diferenciacdo de células T naive em células Th1l que sintetizam mdltiplas citocinas pro-
inflamatérias como IL-1p, IFN-y e TNF-a’®" 2 O Interferon-gama (IFN-y) é um potente ativador de
macrofagos, neutréfilos e pode estimular o desenvolvimento de células Thl sendo importante na reabsorgdo
6ssea®. As citocinas IL-1p e TNF-o também sdo potentes indutores da reabsorcdo 6ssea e inibidores da
formacdo 6ssea ** %, Essas citocinas pré inflamatérias séo liberadas principalmente por macréfagos ap6s
infeccdo bacteriana ou injdria no tecido “. Altas concentracdes dessas citocinas sdo capazes de estimular a

producdo e liberagcdo de outros mediadores inflamatérios como a IL-6 que atua como citocina pro e anti
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inflamatoria sendo capaz de induzir a diferenciacdo de células B, proliferacdo de células T e sintese de proteinas
de fase aguda ™ *°.

Outra citocina pro-inflamatoria é a IL-17 que estimula uma variedade de células a produzir mediadores
inflamatérios como IL-1, IL-6 e TNF-o " *2. Adicionalmente, a via de sinalizacdo da IL-17 também esta
associada na protecdo contra bactérias via recrutamento de fagdcitos, o que potencializa o processo de
destruicdo periodontal 2% ¥ 148 pertencente as citocinas pro-inflamatdrias, o Fator Estimulador de Colénias de
Granulécitos e Macrofagos (GM-CSF) é produzido principalmente por mondcitos/macréfagos, fibroblastos e
células endoteliais e desempenha um papel essencial na sobrevida dos neutrdfilos. Esta citocina atrasa a apoptose
dos neutréfilos resultando num aumento da funcdo fagocitaria nos tecidos gengivais de individuos com DP,
aumentando assim o potencial de inflamac&o na periodontite > %%,

Por outro lado, temos a IL-10 que é uma citocina anti-inflamatéria produzida principalmente por células
Th2, associada a baixa severidade da doenca periodontal®® **. Portanto, inibe principalmente a producdo de IFN-
y pelas células Thl além da sintese de outras citocinas como IL-1f, IL-6, e TNF-a. Adicionalmente, a IL-10
também é um estimulador de células B e pode inibir uma série de vias de sinalizacdo pro-inflamatoérias,
suprimindo a producdo de metaloproteinases e estimulando a producéo de osteoprotegerina, que é um inibidor
da reabsorcdo 6ssea> .

Portanto, podemos observar que o desbalango nas populacdes de células Thl, Th2 e Th1l7 pode
aumentar a severidade e estimular a progressdo de doencas inflamatérias, como a doenca periodontal. A
associacdo do sistema imune deficiente com os fatores etiolégicos da DP, nos individuos com SD, talvez possa
explicar a evolucdo rapida e a maior severidade desta doenca nesses pacientes. Desta forma, este estudo avalia
algumas citocinas das células Th1, Th2 e Th17 relacionando suas quantidades nos sitios doentes e sadios, antes e

depois do tratamento periodontal em individuos com Sindrome de Down com doenca periodontal.

Materias e Métodos

Delineamento do estudo e selecdo da casuistica

Os individuos com SD foram selecionados em Associacdes de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAES)
de Araraquara e regido (Sdo Carlos, Catanduva, Matdo e Taquaritinga), Associacdo de Sindrome de Down de
Séo José dos Campos (ASIN) e os ndo-sindrémicos, nas Clinicas de Periodontia e Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr —UNESP). Todos os individuos selecionados para compor a casuistica deste
estudo tiveram seu histérico médico e odontolégico avaliados. Os individuos com Sindrome de Down e
individuos nédo sindrémicos selecionados sdo de ambos os géneros e qualquer etnia, apresentando DP.

Foram excluidos individuos sem autorizacdo do cardiologista para realizagdo de procedimento
odontoldgico invasivo, com histéria de antibioticoterapia, que fizeram uso de antiinflamatérios e/ ou de
imunossupressores nos Ultimos 3 meses, com histdria de tratamento periodontal nos Gltimos 6 meses; alteracao
sisttmica ou alguma doenca infecciosa, gestantes, lactantes e os fumantes. Foram excluidos também os
individuos com SD do tipo mosaico.

Ap6s explicar de maneira acessivel, os objetivos da pesquisa aos individuos selecionados e seus
responsaveis, estes foram convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado

pelo Comité de Etica em Humanos da FOAr (nimero do protocolo 62/11- Anexo).
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Parametro clinico

Foram selecionados para este estudo um total de 30 individuos, os quais foram divididos nos seguintes
grupos: Grupo 1- Sindrome de Down com Doenca Periodontal (SD) (n=20) e Grupo 2- Nao-sindrémicos com
Doenca Periodontal (Controle) (n=10).

Foram considerados com doenca periodontal aqueles pacientes com profundidade de sondagem (PS)
>4mm, presenga de sangramento a sondagem (SS) e nivel de inser¢do (NI) >3mm em pelo menos oito sitios ou
mais ndo adjacentes™.

Os participantes desta pesquisa foram submetidos a um exame periodontal realizado por meio de secagem
prévia da regido com jato de ar, e uso de uma sonda periodontal milimetrada tipo Williams (Trinity-Campo
Mourdo, Brazil) espelho plano e pinca clinica, devidamente esterilizados. Este exame foi realizado por um Unico
examinador previamente calibrado e consistiu das seguintes avaliagdes: indice de placa visivel (IPV)?
Profundidade de sondagem (PS)*, Sangramento marginal (SM), sangramento & sondagem (SS) e Nivel de
insercdo (N1)®.

As analises foram realizadas em 6 sitios por dente: disto-vestibular, vestibular, mesio-vestibular, disto-
lingual, lingual e mesio-lingual nos parametros PS, NI e SS. Os outros parametros clinicos como IPV e SM
foram realizadas em 4 faces por dente: vestibular, lingual, mesial e distal.

Para evitar interferéncias devido a sondagem, a coleta inicial do fluido gengival crevicular foi realizada
uma semana ap6s o exame clinico periodontal por um Gnico pesquisador com a finalidade de diminuir possiveis

variac6es no método.

Tratamento periodontal ndo-cirdrgico

Todos os individuos participantes do estudo receberam tratamento periodontal nédo-cirdrgico (raspagem,
alisamento e polimento supragengival), que foi realizado por um Unico cirurgido-dentista especialista em
Periodontia, e receberam orientacdo de higiene bucal, sendo esta reforcada a cada consulta. Posteriormente a
raspagem supragengival e contando com a colaboracdo quanto a higienizacdo bucal, foram realizados a
raspagem e alisamento radicular subgengival. Apds o término do tratamento periodontal, a orientacdo de higiene
bucal foi reforcado nas consultas de manutencdo que foram agendadas a cada 15 dias, até totalizar 45 dias. Em
seguida, foi realizada nova coleta de fluido gengival crevicular nos mesmos sitios determinados para a coleta

inicial, e foi repetido 0 exame periodontal.

Selecéo dos sitios e coletas

Para as coletas inicial e final do fluido gengival, para ambos os grupos (individuos com SD e controle),
foram selecionados 3 sitios doentes com profundidade de sondagem entre 4 e 6 mm e perda de insercdo entre 3 e
4 mm; e 3 sitios sadios com profundidade de sondagem menor que 3 mm e com auséncia de perda de insercao,
em dentes diferentes, ndo-adjacentes. Previamente a coleta, foi removido o biofilme supragengival com gaze
esterilizado, a regido foi isolada com rolos de algoddo, e, cuidadosamente seca com suaves jatos de ar. O fluido
gengival foi coletado com o auxilio de um filtro especial (Periopaper - ProFlow Inc., Amityville, NY, USA) que
foi introduzido nos mesmos sitios selecionados para analise microbiolégica onde permaneceu durante 30

segundos.
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No caso de contaminagdo da amostra com sangue, esta foi descartada, o sangramento do sulco foi
controlado por irrigacdo com solucédo fisiolégica e nova coleta foi realizada apés 10 minutos. O volume de fluido
foi quantificado utilizando-se um equipamento especifico (Periotron 8000 - ProFlow Inc., Amityville, NY,
USA), e, em seguida a amostra foi armazenada em microtubos a seco a uma temperatura de -80°C para posterior
analise.

Anélise Imunolégica

As amostras de fluido gengival foram utilizadas para avaliagdo da quantidade das proteinas IL-1, IL-6,
IL-12 (p70), IFN-y, GM-CSF, TNF-0, IL-17A e IL-10. Para esta andlise foi utilizada a tecnologia Luminex,
utilizando um anticorpo e um recombinante protéico para as proteinas selecionadas do sistema Fluorokine MAP
Multiplex Human Cytokine Panel A (Bio-Plex system, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Uma
mistura das microparticulas diluidas (50 pL), a curva padrdo (50 L) e as amostras do fluido gengival diluidas 20
vezes (50 pL) foram pipetadas nos respectivos pocos da placa e incubadas por 2 horas. Apds a lavagem, um
coquetel especifico de anticorpos conjugado a biotina (50 pL) foi adicionado e incubado por mais uma hora a
temperatura ambiente. Apds nova lavagem, um conjugado estreptoavidina-ficoeritrina (50 pL) foi adicionado,
incubado por 30 minutos e as microparticulas foram suspensas em solucdo tampdo. Os resultados foram
calculados por meio de um software analisador de imagens (Bio-Plex Manager Software®, Bio-Rad

Laboratories, Hercules, California, USA). A concentracdo de citocinas foi expressa em pg/mL.

Anélise Estatistica

As condicbes de homogeneidade de variancias e normalidade dos residuos, antes e apds o tratamento
foram confirmadas pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. O programa utilizado para as
analises os dados foi o GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os dados demograficos e
clinicos, e o volume do fluido gengival crevicular tiveram uma distribuicdo normal. Para as citocinas, quando
necessario, os dados foram transformados em logaritmos decimais para a normalizagdo. Além disso, uma
correcdo dos graus de liberdade foi aplicada quando ocorreu heterogeneidade de variancias com normalidade dos
residuos. Assim, para a variavel género foi utilizado o teste Qui-quadrado e, para os dados clinicos, volume do
fluido gengival e dosagens de citocinas foi utilizado o teste-t de Student para analisar as diferencas entre 0s
grupos, e o teste-t de Student para dados pareados para analisar os diferentes periodos em ambos os grupos.
Quando os dados clinicos foram separados de acordo com a condicdo dos sitios (sadios e doentes), a
normalidade ndo pode ser provada mesmo com a transformacdo logaritmica. Neste caso, adotou-se o teste U de
Mann-Whitney para a comparacdo entre 0s dois grupos antes e ap6s o tratamento e o teste de Wilcoxon para
dados pareados para avaliar o efeito do tratamento sobre cada grupo. Para estudar a correlagdo da concentracdo
de cada citocina com a condicdo dos sitios (sadios e doentes) foram empregados os coeficientes de correlacdo de

Pearson. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

Resultados

Caracteristicas Demograficas
As caracteristicas demograficas e os dados clinicos estdo presentes na tabela 1. O grupo Controle

apresentou uma idade média maior do que o grupo Sindrome de Down (p=0,001). Em relacdo ao género, néo foi
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observada diferenca estatistica entre os grupos. Para profundidade de sondagem (PS) néo foi observada diferenca
estatistica entre 0s grupos nos momentos antes e 45 dias apds o tratamento periodontal. Porém, houve uma
reducdo da PS no grupo SD e controle depois do tratamento (p=0.0012 e p=0,001, respectivamente). O nivel de
insercdo (NI) também ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos, mas houve diferenca estatistica entre os
periodos tanto para o grupo SD quanto para o Controle (p=0,0084 e p=0,0007, respectivamente). O indice de
placa visivel foi maior para o grupo SD, tanto no inicio como ap6s o tratamento p<0,0001 e p=0,0158,
respectivamente) e, para ambos os grupos, o tratamento determinou uma reducdo significativa deste (p<0,0001).
Para a varidvel sangramento marginal, as analises demonstraram efeito significativo do periodo de avaliagdo,
sugerindo que o tratamento diminuiu as médias dos dois grupos (SD e controle; p<0,0001 e p=0,0004,
respectivamente), sem diferenca entre eles ap6s o tratamento. Para o sangramento a sondagem ndo houve
diferenca estatistica entre os dois grupos , porém o tratamento determinou reducdo deste, tanto no grupo SD

quanto no grupo Controle (p<0,0001 e p=0,0002, respectivamente).

