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Gutierrez LS. Papel imunomodulador das beta-defensinas na resposta inflamatória 
nos tecidos periodontais [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 
da UNESP; 2024. 

RESUMO 
A periodontite é uma doença inflamatória crônica, induzida por bactérias, que causa a 
destruição dos tecidos de suporte dentário. Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são 
importantes componentes da reposta imune inata e um dos principais mecanismos de 
defesa do sulco gengival, exibindo uma atividade antimicrobiana contra um amplo 
espectro de bactérias Gram-negativas e positivas, fungos e vírus, além regularem 
eventos inflamatórios iniciais e aumentarem a imunidade adaptativa. As defensinas, 
beta (HBD) e alfa-defensinas, são os PAMs predominantes em humanos. Estudos 
prévios mostraram que há uma diferença na regulação destes peptídeos em sítios 
com saúde e doença periodontal. Assim, os objetivos deste estudo foram: (1) avaliar 
o efeito do tratamento periodontal não-cirúrgico (TPNC) sobre os níveis de HBD-1, 2
e 3 no fluido crevicular gengival (FCG) de pacientes sistemicamente saudáveis com
periodontite, (2) investigar o impacto do estímulo com HBD-2 em células epiteliais na
expressão de IL-8, CCL20 e seus receptores CXCR1, CXCR2 e CCR6. Para o estudo
clínico, 22 pacientes com boas condições de saúde geral, portadores de periodontite
estágio III ou IV, grau B foram selecionados. Esses pacientes apresentavam pelo
menos 4 sítios com profundidade de sondagem (PS) ≥ 4 mm, sangramento à
sondagem (SS) e nível clínico de inserção (NCI) ≥ 4 mm em diferentes quadrantes.
Os seguintes parâmetros clínicos foram avaliados: índice de placa visível (IPV), índice
de sangramento gengival (ISG), PS, SS e NCI. Após uma semana do exame clínico,
foi realizada coleta de FCG de dois sítios periodontalmente saudáveis, dois com perda
de inserção moderada (PS = 4-5 mm, SS e NCI ≥ 4 mm) e dois com perda de inserção
avançada (PS ≥ 6 mm, SS e NCI ≥ 6 mm). Em seguida, o tratamento periodontal não-
cirúrgico foi realizado, por um único operador, por meio raspagem e alisamento
radicular (RAR). Um mês após o término do TPNC, foram realizadas novas coletas do
FCG dos sítios selecionados e reavaliação dos parâmetros clínicos. A quantificação
dos níveis das HBDs no FCG foi realizada pela técnica ELISA sanduíche. Para o
estudo in vitro, queratinócitos foram estimulados com duas diferentes doses de HBD-
2 e, então, os níveis dos mediadores inflamatórios e seus receptores foram detectados
quanto à expressão gênica pela técnica RT-qPCR em tempo real e a quantificação
proteica foi determinada pelo ensaio de ELISA sanduíche. Os dados de ambos os
estudos foram tabulados e análises estatísticas apropriadas foram realizadas. No
estudo clínico, os níveis de HBD-1 foram significativamente maiores no FCG após
tratamento periodontal em comparação com os valores de baseline. Para as HBD-2 e
3 não foram detectadas diferenças nos níveis pré e pós-tratamento. Nos experimentos
in vitro, o estímulo com HBD-2 aumentou significativamente a expressão gênica de IL-
8, CCL20 e seus receptores CXCR1, CXCR2 e CCR6 em queratinócitos. Estes
resultados confirmam que as HBDs podem ter um efeito imunomodulador na
etiopatogênese da periodontite.

Palavras-chave: Periodontite crônica. Imunidade inata. Peptídeos catiônicos 
antimicrobianos. Raspagem dentária. Queratinócitos. 



Gutierrez LS. Immunomodulatory role of beta-defensins in the inflammatory response in 
periodontal tissues [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 
UNESP; 2024. 