Avaliacdo dos sitios selecionados nos diferentes periodos

Os parametros clinicos (PS, NI e SS) dos sitios coletados foram similares nos grupos SD e Controle
tanto para os sitios doentes como para os sadios em ambos 0s periodos (teste de Mann-Whitney, p>0,05; Tabela
2). Nos sitios doentes, o tratamento periodontal ndo cirdrgico resultou numa diminuicdo significante nos
parametros clinicos analisados em ambos 0s grupos (SD e Controle) (teste de Wilcoxon, p<0,05, Tabela 2). Para
0s sitios sadios, antes e 45 dias apds o tratamento, ndo houve diferenca para ambos 0s grupos. Assim,
observamos que o tratamento foi eficiente nos sitios doentes e manteve a salide periodontal nos sitios sadios, em

ambos o0s grupos SD e controle.

Volume do Fluido gengival crevicular e as Concentracfes das citocinas estudadas

Sitios doentes: antes e depois do tratamento

A citocina IL-12 (p70) ndo foi detectada nos sitios doentes do grupo Controle. Os individuos com SD
possuiam um maior volume de fluido gengival e maior concentragéo de citocinas (IL-6, GM-CSF, IFN-y, TNF-
a, IL-10 e IL-17A) em comparacdo com individuos do grupo Controle antes do tratamento periodontal (p<0,05;
Tabela 3 e Figura 1). A IL- 1B foi a Unica citocina que ndo apresentou diferenca na quantidade entre ambos 0s
grupos antes do tratamento.

Apos o tratamento, todas as citocinas (IL-1p,IL-6, IL-10, GM-CSF, TNF-a, IL-10 e IFN-y) tiveram uma
maior quantidade no grupo sindrémico em relacdo ao grupo Controle (p<0,05). Porém, o volume do fluido ndo
apresentou diferenca nos grupos estudados.

No grupo SD, o volume do fluido e as citocinas IL-1p e GM-CSF apresentaram uma diminuigéo
significante depois do tratamento (p<0,05). As citocinas IFN-y (r:0,65) e IL-10 (r:0,57) tiveram uma correlacdo
positiva entre antes e depois do tratamento (Tabela 6). Para o grupo Controle, apenas as citocinas IL-1p e IFN-y

apresentaram uma menor concentragao depois do tratamento (p<0,05).



54

Sitios sadios: antes e depois do tratamento

A citocina IL-12 néo foi detectada nos sitios sadios de pacientes do grupo Controle. Nos sitios sadios,
ndo foram encontradas diferengas nos volumes do fluido e nem nas concentracBes das citocinas (IL-1B, GM-
CSF, TNF-o e IL-10) em ambos os grupos. Somente as citocinas IL-6, IL-17A e IFN-y apresentaram
concentragdes maiores nos grupos com SD em comparagdo com 0s grupos controle antes do tratamento (p<0,05;
Tabela 4 e Figura 3). Apés o tratamento, apenas a citocina IL-17A tinha o dobra da quantidade nos sindrémicos
do que no grupo Controle.

No grupo SD, o volume do fluido e as concentracGes das proteinas ndo tiveram diferenca estatistica em
ambos os periodos. Observamos apenas uma correlacdo positiva para a IL-17 (r:0,73; Tabela 6). J& para o grupo
Controle, somente as citocinas IL-1p e GM-CSF tiveram uma redugdo na concentracdo destas proteinas depois
do tratamento (p<0,05). Para a citocina IL-6 podemos observar uma correlacdo positiva (r:0,89) nos periodos
estudados (Tabela 6).

Sindrome de Down: sitios doentes x sitios sadios em diferentes periodos avaliados

Antes do tratamento, o volume do fluido e as citocinas IL-1pB, IFN-y, GM-CSF, TNF-a e IL-17A tem
uma maior concentracgdo nos sitios doentes em comparagdo com os sitios sadios (p<0,05). Na IL-6 foi observada
uma correlacdo positiva (r:0,45) entre ambos os sitios antes do tratamento. Depois do tratamento, apenas a 1L-10
teve a sua concentracdo inalterada tanto nos sitios doentes quanto nos sitios sadios. O volume do fluido e as
outras citocinas IL-1p, IL-6, IL-12 (p70), IFN-y, GM-CSF, TNF-a e IL-17A tiveram uma maior concentracdo

em sitios doentes, com uma correlacéo positiva da IL-1p (r:0,50) (Tabela 6).

Controle: sitios doentes x sitios sadios em diferentes periodos avaliados

Antes do tratamento, o volume do fluido e as citocinas IL-1f, IL-17A e IFN-y tem maior quantidade
nos sitios doentes em comparagdo com os sitios sadios. Correlagdo positiva foi encontrada para a citocina IL-10
(r:0,74; Tabela 6). Depois do tratamento, observamos apenas que a IL-1p estava em uma maior quantidade nos
sitios doentes em comparacdo com os sitios sadios (p<0,05). Na citocina IL-17, uma correlagdo negativa foi

observada entre os sitios doente e sadio (r:-0,99; Tabela 6).

Discussao

Evidéncias crescentes mostram que a alta prevaléncia de DP em individuos com SD pode ser explicado
pela resposta deficiente do sistema imune frente ao processo inflamatério ** 12 29 9. 1%8. 168,173 ‘Njate estudo, as
citocinas produzidas pela células Thl (IL-1p, IL-6, IL-12, IFN-y, GM-CSF e TNF-a), Th2 (IL-10) e Th17 (IL-
17A) estdo em maior quantidade nos sitios doentes de individuos com SD com DP em comparagdo com o grupo
Controle, antes e ap6s o tratamento periodontal ndo cirdrgico. Eventualmente, o desbalanco desses mediadores
inflamatorios possam levar a uma maior severidade da DP nesses individuos com SD.

A Unica citocina ndo detectada nos pacientes do grupo Controle foi a IL-12 (p70) em ambos os sitios
(doentes e sadios) nem antes e nem depois do tratamento. A IL-12 é um heterodimero composto pelas
subunidades p35 e p40, os quais formam a IL-12 (p70) bioativa. Entretanto, a subunidade p40 pode ser um
antagonista da ligacdo entre o heterodimero 1L-12 (p70) e seu receptor, assim a razdo entre IL-12 (p70) e 0

homodimero p40 refletem a atividade total de IL-12 bioativa *. Como este, outros estudos também nio
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detectaram a IL-12 (p70) nos sitios doentes e sadios de pacientes com periodontite cronica > **°. Porém,
encontraram uma maior quantidade de IL-12 (p40) nos sitios doentes em comparacdo com 0s sitios sadios. Ja no
estudo de Orozco et al.*” foram encontradas menores quantidades dos dois tipos IL-12 (p40) e IL-12 (p70) nos
pacientes com periodontite em comparagdo com pacientes com gengivite. Neste estudo, esta citocina foi
detectada apenas no grupo SD e foi observada maior concentragdo nos sitios doentes em comparagdo com 0s
sitios sadios apenas depois do tratamento periodontal. Contudo, no Tsilingaridis et al."®® encontraram maiores
concentragdes de IL-12 nos pacientes com SD comparados com o grupo Controle. A ndo deteccdo da IL-12 nos
pacientes do grupo Controle pode indicar concentracfes inferiores a capacidade de detecgdo do método utilizado

1% os individuos controle

e, assim , pode-se sugerir que, como encontrado no estudo de Tsilingaridis et a
apresentam menor concentragdo dessa citocina do que os SD.

O Interferon (IFN)- y, produzido principalmente pelas células Thl estimuladas pela IL-12, foi detectado
em concentragdo 2,32 vezes maior em sitios doentes de pacientes do grupo SD quando comparado com o grupo
Controle, antes do tratamento. Resultados semelhantes foram observados por Tsilingaridis et al.™® que
detectaram 1,88 vezes mais IFN-y em pacientes com SD com gengivite comparados com pacientes Controle
com gengivite. Alguns estudos mostram auséncia de diferenca na concentragdo de IFN-y entre sitios doentes e
sitios sadios de pacientes com DP 1% ¥ 1% Em discordancia, este estudo encontrou maiores concentragdes nos
sitios doentes do grupo Controle antes do tratamento, porém, ap6s o tratamento ndo foram observados diferencas
nas concentracdes dessa citocina entre sitios doentes e sadios de pacientes controle. O mesmo ndo ocorreu para 0
grupo SD, as diferencas entre sitios permaneceram estatisticamente maiores nos sitios doentes mesmo depois do
tratamento. Além disto, esta citocina teve uma correlacdo positiva nos sitios doentes de pacientes SD nos
periodos estudados. Desta maneira, podemos sugerir que mesmo depois do tratamento, os individuos SD
necessitam de um tempo maior do que os individuos cromossomicamente normais para gue ocorra uma
regulacdo na producéo dessa citocina.

Além da IL-12, o IFN-y também estimula a producédo de IL-1p, IL-6 e TNF-a via diferenciacéo das
células Th1™. As citocinas IL-1p e TNF-a sdo amplamente estudadas por estarem ligadas a reabsorcéo 6ssea que
ocorre na doenca periodontal & ©7 84 105107, 113,135,151, 153, 155, 158, 172 A concentragdo da citocina IL-1B no sangue e
na cultura de células de individuos com SD, ndo tiveram diferencas em comparacdo com individuos
cromossomicamente normais > . Porém no fluido gengival, esta concentragdo foi maior em individuos com
SD com gengivite comparados com grupo controle com gengivite™. Concordando, com esses autores, o
presente estudo encontrou maiores concentracOes de IL-1f nos sitios doentes de individuos com SD comparados
com o grupo controle depois do tratamento. E interessante notar que esta citocina sempre esta em concentragdes
maiores durante a evolucdo da doenca periodontal sendo um bom indicativo do processo inflamatério’®®. Com
relacdo ao TNF-o, 0s estudos sd0 controversos sobre a sua concentracio que pode ser baixa no sangue?’, ndo ter
diferenca na cultura de células’® e ser alta no fluido gengival™ de individuos SD em comparacdo com
individuos cromossomicamente normais. Neste estudo, também encontramos maiores concentracdes nos sitios
doentes do que nos sitios sadios dos individuos com SD tanto antes quanto depois do tratamento em comparagdo
com o grupo controle. No grupo controle, as concentragdes desta citocina ndo sofreram alteracdo mesmo depois
do tratamento, de acordo com o estudo de Shimada et al.™®*. J4 no grupo SD, foi observado maiores

concentragdes nos sitios doentes do que nos sitios sadios, e sem diferenca ap6s o tratamento periodontal. Assim,
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a alta concentracdo observada de mais esta citocina pro-inflamatdria no grupo SD pode acarretar uma evolugédo
mais agressiva do processo inflamatério.

A citocina IL-6, é considerada uma citocina pro e anti inflamatéria, que no sangue de individuos com
SD foi encontrada em menores concentracdes em comparacéo com o grupo controle?’. No entanto, na cultura de

72, 158
D

células e no fluido gengival foram observadas em maior concentracdo nos S , resultados que estdo de

acordo com os observados neste estudo tanto para os sitios doente e como para os sadios, antes do tratamento.

Segundo Offenbacher et al.!®®, Becerik et al.’® e Shimada et al.'®

para os individuos cromossomicamente
normais, as concentragdes de IL-6 sdo baixas e as diferencas entre pacientes com periodontite e pacientes
periodontalmente saudaveis sdo bastante discretas. Porém, Johnson et al. (2004) observaram que as
concentracdes aumentavam de forma gradual ao aumento da profundidade de sondagem em sitios doentes de
pacientes com periodontite.

Nao foi encontrado na literatura nenhum estudo avaliando a citocina GM-CSF no fluido gengival de
individuos com SD com DP. Em individuos cromossomicamente normais, a concentracdo desta citocina nédo teve
diferenca antes e depois do tratamento periodontal em pacientes com periodontite cronica™. No presente estudo
a concentracdo dessa citocina foi maior em pacientes SD do que nos ndo sindrémicos apenas em sitios doentes e,
houve uma reducdo significativa apds o tratamento.

A Unica citocina anti-inflamatoria deste estudo é a IL-10 que apresenta uma maior concentracgao, tanto
em sangue quanto em fluido gengival, em individuos com SD em comparacdo com individuos
cromossomicamente normais®” **®. As concentragdes desta citocina também foram maiores nos sitios doentes
dos individuos com SD em comparagdo com o grupo Controle, e o tratamento ndo foi capaz de promover uma
reducdo significativa. No entanto, no tecido inflamado foram observados uma diminuicdo da expressdo génica da
IL-10 mRNA em pacientes com SD com DP em comparagdo com pacientes cromossomicamente normais>.

Finalmente, uma a citocina que apresentou bastante diferenca nas concentra¢cGes na comparacdo entre
grupos (SD e Controle) e entre sitios (doentes e sadios) foi a IL-17. Estes resultados discordam daqueles

encontrados por Tsilingaridis et al.**®

, que ndo observaram diferenca na concentracdo em individuos com SD
com DP em comparagdo com individuos normais com DP. Outro estudo com pacientes com periodontite, ndo
observou nenhuma diferenca entre os sitios doentes e sadios*®*. Porém, neste estudo observamos uma maior
concentracdo de IL-17 nos sitios doentes em comparacdo com os sitios sadios em pacientes com periodontite
antes do tratamento. Sua quantidade ap6s o tratamento esta inversamente proporcional entre os sitios doentes e

sadios no grupo Controle (r:-0.99). Adicionalmente, os achados de Shaker et al.**

mostraram que em pacientes
com periodontite esta concentracdo € maior em comparacdo com pacientes periodontalmente saudaveis. Assim,
podemos complementar que o grupo SD apresentou maiores concentragcfes de IL-17 em ambos os sitios (doentes

e sadios) em comparagdo com o grupo Controle.

Conclusao

As citocinas das células Thl, Th2 e Th17 sdo importantes na resposta imune frente a um processo
patol6gico. Concluindo, podemos sugerir que nos individuos com SD o sistema imune néo é eficiente na funcéo
e na producdo de mediadores inflamatérios. Notavelmente, podemos observar uma maior quantidade de
citocinas pro e anti inflamatérias (IL-1B, 1L-6, IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-17A e IL-10) no fluido gengival

desses individuos em comparagdo com os do grupo controle. Ap6s o tratamento periodontal, embora houvesse
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melhora nos parametros clinicos e reducdo na concentragdo de algumas citocinas, a maioria delas permaneceu

em altas concentracfes nos sitios doentes dos individuos com SD, o que demonstra que eles apresentam uma

resposta muito mais intensa frente ao processo inflamatorio, explicando em parte, a alta prevaléncia e severidade

da doenca periodontal em idades precoces.
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Figura 1 — Concentragdo das citocinas (pg/ml) IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 p(70), IL-17", GM-CSF, IFN-y e TNF-a nos sitios doentes (A:
sitios doentes antes e B: sitios doentes depois do tratamento) e nos sitios sadios (SA: sitios sadios antes e SB: sitios sadios depois do
tratamento) nos grupos Sindrome de Down (SD) e grupo Controle (C). Letras iguais para representar diferenca estatisticamente significante
(p<0,05). SDAXSDB (a); SDAXCA (b); SDAXSDSA (c); SDBXCB (d); SDBxSDSB (e); CAXCB (f); CAXCSA (g); CBxCSB (h);
SDSAXSDSB (i); SDSAXCSA (j); SDSBXCSB (I) e CSAXCSB (m).Diferengas nas concentracbes de cada citocinas entre as diferentes
comparagdes foram avaliadas pelo teste t de Student ndo pareado entre os grupos SD e C em cada periodo, e pelo teste t de Student pareado
entre os diferentes periodos em cada grupo (*p<0,05). Colunas: concentragdo da citocina (pg/ml). Barras: desvio padréo.



Tabela 1. Caracteristicas Demogréficas e as médias (+DP) dos paradmetros clinicos dos grupos estudados
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Caracteristicas Grupos
(Média +DP) Sindrome de Down Controle Valor de p*
n=20 n=10
Idade (anos) (t) 31,91 (45,85) 41,25 (£6,17) 0,001
Género (M/F) 12/8 6/4 NS
PS (mm) (£)
Antes 2,27 (£0.45) 2,29 (+0.45) NS
Depois 1,82 (+0.44) 1,57 (£0.21) NS
valor de p** 0,0012 NS
NI (mm) (%)
Antes 2,33 (£ 0,51) 2,47 (£ 0,48) NS
Depois 1,91 (+0,51) 1,74 (+0,34) NS
valor de p** 0,0084 0,0007
IPV (%faces)
Antes 83,76 (+11,33) 48,51 (+19,54) <0,0001
Depois 27,73 (£13,33) 15,57 (£10,15) 0,0158
valor de p** < 0,0001 0,0001
SM (%faces)
Antes 44,20 (£21.45) 25,57 (x12,10) 0,0090
Depois 10,29(+11.80) 6,85 (£7,40) NS
valor de p** < 0,0001 0,0004
SS (%esitios)
Antes 39,16 (+20,75) 40,46 (+21,10) NS
Depois 12,46 (£9,14) 8,76 (£5,93) NS
valor de p** < 0,0001 0,0002

PS: Profundidade de sondagem; NI: Nivel de insercdo; IPV: indice de placa visivel; SM: Sangramento marginal

e SS: Sangramento a sondagem.

valor de p* = Teste-t ndo pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle, exceto o género, o qual

foi utilizado o teste Qui-quadrado.

valor de p** = Teste-t pareado para analisar 0s grupos Sindrome de Down e Controle em diferentes periodos,
exceto o género, o qual foi utilizado o teste Qui-quadrado.
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Tabela 2 — Parametros clinicos (mediana; min-max) em ambos os grupos com doenca periodontal (antes e

depois do tratamento) dos sitios coletados.

Pardmetros valor de p*
Clinicos Sindrome de Down Controle P
PS (mm)
Antes 4.0 (4.0-5.0) 4.0 (4.0-5.0) NS
Depois 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-3.0) NS
valor de p** <0.0001 <0.0001
(%]
[<5]
g NI(mm)
O  Antes 4.0 (4.0-6.0) 4.0 (4.0-8.0) NS
&  Depois 3.0 (1.0-6.0) 2.0 (1.0-5.0) NS
5 valor de p** <0.0001 <0.0001
SS (S/N)
Antes 41/5 18/6 NS
Depois 4/38 3/17 NS
valor de p** <0.0001 <0.0001
PS (mm)
Antes 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) NS
Depois 1.0 (1.0-2.0) 1.0 (1.0-2.0) NS
valor de p** NS NS
3
S NI (mm)
@ Antes 1.0 (1.0-3.0) 1.0 (1.0-3.0) NS
§ Depois 1.0 (1.0-3.0) 1.0 (1.0-5.0) NS
n valor de p** NS NS
SS (S/N)
Antes 2/44 0/24 NS
Depois 0/42 0/20 NS
valor de p** NS NS

PS: profundidade de sondagem; NI: nivel de insercdo; SS: sangramento a sondagem; NS: ndo significante

p-value* = teste de Mann-Whitney para avaliar diferenca entre Sindrome de Down e Controle em cada periodo.
p-value** = teste de Wilcoxon test para avaliar cada grupo em diferentes periodos.



Tabela 3 — Volume de fluido gengival crevicular (uL) e a concentragdo de citocinas (pg/mL) encontradas nos

sitios doentes dos grupos estudados antes e depois do tratamento

Sindrome de Controle valor de p*
Down
Fluido gengival Antes 0,95 (+0,40) 0,65 (+0,38) 0,0373
Depois 0,70 (x0,31) 0,53 (x0,30) NS
crevicular(uL)
valor de p** 0,0114 NS
IL-12 (p70) (pg/mL) Antes 0,15 (x0,07) <OR -
Depois 0,16 (x0,13) <OR -
valor de p** NS -
IFN-y (pg/mL) Antes 4,04 (+£3,82) 1,74 (£1,12) 0,0046
Depois 3,64 (£3,00) 0,54 (+,55) <0,0001
valor de p** NS 0,0213
IL-18 (pg/mL) Antes 37,05 (£18,32) 30,81 (+£18,43) NS
Depois 25,03 (£17,39) 11,86 (x7,17) 0,0493
valor de p** 0,0190 0,0241
(5]
§ TNF-a (pg/mL) Antes 0,78 (x0,31) 0,50 (0,20) 0,0073
g Depois 0,66 (+0,29) 0,24 (x0,14) <0,0001
= valor de p** NS NS
n
IL-6 (pg/mL) Antes 5,19 (£6,79) 0,38 (£0,25) <0,0001
Depois 3,12 (£3,35) 0,39 (+0,56) <0,0001
valor de p** NS NS
GM-CSF (pg/mL) Antes 1,66 (+0,50) 0,71 (x0,39) <0,0001
Depois 1,24 (+0,70) 0,42 (+,18) 0,03
valor de p** 0,04 NS
IL-10 (pg/mL) Antes 0,86 (+0,66) 0,26 (£0,13) 0,0052
Depois 0,71 (x0,46) 0,20 (x0,15) 0,0086
valor de p** NS NS
IL-17A (pg/mL) Antes 0,54 (£0,24) 0,34 (x0,17) 0,03
Depois 0,49 (+0,26) 0,14 (+0,08) 0,07
valor de p** NS NS

63

p-value* = teste t de Student ndo pareado para avaliar diferenca entre Sidrome de Down e Controle em cada
periodo. p-value** = teste t de Student pareado para avaliar cada grupo em diferentes periodos.
NS: ndo significante; OR: out of range
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Tabela 4 — Volume de fluido gengival crevicular (uL) e a concentracdo de citocinas (pg/mL) encontradas nos
sitios sadios dos grupos estudados antes e depois do tratamento

Sindrome de Controle valor de p*
Down

Fluido gengival Antes 0,28 (+0,21) 0,25 (%0,15) NS
Depois NS

crevicular( L) P 0,29 (£0,19) 0,25 (£0,17)
valor de p** NS NS

IL-12 (p70) (pg/mL)  Antes 0,11 (+0,06) <OR -
Depois 0,08 (+0,03) <OR -
valor de p** NS -

IFN-y (pg/mL) Antes 1,84 (£1,62) 0,66 (+0,40) 0,0192
Depois 1,40 (x1.17) 0,45 (+0,50) NS
valor de p** NS NS

IL-1 B (pg/mL) Antes 11,04 (£7,85) 11,00 (£7,43) NS
Depois 9,79 (£8,11) 5,53 (£3,01) NS
valor de p** NS 0,0114

% TNF-a (pg/mL) Antes 0,42 (+0,26) 0,32 (£0,19) NS
it Depois 0,35 (+0,24) 0,19 (+0,06) NS
g valor de p** NS NS

n

IL-6 (pg/mL) Antes 2,40 (£2,43) 0,70 (£1,32) 0,0018
Depois 1,45 (x2,11) 0,51 (+0,65) NS
valor de p** NS NS

GM-CSF (pg/mL) Antes 0,52 (+0,29) 0,43 (£0,14) NS
Depois 0,56 (£,32) 0,25 (£,09) NS
valor de p** NS 0,009

IL-10 (pg/mL) Antes 0,81 (+0,64) 0,43 (%0,35) NS
Depois 0,65 (+0,43) 0,32 (£0,13) NS
valor de p** NS NS

IL-17A (pg/mL) Antes 0,25 (+0,13) 0,14 (x0,1) 0,04
Depois 0,20 (x0,1) 0,10 (+0,05) 0,02
valor de p** NS NS

p-value* = teste t de Student ndo pareado para avaliar diferenca entre Sidrome de Down e Controle em cada
periodo.

p-value** = teste t de Student pareado para avaliar cada grupo em diferentes periodos.

NS: néo significante; OR: out of range
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Tabela 5 — Comparacédo entre os sitios doentes e sadios para volume de fluido gengival crevicular (uL) e
concentracdo de citocinas (pg/mL) de acordo com o grupo e periodo de andlise

Sindrome de Down controle
doente sadio Valoi de doente sadio Valoi de

Fluido Antes 0,95 (0,40) 0,28 (£0,21) <O,r())001 0,65 (+0,38) 0,25 (0,15) 0,(?038
gengival Depois 0,70 (+0,31) 0,29 (+0,19) <0,0001 0,53 (+0,30) 0,25 (+0,17) NS
crevicular(uL)
IL-12 (p70) Antes 0,15 (+0,07) 0,11 (+0,06) NS <OR <OR -
(pg/mL) Depois 0,16 (+0,13) 0,08 (+0,03) 0,022 <OR <OR -
IFN-y Antes 4,04 (+3,82) 1,84 (+1,62) 0,006 1,74 (£1,12) 0,66 (£0,40) 0,01
(pg/mL) Depois 3,64 (+3,00) 1,40 (x1.17) 0,01 0,54 (%,55) 0,45 (+0,50) NS
IL-1p Antes  37,05(x18,32) 11,04(+7,85) <0,0001 30,81(+18,43) 11,00(x7,43) 0,0035
(pg/mL) Depois  25,03(x17,39) 9,79 (+8,11) 10,0008 11,86 (+7,17) 5,53 (+3,01) 0,037
TNF-o Antes 0,78 (+0,31) 0,42 (x0,26) <0,0001 0,50 (+0,20) 0,32 (+0,19) NS
(pg/mL) Depois 0,66 (+0,29) 0,35 (+0,24) 0,0001 0,24 (0,14) 0,19 (+0,06) NS
IL-6 (pg/mL)  Antes 5,19 (+6,79) 2,40 (+2,43) NS 0,38 (¢0,25) 0,70 (£1,32) NS

Depois 3,12 (+3,35) 1,45(+2,11) 0,023 0,39 (x0,56) 0,51 (+0,65) NS
GM-CSF Antes 1,66 (+0,50) 0,52 (¢0,29) <0,0001 0,71 (%0,39) 0,43 (+0,14) NS
(pg/mL) Depois 1,24 (+0,70) 0,56 (+,32) 0,001 0,42 (+,18) 0,25 (+,09) NS
IL-10 Antes 0,86 (+0,66) 0,81 (x0,64) NS 0,26 (+0,13) 0,43 (+0,35) NS
(pg/mL) Depois 0,71 (+0,46) 0,65 (+0,43) NS 0,20 (x0,15) 0,32 (0,13) NS
IL-17A Antes 0,54 (+0,24) 0,25 (x0,13) 0,0002 0,34 (x0,17) 0,14 (0,1) 0,01
(pg/mL) Depois 0,49 (+0,26) 0,20 (+0,1)  0,0022 0,14 (+0,08) 0,10 (+0,05) NS

p-value* = teste t de Student ndo pareado para avaliar os sitios doentes e sadios em cada grupo em diferentes

periodos.