ABSTRACT 

Periodontitis is a chronic inflammatory disease, caused by bacteria, which causes the 
destruction of tooth-supporting tissues. Antimicrobial peptides (AMPs) are important 
components of the innate immune response and one of the main defense mechanisms 
of the gingival sulcus, exhibiting antimicrobial activity against a broad spectrum of 
Gram-negative and positive bacteria, fungi and viruses, in addition to regular early 
inflammatory events and increase adaptive immunity. The defensins, beta (HBD) and 
alpha-defensins, are the predominant AMPs in humans. Previous studies have shown 
that there is a difference in the regulation of these peptides in healthy and periodontal 
disease sites. Thus, the objectives of this study were: (1) to evaluate the effect of non-
surgical periodontal treatment (NCPT) on the levels of HBD-1, 2 and 3 in the gingival 
crevicular fluid (FCG) of systemically healthy patients with periodontitis, (2) investigate 
the impact of stimulation with HBD-2 in epithelial cells on the expression of IL-8, CCL20 
and their receptors CXCR1, CXCR2 and CCR6. For the clinical study, 22 patients with 
good general health were selected, with stage III or IV periodontitis, grade B. These 
patients presented at least 4 sites with probing depth (PD) ≥4 mm, bleeding on probing 
(BOP) and clinical attachment level (CAL) ≥ 4 mm in different quadrants. The following 
clinical parameters were evaluated: visible plaque index (PI), gingival bleeding index 
(BI), PD, BOP and CAL. One week after the clinical examination, GCF was collected 
from two periodontally healthy sites, two with moderate attachment loss (PD = 4-5 mm, 
PD and CAL ≥ 4 mm) and two with advanced attachment loss (PD ≥ 6 mm, BOP and 
CAL ≥ 6 mm). Next, non-surgical periodontal treatment was performed, by a single 
operator, using scaling and root planing (SRP). One month after the end of the NCPT, 
new GCF collections were carried out from selected sites and clinical parameters were 
reassessed. Quantification of HBD levels in the GCF was performed using the 
sandwich ELISA technique. For the in vitro study, keratinocytes were stimulated with 
two different doses of HBD-2 and then the levels of inflammatory mediators and their 
receptors were detected in terms of gene expression using the real-time RT-qPCR 
technique and protein quantification was determined by the sandwich ELISA assay. 
Data from both studies were tabulated and the analyzes obtained were performed. In 
the clinical study, HBD-1 levels were significantly higher in GCF after periodontal 
treatment compared to baseline values. For HBD-2 and 3, differences in pre- and post-
treatment levels were not blocked. In in vitro experiments, stimulation with HBD-2 
significantly increased the gene expression of IL-8, CCL20 and their receptors CXCR1, 
CXCR2 and CCR6 in keratinocytes. These results confirm that HBDs may have an 
immunomodulatory effect on the etiopathogenesis of periodontitis. 

Keywords: Chronic periodontitis. Immunity, innate. Antimicrobial cationic peptides. 
Dental scaling. Keratinocytes. 
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1 INTRODUÇÃO 

A doença periodontal é caracterizada de forma clássica pela destruição 

progressiva dos tecidos moles e duros do complexo periodontal, mediada por uma 

interação entre comunidades microbianas disbióticas e respostas imunológicas nos 

tecidos periodontais. Para que haja o seu desenvolvimento, além da presença 

microbiana, é necessária uma sucessão de eventos do sistema imune inato e 

adquirido do indivíduo, sendo os peptídeos antimicrobianos (PAMs) um dos principais 

mecanismos de defesa no sulco gengival1-5. 

O epitélio oral, além de atuar como uma barreira física contra microrganismos 

patogênicos, contribui ao sistema imune inato com a produção dos PAMs. Como o 

epitélio oral representa uma via de contato direto com o meio externo, ele está 

constantemente colonizado por microrganismos (como o lúmen intestinal e a pele), 

desde a primeira infância. Porém, das centenas de espécies microbianas presentes, 

um número relativamente pequeno é implicado como causador das patologias mais 

comuns da cavidade bucal: cárie e doenças periodontais. Devido a esta constante 

colonização por microrganismos com suas toxinas e produtos do metabolismo, a 

imunidade inata na mucosa oral está sempre em estado de ativação e deve diferenciar 

as espécies 'nocivas' (associadas a patologias) de espécies comensais (não 

associadas a patologias) para evitar uma superativação da resposta imune que 

causaria danos ao próprio hospedeiro6. Além do efeito antimicrobiano direto, os PAMs 

apresentam um importante efeito imunomodulador. Eles são quimioatraentes para 

células fagocitárias, induzem mediadores inflamatórios e degranulação de mastócitos, 

auxiliam o reconhecimento de produtos bacterianos (LPS e ácido nucleico) pelos 

receptores do tipo Toll, regulam eventos inflamatórios iniciais e aumentam a 

imunidade adaptativa6,. Dessa forma, os PAMs são importantes para a manutenção 

do balanço entre saúde e doença no complexo ambiente da cavidade bucal. A Figura 

1 resume os principais efeitos biológicos dos PAMs que justificam sua potente 

atividade antibacteriana. 
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Figura 1- Principais mecanismos de ação antibacteriana dos PAMs

Fonte: De Lima et al.