NS: ndo significante; OR: out of range
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Tabela 6 — Coeficiente de correlacdo (valor de p) comparacdes das quantidades das citocinas transformadas em logl0 entre os sitios doentes e saudaveis dos grupos

estudados.
Sindrome de Down Controle

Citocinas doente sadio antes depois doente sadio antes depois

antes x depois antes x depois doente x sadio doente x sadio antes x depois antes x depois doente x sadio doente x sadio
IL-12 (p70) 0,45 (0,08) 0,16 (0,59) 0,034 (0,91) 0,09 (0.77) - - - -
IFN-y 0,65 (0,01) 0,22 (0,86) -0,02 (0,96) 0,16 (0,75) -0,28 (0,55) 0,89 (0,30) 0,12 (0,78) -0,93 (0,06)
IL-1p 0,32 (0,15) 0,01 (0,74) 0,38 (0,07) 0,50 (0,02) 0,08 (0,85) 0,64 (0,09) 0,14 (0,67) 0,68 (0,06)
TNF-a 0,36 (0,10) 0,18 (0,48) 0,25 (0,26) 0,38 (0,11) -0,63 (0,13) 0,47 (0,43) 0,01 (0,98) 0,78 (0,21)
IL-6 0,29 (0,19) 0,20 (0,42) 0,45 (0,03) 0,39 (0,10) 0,32 (0,44) 0,89 (0,04) 0,44 (0,24) 0,48 (0,41)
GM-CSF 0,16 (0,52) 0,06 (0,82) -0,11 (0,64) 0,44 (0,09) -0,59 (0,60) 0,82 (0,18) -0,31 (0,55) 0,96 (0,17)
IL-10 0,57 (0,01) 0,10 (0,68) 0,09 (0,69) 0,22 (0,35) 0,49 (0,27) 0,74 (0,26) 0,74 (0,02) 0,57 (0,43)
IL-17A 0,43 (0,09) 0,73 (0,03) 0,34 (0,22) 0,58 (0,08) -0,29 (0,64) -0,05 (0,94) 0,00 (0,99) -0,99 (0,01)

Concentracdo das citocinas transformadas em log10. Distribuicdo normal para todas as citocinas,
valores estatisticamente significantes.

assim foi aplicada a correlagcdo de Person (p<0,05). Em negrito, estdo os
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Resumo

A prevaléncia de Doenca Periodontal (DP) nos individuos com Sindrome de Down (SD) é muito maior
em comparac¢do com individuos cromossomicamente normais. Uma das formas para se avaliar a progressao desta
doenca é a utilizacdo da saliva. Até 0 momento, ndo ha consenso na literatura sobre a influéncia das alteracGes na
composicdo da saliva e nos altos indices de doenca periodontal em individuos SD. Portanto, o objetivo deste
trabalho é identificar as proteinas salivares pela técnica de espectrofotometria de massa e comparar 0s niveis
destas proteinas salivares em individuos com SD e em individuos normais, ambos com doenca periodontal, bem
como, avaliar os efeitos do tratamento periodontal sobre esses niveis. Foram selecionados para este estudo um
total de 30 individuos, os quais foram divididos nos seguintes grupos: Grupo 1- Sindrome de Down com Doenca
Periodontal (SD) (n=20) e Grupo 2- N&o-sindrémicos com Doenca Periodontal (Controle) (n=10), antes (I) e
depois do tratamento periodontal ndo-cirdrgico (F). Menor fluxo salivar foi observado em individuos com SD
em comparagdo com o grupo Controle mesmo depois do tratamento periodontal. Ndo foram observadas
diferencas no pH salivar em ambos os grupos e periodos analisados. Num total de 69 diferentes proteinas
identificadas 53 proteinas foram encontradas no grupo SDI , 48 proteinas no grupo SDF, 55 proteinas no grupo
Cl e 48 proteinas no grupo CF. Quatro proteinas foram especificas para o grupo SDI, duas proteinas para o grupo
SDF, cinco proteinas para o grupo Cl e apenas uma proteina para o grupo CF. Porém, a DP nédo pode ser
quantificada por apenas um marcador protéico, considerando que o processo inflamatério tem carater
multifatorial e ndo tem uma progressdo padronizada para todos os pacientes. Conclui-se que tais biomarcadores
podem ser considerados desde que sejam utilizados num conjunto de biomarcadores para monitorar a evolugéo e
progressdao da DP que acomete os pacientes com SD, assim, podem melhorar e individualizar o tratamento

periodontal para cada paciente.

Palavra-Chave: sindrome de Down, Proteinas e Peptideos Salivares, Periodontite

Abstract

Subjects with Down syndrome (DS) have a high prevalence of periodontal disease (PD). Saliva is one of the
major human fluids and may be useful to monitor a patient’s current periodontal status. So, the aim of this study
is to quantify the proteome composition of the saliva in individuals with DS and normal subjects, both with PD,
in response to non-surgical periodontal therapy. Thirty individuals were divided into the following groups:
Group 1 - Down syndrome with Periodontal disease (DS) (n=20) and Group 2 - Non-syndromic with Periodontal
Disease (Control) (n=10) before (I) and after therapy (F). Saliva proteins were subjected to liquid
chromatography eletrospray ionization mass spectrometry for identification, characterization and quantification.
No statistically significant difference was observed in the salivary pH in both groups even after periodontal
therapy. The salivary flow rate of the Downs’s syndrome subjects was significantly lower (p<0.05) than that of
control group, in both periods. Sixty-nine proteins were identified; 53 proteins were detected in the DSI group,
48 in the DSF group, 55 in the CI group and 48 in the CF group. Four proteins were exclusively detected at DSI
group, 2 proteins at DSF group, 5 proteins at Cl group and only one protein at CF group. Some of the proteins,
specially the immune response proteins, were more abundant in the Down syndrome individuals than control
patients, after the periodontal therapy. However, a single marker protein can’t quantify the progression of PD,

whereas the inflammatory process is complex and most likely varies from individual to individual. It is
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suggested that the set of biomarkers can be used to monitoring the progression of PD in Down syndrome patients

and can improve and customize periodontal therapy for each patient.

Key Words: bown syndrome, Periodontitis, Salivary Proteins and Peptides

Introducéo

A saliva total é uma solugdo aquosa hipoténica complexa que inclui a secrecdo de glandulas salivares
maiores e menores, fluido crevicular, secrecdes brdnquicas, plasma, células epiteliais descamadas e bactérias .
Para a manutencdo da salde dos tecidos bucais contem proteinas, peptideos, enzimas, fatores de crescimento e
outros componentes *°.

Como a saliva total é formada por constituintes originarios de fontes local e sistémica e sua coleta é
realizada por métodos néo invasivos e de facil execucdo *’*, muitos de seus componentes tem sido pesquisados e
estdo contribuindo no diagnéstico de doengas sistémicas, como o cancer de mama ** "%, Diabetes Mellitus ™,

7,174

Sindrome de SJogren e Fibrose Cistica ®, bem como de algumas patologias bucais, como liquen plano **°,

91,94 ea doenga periOdontal 19, 59, 64, 75, 114, 137, 166.

cancer bucal ***" incluindo a cérie dentaria

A prevaléncia de doenca periodontal (DP) em adolescentes com Sindrome de Down (SD) é de 30% a
40%, sendo que em individuos com aproximadamente 30 anos a prevaléncia aumenta para cerca de 60 a 100% "
120 Individuos com SD apresentam uma destruicdo periodontal severa quando comparados com individuos
normais com o mesmo nivel de higiene bucal *. Anormalidades no sistema imune desses individuos, como
desbalango nas subpopulacdes de linfécitos T e menor atividade de fagocitose por leucdcitos resultando em uma

reducdo na quimiotaxia de neutréfilos  ** 8 8

, podem contribuir para o desenvolvimento da DP , muito
frequente em individuos com SD comparado com individuos saudaveis ' '**. Na saliva foram encontradas
algumas alteracGes no metabolismo do ducto e/ou das células acinares das glandulas salivares, que reflete em
maiores concentragdes de sédio, proteina total e em maior capacidade tampao “°. Além disso, os SD apresentam
menor concentracdo de potassio, menor fluxo salivar e reduzida atividade das enzimas amilase e peroxidase, do
que os individuos normais **°. Contudo, ndo h4 consenso na literatura sobre essas alteraces na composicio da

saliva e com relacéo a sua influéncia sobre os altos indices de doenca periodontal nos individuos SD % %% 2. %0

121, 138-140, 165, 170

Apesar da saliva possuir biomarcadores tanto locais quanto sistémicos da doenca periodontal 22 3% 0 64

114, 125, 136, 174 70, 75, 137, 166

e de existirem varios estudos avaliando os componentes protéicos da saliva , a
composicdo proteica da saliva, assim como, a sua diferenca de abundancia antes e depois do tratamento
periodontal. em individuos com SD com DP ainda esta incerta., Portanto, o objetivo deste trabalho é identificar
as proteinas salivares e comparar os niveis destas proteinas em individuos com SD e individuos normais, ambos

com doenca periodontal, bem como, avaliar os efeitos do tratamento periodontal sobre esses niveis.

Materias e Métodos

Delineamento do estudo e selecdo da casuistica
Os individuos com SD foram selecionados em AssociacOes de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAES)

de Araraquara e regido (Sdo Carlos, Catanduva, Matdo e Taquaritinga), Associacdo de Sindrome de Down de
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Sdo José dos Campos (ASIN) e os ndo-sindrémicos, nas Clinicas de Periodontia e Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr —UNESP). Todos os individuos selecionados para compor a casuistica deste
estudo tiveram seu histérico médico e odontolégico avaliados. Os individuos com Sindrome de Down e
individuos nédo sindrémicos selecionados foram de ambos os géneros e qualquer etnia, apresentando DP.

Foram excluidos individuos sem autorizacdo do cardiologista para realizacdo de procedimento
odontoldgico invasivo, com histéria de antibioticoterapia, que fizeram uso de antiinflamatérios e/ ou de
imunossupressores nos Ultimos 3 meses, com histéria de tratamento periodontal nos Gltimos 6 meses; alteracdo
sistémica ou alguma doenca infecciosa, gestantes, lactantes e fumantes. Foram excluidos também os individuos
com SD do tipo mosaico.

Apo6s explicar de maneira acessivel, os objetivos da pesquisa aos individuos selecionados e seus
responsaveis, estes foram convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado

pelo Comité de Etica em Humanos da FOAr (nimero do protocolo 62/11- Anexo).

Parametros clinicos

Foram selecionados para este estudo um total de 30 individuos, os quais foram divididos nos seguintes
grupos: Grupo 1- Sindrome de Down com Doenca Periodontal (SD) (n=20) e Grupo 2- N&o-sindrébmicos com
Doenca Periodontal (Controle) (n=10).

Foram considerados com doenca periodontal aqueles pacientes com profundidade de sondagem (PS)
>4mm, presenga de sangramento a sondagem (SS) e nivel de inser¢do (NI) >3mm em pelo menos oito sitios ou
mais ndo adjacentes **%

Os participantes desta pesquisa foram submetidos a um exame periodontal realizado por meio de secagem
prévia da regido com jato de ar, € uso de uma sonda periodontal milimetrada tipo Williams (Trinity-Campo
Mour&o, Brazil) espelho plano e pinga clinica, devidamente esterilizados. Este exame foi realizado por um Unico
examinador previamente calibrado e consistiu das seguintes avaliacdes: indice de placa visivel (IPV) 3,
Profundidade de sondagem (PS) %, Sangramento marginal (SM), sangramento & sondagem (SS) e Nivel de
insercdo (NI)®.

As analises foram realizadas em 6 sitios por dente: disto-vestibular, vestibular, mesio-vestibular, disto-
lingual, lingual e mesio-lingual nos parametros PS, NI e SS. Para os outros parametros clinicos como IPV e SM
foram realizadas em 4 faces por dente: vestibular, lingual, mesial e distal.

Uma semana apds o exame clinico periodontal foi realizada a coleta da saliva e foi iniciado o tratamento
periodontal ndo-cirargico (raspagem, alisamento e polimento supragengival).

Todos os individuos participantes do estudo receberam tratamento periodontal basico, que foi realizado
por um Unico cirurgido-dentista especialista em Periodontia, e receberam orientacdo de higiene bucal, sendo esta
reforcada a cada consulta. Posteriormente a raspagem supragengival e contando com a colaboracdo quanto a
higienizacdo bucal, foi realizada a raspagem e alisamento radicular subgengival. Apds o término do tratamento
periodontal, a orientagdo de higiene bucal foi reforcado nas consultas de manutencdo que foram agendadas a

cada 15 dias, até totalizar 45 dias. Em seguida, foi realizada nova coleta da saliva e exame periodontal.

Coleta de Saliva para Analise das Proteinas Salivares
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Para evitar interferéncias devido a sondagem, as coletas da saliva foram realizadas uma semana apés o

exame clinico periodontal e 45 dias apds o tratamento periodontal béasico.

A saliva foi coletada entre 9 e 11 horas da manhd para minimizar o efeito do ciclo circadiano. Os
participantes da pesquisa estavam em jejum por um periodo minimo de 2 horas. A coleta foi realizada aplicando-
se ligeira sucgdo com o auxilio de um sugador & véacuo portatil da marca ASPIRAMAX MA-520 12V® (NS
Industria De Aparelhos Médicos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) sendo desprezada a saliva dos primeiros 10
segundos, e entdo foi realizada a coleta por 5 minutos para a mensuragdo do fluxo salivar. Apés este periodo, a
amostra foi coletada até se atingir 3,5 mL de saliva. Durante o periodo da coleta, 0 paciente estava

confortavelmente sentado.

O pH salivar foi mensurado utilizando-se um pHmetro portatil digital (Qualxtron modelo 8010, Sao
Paulo, SP, Brasil). Antes de iniciar as medic¢Ges de pH, o pHmetro foi calibrado com solucgdes padrdo de pH nos
valores de 7,00 e 4,00.

A saliva foi mantida em gelo seco, transportada até o laboratério, separada em aliquotas, e armazenada a -

80°C para posterior analise.

Anélise da Saliva

A concentracdo de proteina total da saliva dos grupos estudados (SDI= Sindrome de Down inicial;
SDF= Sindrome de Down 45 dias apés o tratamento; Cl= Controle inicial e CF= Controle 45 dias ap6s o
tratamento) foi estimada pela técnica do &acido bicinconinico (mBCA - Thermo Fisher Pierce, Rockford, IL,
USA). Foi realizado um pool com quantidades iguais de proteinas de cada paciente para que totalizasse 20ug
para cada grupo estudado. Em seguida, as amostras foram secas com a ajuda de um aparelho evaporador
rotacional (Vacufuge™, Eppendorf AG, Barkhausenweg, HH, DEU) por 2 horas. Foi adicionado, 50 pL da
solugdo 4M urea+10mM DTT (dithiothreitol)+50mM NH4HCO3 com pH=7,8 e incubado por 1 hora a
temperatura ambiente. A digestdo foi realizada adicionando-se 150 uL de 50mM NH4HCO3 com pH=7,8 e 5%
em peso de tripsina (Promega, Madison, WI, USA) para os 4 grupos. Para otimizar a digestdo, as amostras foram

incubadas por um periodo de 24 horas a 37°C em banho maria.

Cromatografia Liquida Tandem Espectrometria de Massas (LTQ-Velos, Thermo Scientific)
A separacdo dos peptideos e as analises espectrométricas foram feitas utilizando nano-HPLC Proxeon
(Thermo Scientific, Sao Jose, CA, EUA), a qual permite cromatografia liquida in-line com a coluna capilar. Esta
coluna era de 75 mm x 610 cm (Pico Tip™ EMITTER, New Objective, Woburn, MA) preenchida com resina
C18 com poros de 5 pm de didmetro e 200 A (Michrom BioResourses, Auburn, CA), acoplado ao espectrémetro
de massas (LTQ- Velos, Thermo Scientific, Sao Jose, CA, EUA), usando ionizacao por eletrospray em modo de
busca, na faixa de valores m/z 390-2000 em tandem MS/MS.

Quantidades iguais de todas as amostras ja secas foram ressuspensas em 20 pL de acido formico 1% e
entdo submetidas a nLC-ESI-MS/MS. O HPLC de fase reversa nanoflow foi desenvolvido com um gradiente

linear de 85 minutos variando de 0 a 100% de solvente B (&cido férmico 0,1% em acetonitrila), num fluxo de
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200 nL/min, com pressdao maxima de 280 bar. A voltagem e temperatura do capilar de transferéncia de ions
foram 1,8 kV e 250 °C, respectivamente. Cada espectro (MS) obtido foi seguido por selecdo sequencial

automatizada de sete peptideos para CID, com exclusdo dindmica dos fons previamente selecionados.

Teste Imunoenzimatico (ELISA)

Este teste foi realizado para validar a diferenca do nivel de proteina identificada tanto da amilase quanto
da serum albumin na quantificacdo da espectrometria de massa. Para esta técnica utilizamos as proteinas amilase
e serum albumin, proteinas bem caracteristicas e funcionais na cavidade oral. A microplaca (96 pocos) para o
teste foi preparada com 100 puL de amostras dos 4 grupos e os padrfes , incubada a 37 °C por 1 hora. Em
seguida, a microplaca foi lavada 3 vezes com 250 ul de solucéo salina tamponada (250uL Tris Buffered Saline -
TBS) por poco e 200 pL TBST contendo 3% de leite (solugdo bloqueadora), até cobrir os sitios em cada poco e
a placa foi incubada a 4°C overnight. O anticorpo primario para amilase foi o anti-alpha amylase (500uL, 1:1000
diluicdo, PA 1- 29115, Pierce Biotechnology, IL, USA) e para a serum albumin foi o anti-serum albumin ( 20
pL, 1:500 diluicdo, Cell Biolabs Inc., CA, USA) diluido em TBST com 1% de leite por 37°C por 1,5 h ,
lavados 3 vezes e, em seguida, incubados com o anticorpo secundario , o horse radish peroxidase (HRP) ligado
ao anti-MOUSE 1gG (H&L) antibody Peroxidase conjugado (100uL, 1:5000 dilui¢do, Rockland, PA, USA) com
TBST com 1% de leite. Ap6s a incubagdo em ambiente escuro por 1 hora em temperatura ambiente foi
adicionado o OPD (o-phenylediamine dihydrochloride, Sigma-Aldrich, MO, USA) e o produto foi analisado no

espectofotdmetro num comprimento de onda de 490nm. O experimento foi realizado em triplicata.

Analise Estatistica

Para analisar a normalidade dos dados demograficos e clinicos foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. O
programa utilizado para as analises os dados foi GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os
dados foram categorizados em “antes” e “45 dias ap06s o tratamento”. Os dados demograficos e clinicos tiveram
uma distribuicdo normal, assim, foi aplicado o teste-t ndo pareado para analisar as diferencas entre 0s grupos, e o
teste-t pareado para analisar os diferentes periodos em ambos os grupos. Para a variavel género o teste Qui-
quadrado foi utilizado. O nivel de significancia utilizada foi de 0,05.

Os dados de MS/MS foram confrontados com o banco de dados de proteinas humanas (UniProt e
TrEMBL, Swiss Institute of Bioinformatics, Geneva, Switzerland, http://ca.expasy.org/sprot) usando o algoritmo
SEQUEST no software Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). Os filtros utilizados
no SEQUEST como critério aplicado aos espectros MS/MS foram: 1.5; 2.5; 3.1; 3.1; 4.5 para o Xcorr aplicado
em adicdo ao filtro Percolator. Os resultados das buscas foram filtrados a uma taxa de falsas descobertas de 1%

utilizando uma estratégia de pesquisa de banco de dados inversa.

Para andlise protebmica quantitativa, trés arquivos a partir dos dados —MS de cada grupo foram
analisados usando o software SIEVE (Versdo 2.0 Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). O processamento dos
sinais foi realizado num total de 12 arquivos MS brutos. O fluxo de trabalho experimental do SIEVE foi definido
como controle de comparacdo para as analises, onde uma classe de amostras é comparada com uma ou mais
diferentes classes de amostras. Neste estudo, as amostras Controle Inicial (Cl) foram comparadas com as

amostras Sindrome de Down Inicial (SDI), Sindrome de Down Final (SDF) e Controle Final (CF). As amostras
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do SDI, também, foram comparadas com SDF e CF. Para a etapa de alinhamento, um Unico arquivo MS
pertencente ao grupo padrdo para essa comparacdo foi selecionado como o arquivo de referéncia e todos os
outros processos foram ajustados para gerar a melhor correlacdo a este. Ap6s o alinhamento, os processos de
deteccdo e integracdo (ou framing) foram realizados utilizando o nivel de dados MS com um recurso
denominado "quadros de MS2 Scans". Com este tipo de enquadramento (framing), somente os valores MS com
razdo massa-carga (m/z) associados as analises MS2 foram utilizados. Quaisquer medicdes de m/z que nédo
estivessem presentes em MS2 foram ignoradas. O software gerou entdo os quadros (frames), e a partir da

integracdo foram feitas as analises estatisticas para cada quadro .

Em seguida as sequéncias de peptideos obtidas a partir da pesquisa de banco de dados usando o
Algoritmo SEQUEST no Proteome Discoverer 1.3 foram importadas para o SIEVE. O filtro Percolator foi
aplicada as sequéncias peptidicas durante a importacdo, eliminando todas as sequéncias com g-value maiores que
1% (taxa de falsa deteccdo). Os peptideos foram agrupados em proteinas e entdo foi calculada a relagdo de
proteinas e o valor de p. Foi utilizada uma média ponderada das intensidades de peptideos para o calculo das
proteinas. Desta forma, os peptideos com menor variacdo em suas medicdes de intensidade tém maior peso na
taxa global de proteinas. Isto é feito para diminuir a variancia das quantidades de proteina com base no nivel de
variacdo dos peptideos que compdem cada proteina. Somente proteinas observadas nos 4 grupos foram
quantificadas. O Grupo “padrédo” (CI ou SDI), como ja dito, foi utilizado como grupo padrao/controle e os outros
dois grupos foram comparados com este. A abundancia relativa de uma proteina individual a partir do nivel do
Grupo “padrdo” foi considerada significativamente diferente quando os valores observados foram, 0,75 para

diminuicdo e 1,25 para aumento de abundancia. Além disso, foi considerado o valor de p <0.05, como descrito.

Resultados

Caracteristicas Demograficas e dados clinicos

As caracteristicas demograficas e os dados clinicos estdo presentes na tabela 1. O grupo Controle
apresenta uma idade média maior do que no grupo Sindrome de Down (p=0,001). Em relacdo ao género, ndo foi
observada nenhuma diferenca estatistica. Nota-se uma diferenca no fluxo salivar dos pacientes com Sindrome de
Down tanto antes quanto 45 dias depois do tratamento periodontal em comparacdo com o Controle (p=0,0254 e
p=0,0010, respectivamente). Mas para o pH ndo foi observada nenhuma diferenca no antes e depois do
tratamento. Parametros clinicos como profundidade de sondagem (PS) entre os grupos SD e Controle ndo foram
observadas nenhuma diferencas estatisticas entre 0s momentos antes e 45 dias ap6s o tratamento periodontal.
Porém, observa-se uma reducdo da PS no grupo SD depois do tratamento (p=0.0012). O nivel de insercdo (NI)
também ndo apresenta diferenca estatistica entre os grupos, mas apresenta diferenca estatistica entre os periodos
tanto no grupo SD quanto no grupo Controle (p=0,0084 e p=0,0007, respectivamente). O indice de placa foi
estatisticamente diferente em todos os momentos e em todas as comparagdes entre 0s grupos, reduzindo
significativamente com o tratamento. Para o pardmetro sangramento marginal, ndo foi observada diferenca na
comparacédo 45 dias apés o tratamento entre o grupo SD e Controle. O sangramento a sondagem ndo mostrou
diferenca entre 0s grupos, porém para ambos os grupos, houve reducdo significativa do SS ap6s o

tratamento(p<0,0001 e p=0,0002, respectivamente).
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Identificacdo das Proteinas

Apbds a coleta da saliva, quantificacdo das proteinas e tripsinizacdo, quantidades iguais de peptideos
foram submetidos ao nanoflow LC-ESI-MS/MS. O cromatograma base-pico da cromatografia de fase reversa
monitorada pelo espectrometro de massas representa a intensidade de todos os ions de peptideos da amostra em
uma Unica corrida. Para cada grupo foram realizadas no minimo 3 corridas, ou seja, 3 cromatogramas de cada
grupo deveriam ter espectros parecidos para serem considerados bons e entdo utilizados para as quantificacGes
(Figura 1). Os proteomas dos diferentes grupos mostraram uma consistente eluicdo de proteinas/peptideos no
intervalo de tempo que vai dos 15 aos 58 minutos de corrida. Os peptideos encontrados foram identificados

através de busca no banco de dados utilizando o algoritimo SEQUEST.