As defensinas, beta (HBDs) e alfa-defensinas (HNPs), e a catelicidina LL-37 

são os peptídeos predominantes em humanos10,11. Dentre as HBDs existentes, a 

regulação das HBD-1, 2 e 3 tem sido bastante investigada na cavidade bucal, tanto a 

nível proteico como a expressão gênica.3. As hBDs foram identificadas nas 

membranas celulares de todas as células epiteliais7,8. Nos tecidos periodontais, as 

hBDs 1, 2 e 3 estão expressas principalmente em queratinócitos9-11, sendo estes 

peptídeos já identificados no fluido crevicular gengival (FCG) e na saliva9. Nenhuma 

hBD foi localizada no tecido conjuntivo ou no epitélio juncional9,12. As hBD-1 e 2 

apresentam uma expressão concentrada nas camadas superficiais espinhosa e 

granulosa do epitélio7,12, enquanto níveis proteicos de HBD-3 foram localizados 

principalmente na camada basal do epitélio gengival13. A HBD-3 também foi detectada 

em células de Langerhans e de Merkel9.  

Nos tecidos gengivais clinicamente saudáveis, as hBDs 2 e 3 estão presentes 

em um nível de expressão contínuo14,15, diferentemente de outros tecidos epiteliais 

em que as mesmas são expressas somente na presença de infecção ou inflamação16-

18. É possível que isso aconteça principalmente devido à interação constante do

epitélio bucal com microrganismos comensais, bem como por condições

imunoinflamatória19. Na presença de inflamação, o padrão de expressão destes

peptídeos no tecido gengival é semelhante; porém, a expressão de hBD-2 se estende
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sobre a camada basal e a de hBD-3, sobre as camadas superficiais12,13. Além disso, 

ocorrem alterações nos níveis proteicos destes peptídeos. No entanto, os resultados 

encontrados na literatura são bastante divergentes14,15,20-23. Os diversos mecanismos 

envolvidos na indução das HBDs podem ser uma explicação para essa variação em 

suas concentrações.  

Foi demonstrado que mediadores inflamatórios apresentam a capacidade de 

induzir a expressão das hBDs16. Outro fator indutivo demonstrado é a interação entre 

as HBDs e patógenos ou produtos de patógenos19. Estudos in vitro mostraram que 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Eikenella 

corrodens, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia foram capazes de 

estimular a expressão das hBDs19,24. Além disso, foi observado que o nível de indução 

se relaciona com o tipo do microrganismo e com o tipo da HBD, e que esta indução é 

variável conforme as cepas utilizadas10. Uma vez liberadas no tecido, cada defensina 

exerce uma função específica e sua atuação ocorre em conjunto com uma complexa 

cadeia de eventos decorrentes dos processos imunoinflamatórios em resposta a 

infecção tecidual25. Desse modo, esses mecanismos de atuação podem ser divididos 

em dois principais: atividade antimicrobiana direta e atividade imunomodulatória.  

Durante a atividade antimicrobiana direta ocorre formação de poros através da 

ligação à membrana bacteriana resultando no extravasamento do conteúdo celular. 

Esta ligação é auxiliada pela atração entre as HBDs, que apresentam características 

catiônicas (+), e as membranas celulares bacterianas, que apresentam características 

aniônicas (-)26. Existem três modelos principais para a formação de poros 

transmembranares mediados pela defensina: modelos ripas de barril (barril-stave), 

poro toroidal e carpete. O modelo barril-stave, que serve como protótipo para a 

formação de poros transmembrana mediados pela defensina, foi o primeiro 

mecanismo proposto para permeabilização. Nesse modelo, as defensinas servem 

como aduelas que se inserem verticalmente na bicamada fosfolipídica, produzindo 

estruturas semelhantes a barris. O segundo modelo, de poro toroidal representa a 

inserção de defensinas na membrana, causando uma curvatura consistente da 

monocamada fosfolipídica da porção superior para a porção inferior. No modelo de 

carpete, a ruptura da membrana induzida por peptídeos é semelhante à ação do tipo 

detergente27. Os modelos de destruição da membrana, apesar de consolidados, não 

explicam o mecanismo completo utilizado pelas defensinas para a morte bacteriana, 
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o que torna provável a existência de outros mecanismos envolvidos. Recentemente,

foi descoberto que, em um ambiente ácido, como ocorre em uma inflamação, as

ligações dissulfeto características das defensinas sofrem rompimento, tornando-as

suscetíveis à degradação por proteases. Este processo libera novos fragmentos

peptídicos antimicrobianos que melhoram o repertório antimicrobiano e podem,

portanto, ser uma característica evolutiva que permite ao hospedeiro montar uma

resposta eficaz de amplo espectro contra patógenos invasores com recursos

mínimos27.