Foram encontradas 69 proteinas, sendo que todas foram identificadas por no minimo dois peptideos e
apareceram em pelo menos trés corridas de cada grupo. Dessas 34 proteinas eram semelhantes entre todos 0s
grupos estudados (Tabela 2). Para os grupos SDI, SDF e Cl e para os grupos SDI, SDF e CF foram encontradas
3 proteinas em comum; nos grupos Cl, CF e SDI e nos grupos Cl, CF e SDF foram encontradas 2 proteinas em
comum. Para os grupos SDI e SDF foram 4 proteinas; nos grupos Cl e CF foram 6 proteinas; nos grupos SDI e
ClI foram 3 proteinas e nenhuma proteina em comum para os grupos SDF e CF, SDI e CF ; e SDF e ClI. Quatro
proteinas foram especificas para o grupo SDI (Cathepsin D, Ig kappa chain V-III region HAA,
Phosphatidylethanolamine binding protein 1 e Isoform 3 of Q9UGM3), duas proteinas para o grupo SDF
(Fibrinogen beta chain e Vitamin D-binding protein), cinco proteinas para o grupo Cl (Cystatin D, Ig kappa
chain V-I region HK120, IGL@ protein, Immunoglobulin J chain e Lactoferrin) e apenas uma proteina para o

grupo CF (Myeloperoxidase) (Figura 2 e Tabela 2).

Num total de 69 diferentes proteinas identificadas, quatro sdo antimicrobianas, 2 de coagulagdo, 2 de
diferenciacdo celular, 6 de interacdo molecular, 2 de interacdo molecular desconhecida, 5 de interacdo
proteina/proteina, 3 de lubrificacdo, 10 de metabolismo, 2 de organizacdo celular, 24 da resposta imune e
finalmente 9 de transporte (Tabela 2). Cinquenta e trés proteinas foram encontradas no grupo SDI, 48 no grupo
SDF, 55 no grupo Cl e 48 no grupo CF (Tabela 2 e Figura 3).

Razao de abundancia de proteinas na quantificacéo relativa da saliva

Das 69 proteinas encontradas apenas 52 proteinas tiveram uma razdo de abundancia na quantificacdo
relativa entre os grupos estudados e o nimero de vezes que cada proteina identificada foi encontrada durante as 3
corridas na espectrometria de massa (Tabela 3 e 4). Dezessete proteinas encontradas no grupo SDI foram mais
abundantes em comparacgéo ao grupo Cl (p<0,05). A maioria das proteinas (5 proteinas) mais abundantes neste
grupo eram relacionadas ao transporte, seguido pela resposta imune (3 proteinas), metabolismo (2 proteinas),
diferenciacdo celular (2 proteinas), interacdo molecular (2 proteinas), lubrificacdo (1 proteina), acédo
antimicrobiana (1 proteina) e interacdo molecular desconhecida (1 proteina). Somente 3 proteinas foram menos
abundantes no grupo SDI em comparacgdo ao grupo Cl, estas foram uma proteina antimicrobiana ( Cystatin S),
uma de interacdo molecular (Submaxillary gland androgen regulated protein 3 homolog B) e uma de organizacéao

celular (Small proline rich protein 3) (p<0,05). Vinte e nove proteinas foram menos abundantes no grupo CF em
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comparacdo ao grupo ClI, sendo quatro antimicrobianas, uma de diferenciacdo celular, uma de interacéo
molecular, uma de interacdo molecular desconhecida, 3 de interacdo proteina/proteina, 2 de lubrificacdo, 5 de
metabolismo, 2 de organizacéo celular, 5 de resposta imune e 5 de transporte (p<0,05). Apenas uma proteina de
lubrificacdo foi mais abundante nesta comparacdo. Sete proteinas foram menos abundantes no grupo SDF em
comparacdo com SDI entre elas estdo 2 antimicrobianas (Cystatin B e Haptoglobin), 1 de interacdo molecular
desconhecida (Protein UNQ773/PRO1567), 3 de metabolismo (14-3-3 protein sigma, Alpha amylase e
Apolipoprotein A 1) e 1 de resposta imune (Alpha 1 antitrypsin) (p<0,05). Trinta e uma proteinas foram mais
abundantes para grupo SDF em comparacdo ao grupo CF, duas antimicrobianas, uma de diferenciacdo celular,
duas de interacdo molecular, uma de interacdo molecular desconhecida, uma de interagéo proteina/proteina, 2 de

lubrificacdo, 7 de metabolismo, 2 de organizagdo celular, 8 de resposta imune e 5 de transporte (p<0,05).

Teste Imunoenzimatico (ELISA)
As proteinas Alpha amylase 1 e Serum albumin tiveram suas abundancias variando de forma

estatisticamente significante entre os 4 grupos estudados. Assim, para confirmar esta variancia na razdo de
abundancia entre os grupos, estas proteinas foram analisadas pela técnica de ELISA. Porém, as analises
demostraram que ndo ha diferenca estatistica entre os grupos tanto para a Alpha amylase 1 e quanto para a

Serum albumin (Figura3).

Discussao

Pelo fato de criancas e adolescentes com SD terem alta prevaléncia de gengivite e esta se manifestar
rapidamente progredindo para periodontite, é de extrema necessidade o acompanhamento odontolégico desses
pacientes com medidas de motivacgdo de higiene bucal (envolvendo inclusive os responsaveis e/ou cuidadores do
paciente) e controle do biofilme, no intuito de prevenir e/ou conter o processo inflamatério da periodontite >,
Visto que, a saliva total consiste de secre¢es das glandulas salivares maiores e menores, fluido gengival e
outros componentes, e contribui de forma significativa para a manutencdo da salde dos tecidos orais e dentais, a
analise da saliva é um excelente recurso complementar para 0 acompanhamento odontoldgico.

Neste estudo, verificou-se que o pH salivar ndo variou nos 4 grupos estudados (SD e Controle antes e
depois do tratamento). Esse achado estd de acordo com estudos prévios, que ndo observaram diferenca no pH

salivar dos individuos com SD em comparacdo aos pacientes cromossomicamente normais ** 13 140170 pgrgm,

corroborando os resultados de varios autores 2 30 138-140. 170

o fluxo salivar foi menor no grupo SD em relacdo ao
grupo Controle. Adicionalmente, neste estudo observamos que o fluxo salivar nos SD se manteve menor
independente do tratamento periodontal (antes, p=0,0254 e depois, p=0,0010). O mesmo foi encontrado num
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estudo realizado por Yarat et a que independente da denticdo ser mista ou permanente (p<0,001), o fluxo

salivar permanecia sempre menor nos SD em relacdo aos pacientes normais. J4 Cogulu et al. *

observaram que
criancas com SD entre 7 a 12 anos de idade apresentaram um fluxo salivar muito similar a criangas
cromossomicamente normais nessa mesma faixa etéria.

Recentemente, Cabras et al. % estudaram a saliva de 36 individuos com SD pela técnica HPLC-ESI-MS
(High-Performance Liquid Chromatography/Electrospray lonization/ Mass Spectrometry) para identificar e
quantificar as proteinas salivares pareando género e idade com o grupo Controle. Diferentemente do grupo

Controle, o grupo com SD ndo teve aumento da concentracdo de proteinas das glandulas maiores causada pela
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idade e, como consequéncia, as concentracdes de proteina rica em prolina e Cystatin S tiveram uma reducdo
significativa em pacientes com SD em comparagdo com o grupo Controle. Outras proteinas, como as proteinas
antimicrobianas alfa defensins e histatinas, tiveram uma aumento significativo em consequéncia da idade em
pacientes com SD.

Neste estudo, identificamos outras proteinas antimicrobianas como Cystatin B, Cystatin S e
Haptoglobin em diferentes comparacGes em ambos os grupos SD e Controle.

As cistatins, sdo inibidoras naturais de cisteina proteinase, tem um papel de protecdo e regulacdo
durante a degradacéo tecidual em locais com inflamacdo ou infecgdo bacteriana ’’. Neste estudo, a Cystatin B foi
encontrada em menor quantidade em ambos os grupos depois do tratamento (SD, razdo:0,55 e C, razdo:0,30).
Porém, os pacientes com SD tiveram uma maior abundancia desta proteina em comparacdo com pacientes
Controle depois do tratamento (razdo:1,82). Cabras et al. ** identificaram também uma maior quantidade desta
proteina em pacientes com SD em comparacdo com o Controle (p=0,04) numa faixa etaria de 10-17 anos de
idade. No entanto, a mesma proteina numa faixa etaria de 18-50 anos de idade ndo possuia diferenca
estatisticamente significante em ambos os grupos.

Estudos prévios encontraram uma menor quantidade de Cystatin S em pacientes com DP em
comparacdo com pacientes periodontalmente saudaveis ** ® . Entretanto, Aguirre et al. 2 ndo encontraram
nenhuma diferenca entre pacientes com DP e pacientes controle. Ja para os individuos com SD, a quantidade de
Cystatin S foi menor em comparacdo com pacientes controle (p=0,0004) %. Neste estudo a quantidade de
Cystatin S identificada também foi menor nos individuos com SD (SDI) em comparacdo com 0s pacientes
controle (Cl), antes do tratamento (raz&o:0,50). Porém, ap6s o tratamento notou-se uma maior quantidade desta
proteina em pacientes com SD (SDF) em comparacdo com o grupo controle (CF) (razédo: 1,27. Isto talvez
demonstre uma resposta inflamatéria exacerbada e uma regulacdo tardia da quantidade dessa proteina nos
pacientes com SD. .

A Haptoglobin é uma proteina presente na fase aguda da DP, altos niveis desta proteina tem sido
encontrados no plasma de individuos com periodontite e os niveis correlacionam-se com a severidade da DP *.
A producéo desta proteina é geralmente no figado mas ela também é produzida localmente por queratindcitos
pelo aumento da condi¢do inflamatéria ou podem ser liberadas por neutréfilos durante a ativacdo dos mesmos
154 Na fase ativa da DP, foi encontrado 3,64 vezes mais da proteina Haptoglobin em pacientes com periodontite
em comparacdo com os pacientes periodontalmente saudaveis ®. Neste estudo foi observado uma maior
quantidade nos pacientes SDI (SD antes do tratamento) em comparacdo Cl (Controle antes do tratamento)
(razéo:1,50) porém depois do tratamento esta quantidade ainda permanece alta nos individuos com SD em
comparacdo com o grupo Controle CF (razdo:1,85). A quantidade desta proteina diminui apds o tratamento
periodontal ®. O presente estudo também observou que o tratamento periodontal determinou uma redugdo na
quantidade de Haptoglobin na saliva em ambos os grupos (SD razao:0,65 e C razao:0,32).

A proteina Alpha 1 antitrypsin é encontrada na fase aguda da doenca, principalmente inibindo a elastase

¥ n30 tenham

(enzima proteolitica responsavel pelo metabolismo do colageno). Embora Pederson et al. *
encontrado nenhuma diferenca na quantidade desta proteina entre os grupos com e sem DP, Huang (2004) "
mostrou que esta proteina tem sua concentracdo 2 a 5 vezes maior durante a fase aguda da doenca. No fluido
gengival e na saliva foram encontrados maiores quantidades de Alpha 1 antitrypsin em pacientes com DP em

comparacdo com pacientes periodontalmente saudaveis " *°. Assim, a DP provavelmente aumenta os niveis
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desta proteina na saliva, concordando com os achados deste estudo, no qual os individuos sindrémicos com DP
ativa (SDI) mostraram maiores quantidades em comparagdo com 0s pacientes tratados (SDF) (SDF/SDI razao:
0,57). Ja para a comparacdo SDF/CF a razdo de abundancia foi de 1,51 vezes maior em individuos com SD,

sugerindo que estes possam apresentar uma deficiéncia na regulacdo deste mediador inflamatério.

As mucins possuem propriedade viscoelastica na saliva, participam da protecdo da mucosa bucal €, no
biofilme dentario, promovem uma agregacdo bacteriana, além de realizarem um clearance na cavidade bucal.
Existem 2 principais tipos de mucinas: a de peso molecular alto Mucin 5B e a mucina de peso molecular baixo
Mucin7 **. A mucin é comumente encontrada na saliva, porém Goncalves et al. ® estudando grupos com
gengivite e periodontalmente saudaveis ndo encontraram nenhuma associacdo desta proteina com a gengivite. .
Porém, outros estudos encontraram uma menor quantidade de mucin na saliva de pacientes com periodontite
leve em comparacdo com pacientes periodontalmente saudéaveis ?* *¥". Nota-se que neste estudo, depois do
tratamento periodontal, os pacientes do grupo controle possuiam uma menor quantidade de MGle MG2 na
saliva, mas para o grupo SD néo foi observado nenhuma diferenca em comparacédo ao inicio do tratamento, isto
pode sugerir um atraso na recuperacao frente aos danos causado pelo processo inflamatério.

A proteina Plastin 2, também conhecida como Lymphocyte cytosolic protein 1, tem um papel de ativar
as células T e regular a adesdo dos leucécitos 2. Alta quantidade desta proteina é encontrada em pacientes com
DP comparados com pacientes periodontalmente saudaveis ** '?. Chan et al. *® encontraram também uma maior
quantidade do Plastin 2 em pacientes diabéticos com periodontite em comparacdo com pacientes diabéticos
periodontalmente saudaveis. Neste estudo, observamos que os pacientes com SD apresentavam maiores
quantidades desta proteina em comparacdo com pacientes do grupo Controle (razdo SDI:1,15 e SDF:1,74).
Justifica-se pelo fato que os individuos com SD possuem um desbalanco nas subpopulagdes de linfécitos T
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complementada com uma ativacdo defeituosa dos mesmos , gerando uma maior quantidade desta proteina

para compensar esta deficiéncia no sistema imune.

As immunoglobulins sdo glicoproteinas sintetizadas e excretadas pelos linfécitos B, realizando a defesa
do organismo. Os resultados sobre as immunoglobulins nos individuos com SD s&o bastante controversos * *»
.30 0s dados encontrados neste estudo mostram que o grupo SD néo tiveram diferenca na quantidade de Ig
alpha 2 chain em comparacdo ao grupo Controle antes do tratamento, o que esta de acordo com o estudo de Barr-
Agholme et al. *2. Porém, apés o tratamento foi observado uma maior quantidade de Ig alpha 2 chain nos

individuos com SD em comparagdo com o grupo controle (razdo:2,57).

A proteina 14-3-3, também é conhecida como Epithelial cell marker proteinl, participa na regulacdo de
diversos processos bioldgicos como desenvolvimento neuronal, controle do crescimento celular e na patogénese
viral e bacteriana *°. Na saliva, esta proteina tem sido encontrada em menor quantidade em pacientes com
periodontite agressiva em comparacdo com pacientes controle'®®. Identificada também por suprimir as vias de
sinalizacdo de apoptose celular *°, esta foi encontrada com mais frequéncia no fluido gengival de pacientes com
periodontite cronica ® **. Neste estudo, para os individuos com SD, esta proteina foi mais abundante do que no
grupo Controle (SDI-razdo: 1,28; SDF-razdo: 2,19). Com o potencial de regulacdo de diversos processos
bioldgicos, apds o tratamento periodontal a sua abundancia diminui em ambos os grupos (SD razédo: 0,54 e C
razdo: 0,37).
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A Alpha amylase 1, também conhecida como Salivary alpha amylase, € um componente salivar muito
abundante relacionado ao metabolismo de carboidratos e possui atividade inibitéria contra micro-organismos
regulando a flora bacteriana normal na cavidade bucal %7,

Vérios estudos encontraram uma maior quantidade da Alpha amylase nos pacientes com DP
comparados com pacientes periodontalmente saudaveis ** % **"1% Nos pacientes com SD estudos mostram uma
menor abundéncia desta proteina *° e nenhuma diferenca significante ' quando estes sdo comparados com
pacientes periodontalmente saudaveis. Neste estudo, a quantidade desta proteina foi menor nos sindrémicos
antes do tratamento. Ap6s o tratamento, a quantidade diminui nos sindrébmicos (raz&o:0,74) mas, comparando
com o grupo controle, esta quantidade dobrou (razdo: 1,53). Novamente, os resultados mostram um desbalango
na quantidade de proteinas como consequéncia de um atraso na resposta imune dos individuos com Sindrome de
Down. No entanto, diferentemente do que foi observado na espectrometria de massa, o teste imunoenzimatico
ndo detectou nenhuma diferenca estatistica para Alpha amylase 1 entre os grupos estudados., (Figura 3). Os
resultados do teste imunoenzimatico estéo de acordo com os achados de Henskens et al. ®®e Sanchez et al. **® que
também nédo observaram diferenca estatistica entre individuos com DP e Controle. Provavelmente, a diferenca
observada na espectrometria de massa ndo tenha sido o suficiente para que esta fosse detectada no teste
imunoenzimatico, durante o qual pode ter ocorrido um processo de degradacédo da proteina.

Sabe-se que os individuos com SD apresentam um risco elevado de desenvolver a doenca de Alzheimer

devido ao alto nivel de estresse oxidativo presente %

. Em busca de marcadores protéicos confidveis,
Apoliprotein 1 é uma das proteinas amplamente estudadas em maes portadores de fetos com SD pois
desempenha propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias '® % %, Porém, os resultados tem se mostrado
controversos, com alguns estudos detectando uma diminuicéo desta proteina no plasma de mulheres gravidas de
individuos com SD ® 8, No entanto, outros estudos mostram um aumento nos niveis da Apolipoprotein no
plasma e no liquido amniético de mulheres grévidas de individuos com SD em comparago aos controles 1% 18,
Em concordancia, Neste estudo observou-se na saliva de pacientes do grupo SD depois do tratamento
periodontal (SDF) uma maior quantidade desta proteina em comparagdo aos pacientes do grupo Controle (CF)
(razdo:1,92). Adicionalmente, comparando o grupo SD antes e apds o tratamento periodontal verificou-se uma
quantidade menor desta proteina apés o tratamento (razdo:0,57). (Huang et al., 2004) Verificaram que em
pacientes com gengivite, os niveis desta proteina na saliva eram 2,30 vezes mais abundantes em comparacdo aos
pacientes saudaveis (p<0,01) Isto sugere que o processo inflamatério da DP pode contribuir para o aumento dos

niveis desta proteina na saliva de individuos com SD.

Outra proteina relacionada com a doenca de Alzheimer é a Alpha enolase que também serve como um
sensivel marcador para dano tecidual pelo estresse oxidativo ** **. Maiores quantidades desta proteina foram
encontradas em cérebros de pacientes com Alzheimer em comparacdo com pacientes normais ** **°. Os pacientes
com SD deste estudo apresentaram também uma maior quantidade de Alpha enolase em comparacdo com os
pacientes do grupo Controle (antes do tratamento - razdo:1,29 e depois do tratamento - razdo: 2,26). Porém, os
pacientes do grupo Controle tiveram uma menor quantidade desta proteina na saliva ap6s o tratamento
periodontal (raz40:0,38). Contradizendo, os achados de Huang et al. " que observaram uma menor quantidade de

Alpha enolase quando a DP estava presente em comparacdo com pacientes periodontalmente saudaveis.

As proteinas Small prolin rich sdo importantes para o sistema antioxidante criando uma protecdo na
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periferia das células impedindo a peroxidacdo lipidica *** '*°. As espécies reativas de oxigénios sdo produzidas

por células polimorfonucleares, os macréfagos e também pelos fibroblastos durante a fase inflamatéria **° *,

I. ¥ observaram maiores quantidades de biomarcadores relacionados com o estresse

Recentemente, Komatsu et a
oxidativo em individuos com SD comparados com pacientes cromossomicamente normais. Entretanto, Cabras et
al. 2 encontraram uma menor quantidade de Small prolin rich protein 3 em individuos com SD em comparacio
aos pacientes cromossomicamente normais. Neste estudo, 0s pacientes SD apresentaram uma menor quantidade
desta proteina em comparagdo com o grupo Controle antes do tratamento (razéo: 0,50), porém, apés o tratamento

esta quantidade aumentou (razdo: 1,36).

A Thioredoxin pertence a familia das proteinas antioxidantes reduzindo os niveis de peréxidos do
organismo. Elas sdo encontradas abundantemente nos eritrdcitos e acredita-se que tenham um papel de protecéo
contra os danos teciduais causados pelos agentes oxidantes 2. Neste estudo, ap6s o tratamento periodontal, a
quantidade desta proteina é mais abundante nos individuos do grupo SD em comparagdo com o grupo Controle,
0 que pode estar relacionado com os altos niveis de estresse oxidativo apresentados por esses individuos e pela
deficiéncia no seu sistema imune %%,

Com o aumento da proteina Thioredoxin, observa-se também um aumento no nimero de células
vermelhas contribuindo para o aumento de proteinas como a Hemoglobin subunit alpha e beta °. As quantidades
encontradas nos pacientes com SD sempre foram maiores do que nos do grupo controle mesmo depois do
tratamento. Além disso, sua quantidade no grupo Controle diminuiu ap6s o tratamento, o que esta de acordo
com estudos prévios ** 670,

Finalmente, a Serum Albumin que age também como antioxidante e protege contra radicais livres
enddgenos tem se mostrado mais abundante em pacientes com DP em comparacdo com pacientes saudaveis
periodontalmente > ** % Neste estudo, os pacientes com SD tiveram uma maior quantidade de serum albumin
em comparagao com 0s pacientes do grupo controle (antes, razdo: 1,34 e depois do tratamento, razdo:2,12). Para
confirmar este achado, foi realizado o teste imunoenzimatico que ndo mostrou diferenca entre 0s 4 grupos
estudados (Figura 3), resultado que estd de acordo com Barr-Agholme et al. *%(1998) que também ndo
encontraram nenhuma diferenca na quantidade de serum albumin nos pacientes com SD comparados com 0s
pacientes saudaveis. Estudos com pacientes cromossomicamente normais e saudaveis periodontalmente também
mostraram que a quantidade desta proteina na saliva nédo é significativamente maior do que nos pacientes com
DP 66, 114.

Conclusao

Os individuos com SD possuem varias proteinas ndo sé da resposta imune mas também do
metabolismo, lubrificacdo, antioxidantes entre outras, que estdo presentes na saliva e que podem contribuir para
a rapida progressdo da DP nesta populacdo. Porém, a DP ndo pode ser quantificada por apenas um marcador
protéico, considerando que o processo inflamatério tem carater multifatorial e ndo tem uma progressdo

padronizada para todos 0s pacientes. Conclui-se que tais biomarcadores podem ser considerados desde que sejam
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lizados num conjunto de biomarcadores para monitorar a evolucdo e progressdao da DP que acomete 0s

pacientes com SD, assim, podem melhorar e individualizar o tratamento periodontal para cada paciente.
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Figura 1- Cromatograma da base-pico do Grupos SDI (Sindrome de Down Inicial), Cl (Controle Inicial), SDF
(Sindrome de Down Final) e CF (Controle Final). A separacdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de
cromatografia liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de eluicdo variando de 0 a 100% de solvente B

(4cido férmico 0,1% em acetonitrila) em 85 minutos.

Figura 2 - Diagrama de Venn mostrando a relacdo do nimero de proteinas identificadas em cada Grupo e suas

interrelacGes.

SDI- Sindrome de Down Inicial; SDF- Sindrome de Down Final; ClI- Controle Inicial; CF- Controle Final.
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Figura 3 — Agrupamento das proteinas identificadas nos grupos estudados.
SDI- Sindrome de Down Inicial; SDF- Sindrome de Down Final; ClI- Controle Inicial; CF- Controle Final.
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Figura 3- Teste de ELISA com os anticorpos anti-amilase e anti-serum albumin com 0,25ug e 30ug de proteina

total da saliva de cada grupo estudado.

SDI: Sindrome de Down Inicial; SDF: Sindrome de Down Final; Cl: Controle Inicial; CF: Controle Final. As barras representam o desvio

padrdo da média, calculadas a partir de 3 experimentos diferentes.
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Tabela 1. Caracteristicas Demograéficas e as médias (£DP) dos parametros clinicos dos grupos estudados.