A atividade direta das defensinas na regulação da resposta imune antibacteriana 

não é o único papel essencial das mesmas na regulação da homeostase imunológica 

do hospedeiro28,29. Especificamente, elas também modulam a resposta imune inata e 

adaptativa25. Dentre as atividades imunomodulatórias, as HBDs apresentam atividade 

anti-inflamatória, sendo a HBD-3 a defensina que mais se destaca por apresentar 

potentes propriedades na resposta imune da doença periodontal como: (1) redução 

de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-6, e MMP-9) em um modelo de periodontite 

em camundongos30; (2) redução da diferenciação de osteoclastos e da perda óssea 

em modelo de periodontite induzida em ratos30; (3) promoção da adesão e proliferação 

de fibroblastos em superfícies radiculares acometidas pela periodontite31; e (4) 

promoção da proliferação e migração de queratinócitos pela ativação de IL-8, IL-18 e 

IL-2031. Porém, assim como o potencial antimicrobiano das HBDs é variável de acordo 

com sua conformação estrutural32, a atividade imunomodulatória das defensinas 

também é variável, exibindo propriedades como: (1) ativação e quimiotaxia para 

células de defesa (HBD-1, 2 e 3 )33,34; (2) indução da osteoclastogênese via RANKL 

(HBD-1)35; (3) ativação e degranulação de mastócitos (HBD-2)36; e (4) inibição da 

autofagia em macrófagos (HBD-2 e 3)37,38. Entretanto, o envolvimento das defensinas 

na regulação imunológica é complexo e o seu papel vai muito além de simplesmente 

atuar como imunomoduladores através de um receptor singular ou sinalização linear 

dentro do sistema imunológico. Sugere-se que as defensinas exerçam seus efeitos 

principalmente interagindo ou ativando vários receptores extracelulares e 

intracelulares27. Foi demonstrado que a HBD-2 é quimioatraente para células T e 

células dendríticas, através do receptor CCR633,39. As HBDs também regularam 

positivamente a expressão gênica de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

essenciais para a imunidade adaptativa em queratinócitos40. Além disso, foi observado 
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em outro estudo, que HBD-2 é um quimioatraente específico para neutrófilos humanos 

tratados com fator de necrose tumoral (TNF); A via da proteína G-PLC está envolvida 

nessa migração de neutrófilos41. Também foi verificado um aumento da secreção de 

IL-18 por queratinócitos estimulados com HBDs e LL-37 42. Estes achados indicam 

que as defensinas podem regular a resposta imune adquirida e a expressão de 

marcadores inflamatórios42. 

Como já dito anteriormente, a regulação das HBDs pode sofrer alterações em 

resposta às condições de saúde ou doença nos tecidos periodontais. Estudos clínicos 

prévios indicam uma possível associação entre a expressão destes peptídeos 

antimicrobianos e condições clínicas do periodonto. Na avaliação de biópsias 

gengivais, foi verificada uma menor expressão de mRNAs de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 

no tecido gengival de pacientes com periodontite do que nas biópsias de tecido 

gengival de pacientes periodontalmente saudáveis12,14. Lu Q. et al.12 compararam os 

níveis de expressão de hBD-1 e hBD-2 em tecido epitelial de bolsas periodontais e 

tecidos gengivais clinicamente saudáveis adjacentes do mesmo indivíduo. Foi 

observado que ambas as defensinas estavam expressas em um nível mais elevado 

no epitélio da bolsa do que no epitélio gengival saudável adjacente. Por outro lado, 

Vardar-Sengul et al.21 observaram diferenças na expressão de hBD-1 e 2 no tecido 

gengival de pacientes com diferentes tipos de doença periodontal: gengivite, 

periodontite agressiva e periodontite crônica. A expressão de hBD-1 e 2 foi menor nos 

tecidos gengivais de pacientes com gengivite do que nos tecidos de pacientes 

periodontalmente saudáveis. Em pacientes com periodontite agressiva, uma menor 

expressão de hBD-1 e uma maior expressão hBD-2 foi detectada em comparação 

com os controles saudáveis. No entanto, pacientes com periodontite crônica 

apresentaram níveis mais elevados de hBD-1 em comparação com pacientes 

saudáveis21. Brancatisano et al.20, por sua vez, identificaram uma expressão 

significativamente maior de hBD-2 no tecido gengival de indivíduos periodontalmente 

saudáveis em comparação com tecidos clinicamente saudáveis de pacientes com 

periodontite crônica20.

Estudos prévios também avaliaram os níveis proteicos das HBDs no FCG. 