Caracteristicas Grupos
(valores médios +DP) Sindrome de Down Controle Valor de p*
n=20 n=10
Idade (anos) (1) 31,91 (£5,85) 41,25 (£6,17) 0,001
Género (M/F) 12/8 6/4 NS
Fluxo salivar (ml/min)
Baseline 0,21 (+0,16) 0,34(z0,13) 0,0254
45 dias 0,16 (+0,13) 0,33 (£0,09) 0,0010
valor de p** NS NS
pH
Baseline 7,15 (x0,53) 7,01 (x0,82) NS
45 dias 7,10 (x0,56) 7,33 (x0,40) NS
valor de p** NS NS
PS (mm) (z)

Baseline 2,27 (x0,45) 2,29 (x0,45) NS
45 dias 1,82 (x0,44) 1,57 (x0,21) NS
valor de p** 0,0012 NS

NI (mm) (&)
Baseline 2,33 (£ 0,51) 2,47 (£ 0,48) NS
45 dias 1,91 (x0,51) 1,74 (£0,34) NS
valor de p** 0,0084 0,0007
IPV(%faces)
Baseline 83,76 (£11,33) 48,51 (+19,54) <0,0001
45 dias 27,73 (£13,33) 15,57 (x£10,15) 0,0158
valor de p** <0,0001 0,0001
SM (%faces)
Baseline 44,20 (+21,45) 25,57 (£12,10) 0,0090
45 dias 10,29(+11,80) 6,85 (£7,40) NS
valor de p** <0,0001 0,0004
SS (Yesitios)
Baseline 39,16 (£20,75) 40,46 (+21,10) NS
45 dias 12,46 (£9,14) 8,76 (£5,93) NS
valor de p** <0,0001 0,0002

PS: Profundidade de sondagem; NI: Nivel de insercdo; IPV: Indice de placa visivel; SM: Sangramento marginal

e SS: Sangramento a sondagem.

valor de p* = Teste-t ndo pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle, exceto o género, o qual

foi utilizado o teste Qui-quadrado.

valor de p** = Teste-t pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle em diferentes periodos,

exceto o género, o qual foi utilizado o teste Qui-quadrado.
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Tabela 2 — Proteinas identificadas na saliva em pelo menos 3 corridas separadas por grupos e suas respectivas
funcdes. SDI- Sindrome de Down Inicial; SDF- Sindrome de Down Final; CI- Controle Inicial; CF- Controle

Final.
Numero Nome da proteina SDI SDF (I CF
do acesso
Antimicrobiana
P04080 Cystatin B SIM  SIM  SIM  SIM
P01036 Cystatin S SIM  SIM  SIM  SIM
P0O0738 Haptoglobin SIM  SIM  SIM  SIM
P15515 Histatin 1 - - SIM  SIM
Coagulagao
P02675 Fibrinogen beta chain - SIM - -
P02679 Fibrinogen gamma chain SIM  SIM - -
Diferenciacao celular
P62736 Actin aortic smooth muscle SIM  SIM  SIM -
P60709 Actin cytoplasmic 1 SIM SIM SIM SIM
Interagao molecular
Q02487 Desmocollin 2 SIM  SIM - -
P32926 Desmoglein 3 SIM  SIM - SIM
P80303 Nucleobindin 2 - - SIM  SIM
P07237 Protein disulfide isomerase SIM  SIM  SIM -
P02814 Submaxillary gland androgen regulated SIM SIM SIM  SIM
protein 3 homolog B
Q96DR5 Short palate lung and nasal epithelium SIM  SIM  SIM  SIM
carcinoma associated protein 2
Interagao molecular desconhecida
Q6GMW4  IGL@ protein - - SIM -
Q96DA0 Protein UNQ773/PRO1567 SIM  SIM  SIM  SIM
Interagdo proteina/proteina
P09228 Cystatin SA - - SIM  SIM
P28325 Cystatin D - - SIM -
P62937 Peptidyl prolyl cis trans isomerase A SIM - SIM  SIM
P30086 Phosphatidylethanolamine binding protein  SIM - - -
1
P12273 Prolactin inducible protein SIM SIM SIM  SIM
Lubrificacao
Q9Y6R7 IgGFc binding protein - - SIM  SIM
Q9HC84 Mucin 5B SIM  SIM  SIM  SIM
Q8TAX7 Mucin 7 SIM  SIM  SIM  SIM
Metabolismo
P31947 14-3-3 protein sigma SIM SIM SIM SIM
P04745 Alpha amylase 1 SIM  SIM  SIM  SIM
P02647 Apolipoprotein A | SIM SIM SIM SIM
P01037 Cystatin SN - - SIM  SIM
P04075 Fructose bisphosphate aldolase A SIM SIM SIM  SIM
P04406 Glyceraldehyde 3 phosphate SIM  SIM  SIM  SIM

dehydrogenase




P14618
P60174
P23280
Q6FGW9

Pyruvate kinase isozymes M1/M2

Triosephosphate isomerase

Carbonic anhydrase 6
Cystatin C

Organizagao celular

P13796
Q9UBC9

Plastin 2
Small proline rich protein 3

Resposta imune

P01009
P06733
P04083
P02812
P07339
P01024
P09211
P01877
P01876
P01859
P01834
Q6PIH6
P18135
P01842
P01871
P0O1591
P22079
P30740
Al1lL4B8
P06702
Q9UGM3-3

P29508
P25311
P10599
Transporte
P69905
P68871
Q19KS2
P31025
P01833
Q56G89
P20061
P02774
Q01469

Alpha 1 antitrypsin
Alpha enolase
Annexin Al

Basic salivary proline rich protein 2

Cathepsin D

Complement C3

Glutathione S transferase P

Ig alpha 2 chain C region

Ig alpha 1 chain C region

Ilg gamma 2 chain C region

Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-1 region HK102
Ig kappa chain V-Ill region HAH
Ig lambda chain C regions

Ig mu chain C region
Immunoglobulin J chain
Lactoperoxidase

Leukocyte elastase inhibitor
Myeloperoxidase

Protein S100 A9

Isoform 3 of QQUGM3

Serpin B3
Zinc alpha 2 glycoprotein
Thioredoxin

Hemoglobin subunit alpha
Hemoglobin subunit beta
Lactoferrin (Fragment)
Lipocalin 1

Polymeric immunoglobulin receptor

Serum albumin
Transcobalamin 1
Vitamin D-binding protein

Fatty acid binding protein epidermal

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
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Tabela 3 — Razéo de abundancia” de proteinas detectadas na saliva dos 4 grupos estudados e suas respectivas funcdes.
SDI- Sindrome de Down Inicial; SDF — Sindrome de Down Final; Cl- Controle Inicial; CF- Controle Final.

Numerodo Nome da proteina Razao valor Razao valor Razao valor Razdo  valor
acesso SDI/CI de p SDF/SDI de p SDF/CF dep CFICI de p
P04080 Cystatin B 1,13 0,00 0,55 0,00 1,82 0,00 0,30 0,00
P00738 Haptoglobin 1,50 0,00 0,65 0,00 1,85 0,00 0,32 0,00

Coagulacao

Diferenciacéo celular

P60709 Actin cytoplasmic 1 1,82 0,00 0,84 0,00 2,47 0,00 0,39 0,00
I
Q02487 Desmocollin 2 - - 0,91 0,39 - - - -
O T R
P07237 Protein disulfide isomerase 1,29 0,00 0,97 0,94 - - - -
R
Q96DR5 Short palate lung and nasal epithelium 1,26 0,00 0,96 0,42 1,67 0,00 - -
carcinoma associated protein 2
I
Q96DA0 Protein UNQ773/PRO1567 1,31 0,00 0,70 0,00 2,07 0,00 0,33 0,00
| meesspmeapeeie .. .../ . |
P09228 Cystatin SA - - - - - - 0,36 0,00

90



Q8TAX7 Mucin 7 1,01 0,15 0,90 0,12 1,50 0,03 0,31 0,00
[EREm e e e e e e
P31947 14-3-3 protein sigma 1,28 0,00 0,54 0,03 2,19 0,00 0,37 *
[ AL R B O ORI R
P02647 Apolipoprotein A | 1,11 0,00 0,57 0,00 1,92 0,00 - -
I
P04075 Fructose bisphosphate aldolase A 0,99 0,00 0,76 0,00 1,91 0,00 - -
[0 e S FEIERCTEEES AP B0 O O s
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 1,21 0,00 0,90 0,04 2,28 0,00 - -
[ ARECTOEDREE A B O BRSO s
P23280 Carbonic anhydrase 6 1,13 0,00 0,83 0,06 0,17 0,00 0,30 *

Organizacao celular

Q9UBC9 Small proline rich protein 3 0,50 0,00 0,82 0,47 1,36 0,00 0,37 0,00
[FEpsRhmp e e e e e e s e e e
P01009 Alpha 1 antitrypsin 1,13 0,00 0,57 0,00 1,51 0,00 - -
[FBES AREEED e D B O O A O R
P01024 Complement C3 - - 1,01 0,13 1,74 0,00 - -
[ ETERTOSREI SRR R BI0 O B T O
P01877 Ig alpha 2 chain C region 1,07 0,00 0,89 0,44 2,57 0,00 - -
I I T
Q6GMX2 Ig alpha 1 chain C region - - 0,97 0,94 - - - -
e . N I
P22079 Lactoperoxidase 1,12 0,00 - - - - - -
[FERAY e ARSIy D B O R e O ORD
P06702 Protein S100 A9 - - 0,89 0,55 - - - -

P25311 Zinc alpha 2 glycoprotein 0,86 0,00 1,16 0,00 1,49 0,00 - -
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P10599 Thioredoxin

Transporte

P69905 Hemoglobin subunit alpha

P68871 Hemoglobin subunit beta

P31025 Lipocalin 1

P01833 Polymeric immunoglobulin receptor
Q56G89 Serum albumin

P20061 Transcobalamin 1

Q01469 Fatty acid_binding protein epidermal

1,12

1,56
1,39
1,39
1,14
1,34
1,29

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,91

0,90
1,00
0,91
1,00
0,93
0,98
0,88

0,85

0,18
0,00
0,00
0,94
0,01
0,70
0,13

1,63

2,42
2,37

2,48
2,12
1,73

0,00

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

0,34

0,36
0,43

0,38
0,39
0,33

0,00

0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

*Razdo de abundancia de cada proteina para cada comparacéo estudada foi considerada significante aquele nivel de proteina com valor <0.75 para menos

abundante ou >1.25 para mais abundante e com valor de p <0.05.
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6 Consideracdes finais

A alta prevaléncia de doenca periodontal nos individuos com Sindrome
de Down (SD) esta bem fundamentada na literatura® > % 212352, 61. 78,80, 85. 89 'pgram
fatores locais e sistémicos que expliguem a evolucdo rapida e severa da Doenca
Periodontal (DP) nesses individuos, ainda requerem mais estudos. Assim, este
estudo avaliou a quantidade de periodontopatdgenos e de citocinas inflamatérias no
fluido gengival, bem como as proteinas salivares em individuos com SD com DP,
comparando-os com individuos cromossomicamente normais, antes e 45 dias ap0s
o tratamento periodontal ndo-cirdrgico.

Uma melhora significante nos parametros clinicos foi observada 45
dias apos o tratamento periodontal nado-cirdrgico em ambos o0s grupos (SD e
Controle). Adicionalmente, observamos uma diminuicAo no ndamero de
periodontopatégenos, em ambos 0s grupos. Porém, a contagem destas bactérias
continuou maior nos pacientes com SD em comparacdo com o grupo controle. Fato
qgue pode ser explicado, pelo menos em parte, pela colonizacdo que acomete 0s
individuos com SD em idades precoces, quando comparados com grupos controle
com condices de higiene bucal semelhantes, sendo o aumento dessas espécies
bacterianas gradual com a idade °.

Todavia, a DP nos individuos com SD nao € explicada apenas pela
presenca destes periodontopatégenos, mas também pela deficiéncia no sistema
imune encontrada nestes individuos® % 1 2t 46,50, 56,72, 92, 102 " Naste estudo, a
quantidade de citocinas pro e anti-inflamatérias (IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-a, GM-CSF,
IL-17A e IL-10) foi maior no fluido gengival nos individuos com SD em comparacao
com os do grupo controle. Vale ressaltar que, nos SD, observamos uma diminuicao
na concentracao destas citocinas porém elas continuaram em maior quantidade em
relacdo ao grupo controle. Assim, podemos sugerir que, 0 seu sistema de defesa do
organismo € menos efetivo em debelar o processo inflamatorio e, assim, o processo
de cura se torna mais lento.

Também foram encontradas, neste estudo, maiores quantidades de
proteinas com propriedades antimicrobianas, de lubrificacdo, metabolismo,
organizacao celular, resposta imune e transporte em individuos com SD depois do

tratamento periodontal. No entanto, o processo inflamatério periodontal por ser
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multifatorial, ndo pode ser caracterizado por apenas por uma proteina relacionada
com a DP, mas, por um conjunto de biomarcadores capazes de monitorar a
progressao da doenca.

Acredita-se que os resultados dessa pesquisa possam contribuir para
uma compreensao mais aprofundada do comportamento microbiolégico, imunolégico
e do proteoma salivar de individuos com SD frente a DP. Fato que pode estimular
outros grupos de pesquisadores na busca de terapias mais direcionadas e eficientes
em individuos com SD, visando proporcionar uma melhor condicdo da saude bucal,
com reflexos positivos na qualidade de vida dos portadores dessa sindrome, bem

como dos seus responsaveis.
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