Costa et al.43 observaram níveis mais elevados de HBD-1 no FCG de indivíduos 

periodontalmente saudáveis quando comparados a indivíduos com periodontite 

crônica, sugerindo um potencial papel protetor do HBD-1 na suscetibilidade à 

periodontite crônica. Foi demonstrado que a HBD-3 está presente em níveis 
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facilmente detectáveis na maioria dos indivíduos saudáveis, mas é drasticamente 

reduzida no FCG de indivíduos com periodontite, além de estar inversamente 

correlacionada com a severidade da doença e o grau de colonização de espécies 

bacterianas com elevado potencial periodontopatogênico20. Em relação à HBD-2, 

níveis significativamente mais elevados deste peptídeo foram encontrados no FCG de 

indivíduos com periodontite em comparação com indivíduos sem doença periodontal. 

Porém, os níveis séricos de HBD-2 foram menores nos pacientes com periodontite44. 

Por outro lado, Pereira et al.45 verificaram maiores níveis de HBD-2 e HBD-3 no FCG 

de pacientes com periodontite do que nos pacientes periodontalmente saudáveis.  

A terapia periodontal não-cirúrgica por meio de raspagem e alisamento 

radicular (RAR) é o tratamento padrão ouro para a maioria dos pacientes com 

periodontite e tem como objetivo principal controlar a infecção microbiana periodontal, 

removendo biofilme bacteriano, cálculos e toxinas das superfícies radiculares 

periodontalmente envolvidas46. Alguns estudos avaliaram uma possível alteração nos 

níveis dos PAMs após tratamento periodontal não-cirúrgico. Türkoglu et al.2 avaliaram 

os níveis de LL-37 no GCF de pacientes com periodontite crônica fumantes e não 

fumantes antes e após tratamento periodontal não-cirúrgico. Diminuições 

significativas na quantidade total de LL-37 foram observadas na primeira semana, um 

e três meses após o tratamento periodontal não cirúrgico em pacientes não fumantes 

com periodontite crônica. Contudo, em pacientes fumantes, o tratamento periodontal 

não-cirúrgico não foi eficaz na redução dos níveis de LL-37. Madruga et al.47 

observaram uma redução nos níveis de LL-37 e IL-6, embora de forma não 

significativa, 4 a 6 semanas após o tratamento periodontal não-cirúrgico, tanto no 

grupo de pacientes com periodontite estágio I-II como no grupo de pacientes com 

estágio III-IV. Entretanto, para IL-4 e IL-10, os níveis permaneceram inalterados após 

a RAR. Dolińska et al.48 verificaram os níveis de HNP 1-3 no FCG de pacientes com 

periodontite crônica antes e após tratamento periodontal. Neste estudo, os pacientes 

foram submetidos ao procedimento de RAR associado ao uso de antibioticoterapia 

sistêmica (Amoxicilina + metronidazol). Um aumento significativo nos níveis de HNP 

1-3 foi observado 3 e 6 meses após o término do tratamento periodontal.

Há uma hipótese de que uma combinação específica de PAMs pode ser 

essencial para manter a saúde bucal e que qualquer alteração nessa combinação 

pode resultar em um desequilíbrio na resposta imune inata49. Esse desequilíbrio pode 

desempenhar um papel crucial nos mecanismos, ainda não totalmente 
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compreendidos que estão envolvidos no início e no desenvolvimento das doenças 

periodontais50-53. 

Uma compreensão mais aprofundada da regulação dos PAMs nos tecidos 

periodontais é, portanto, de grande importância e pode abrir caminho para o 

desenvolvimento de novas abordagens preventivas, diagnósticas e terapêuticas para 

as doenças periodontais. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar 

o efeito do tratamento periodontal não-cirúrgico nos níveis de HBD-1, 2 e 3 no FCG

de pacientes com periodontite, além de avaliar o possível mecanismo imunoregulador

da HBD-2 sobre marcadores importantes no processo inflamatório na doença

periodontal.
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4 CONCLUSÃO 

Baseado nos limites do presente estudo, pode-se concluir que o tratamento 

periodontal não-cirúrgico teve impacto positivo sobre a regulação de HBD-1 no FCG 

de pacientes com periodontite, aumentando significativamente os seus níveis tanto 

nos sítios sem doença periodontal como nos sítios com sinais clínicos da doença. 

Além disso, a HBD-2 aumentou a expressão de marcadores importantes no processo 

inflamatório, incluindo IL-8, CCL20 e seus receptores CXCR1, CXCR2 e CCR6, pelas 

células epiteliais. Estes resultados sugerem que as defensinas podem ter um papel 

imunomodulador na resposta inflamatória nos tecidos periodontais.  
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