- ‘ UNESP - Universidade Estadual Paulista
,> “Jalio de Mesquita Filho”

' Faculdade de Odontologia de Araraquara

g/

Ana Carolina Monachini Marcantonio

Influéncia do tabagismo nos niveis de beta-defensina 3 no fluido crevicular
gengival de individuos com periodontite cronica

Araraquara

2018



UNESP - Universidade Estadual Paulista

N\
‘ﬁ&”i%ii

Faculdade de Odontologia de Araraquara

L7
G, N
b= 5,
. 5
;. &
ot
FEVALYAYHY_ | 30

Ana Carolina Monachini Marcantonio

Influéncia do tabagismo nos niveis de beta-defensina 3 no fluido crevicular
gengival de individuos com periodontite cronica

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de
Odontologia, Araraquara, para obtengcdo do

titulo de Mestre em Odontologia, na Area de
Periodontia

Orientador: Proff Dr® Daniela Leal Zandim-
Barcelos

Araraquara

2018



Marcantonio, Ana Carolina Monachini
Influéncia do tabagismo nos niveis de beta-defensina 3 no

fluido crevicular gengival de individuos com periodontite crénica /
Ana Carolina Monachini Marcantonio. — Araraquara: [s.n.], 2018
49 f.; 30 cm

Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia
Orientadora: Profa. Dra. Daniela Leal Zandim Barcelos

1. Periodontite crénica 2. beta-Defensinas 3. Tabagismo
4. Citocinas |. Titulo

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Marley C.C. Montagnoli, CRB-8/5646
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia, Araraquara
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacao




Ana Carolina Monachini Marcantonio

Influéncia do tabagismo nos niveis de beta-defensina 3 no fluido crevicular
gengival de individuos com periodontite cronica

Comissao julgadora

Dissertacao para obtencao do grau de mestre em Periodontia

Presidente e orientador Prof.2 Dr.2 Daniela Leal Zandim-Barcelos

2° Examinador Prof. Dr. Rafael Silveira Faeda

3° Examinador Prof.? Dr.2 Morgana Rodrigues Guimaraes Stabili

Araraquara, 16 de marcgo de 2018.



DADOS CURRICULARES

Ana Carolina Monachini Marcantonio

NASCIMENTO 2 de margo de 1979 - Araraquara-SP

FILIACAO Elcio Marcantonio Junior

Marilda Monachini Marcantonio

2012/2015 Graduagao de Odontologia pela Universidade de Araraquara -
Uniara
2015/2017 Especializagdo em Periodontia pela Faculdade de Odontologia de

Araraquara - Unesp

2015/2017 Especializacdo em Implantodontia pela Faculdade Herrera

2016/2018 Pés-Graduagdo em Odontologia, Area de Periodontia, Nivel de

Mestrado na Faculdade de Odontologia de Araraquara - Unesp



Dedico este trabalho ao homem que dedicou
sua vida a ensinar, meu avd Elcio
Marcantonio, amava ensinar e aprender com
seus alunos. Obrigada por todo ensinamento
nao s6 profissional, mas principalmente de

vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre me guiar e colocar pessoas muito especiais na minha vida.

Ao meu marido, Duda, que divide a responsabilidade de cuidar da nossa casa
e filho, sempre me apoiando e incentivando em cada etapa da minha carreira sem me
deixar desistir.

Ao meu filho que é a pessoa que me faz querer ser sempre melhor, sem vocé
com certeza eu nao estaria aqui.

Aos meus pais, Elcio e Marilda, vocés sdo o meu porto seguro. Cada um na
sua maneira, sempre me apoiando e incentivando. Tenho muito orgulho de ser filha
de vocés.

A Adriana que esta sempre me ajudando e orientando, pode ter certeza que eu
nunca vou esquecer que sem vocé eu nao estaria aqui.

Aos meus avds Elcio e Antonio que infelizmente ndo estdo mais presentes,
tenho certeza que sempre estardo olhando por mim. Sinto muito a falta de vocés,
principalmente em um momento como esse. Minhas avos Marilene e Zilda, pessoas
tao diferentes e que me ensinaram tanto nessa vida, obrigada por todo o cuidado que
me dedicam.

As minhas irmas, melhores amigas que a vida podia me dar, Luiza minha
companheira da vida, minha confidente. Camila minha “foquinha, sempre pronta para
defender as pessoas que estdo do seu lado. Tati meu “catatau”, sempre vai ser a
melhor companhia para baladas.

Aos meus tios Maristela, Claudio, Eloisa e Rodolfo vocés sdo pessoas que
sempre me transmitem algum ensinamento, seja profissional ou na vida. Amo ter
vocés na minha vida.

Ao meu cunhado Felipe que sempre esta me ajudando.

Aos meus primos Bruno, Veronica, Ligia, Vinicius e Julia, pelo amor e amizade.

Aos meus sobrinhos, Jorge, Jodo, Laura e Mateus por sempre poder olhar para
vocés e sentir o amor puro.

A minha orientadora Daniela, obrigada por toda ajuda e dedicagdo. Sempre me
passou muita seguranga e com certeza se estou aqui hoje, devo a voceé.

A minha amiga Kahena, uma pessoa muito iluminada, obrigada por toda
paciéncia que vocé tem para me explicar.

Aos professores do mestrado por dividirem seus ensinamentos.



Ao CNPqg pelo auxilio financeiro para realizagdo deste estudo (Processo
479052/2013-1).



Marcantonio ACM. Influéncia do tabagismo nos niveis de beta-defensina 3 no fluido
crevicular gengival de individuos com periodontite cronica [dissertagdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

O propdsito deste estudo foi determinar a influéncia do tabagismo nos niveis de beta-
defensina 3 (hBD 3) no fluido crevicular gengival (FCG) de individuos com periodontite
crbnica e avaliar sua relacdo com saude e doenga periodontal. Além disso, foi
investigada a correlagcdo deste peptideo antimicrobiano com metaloproteinase da
matriz (MMP-8) e citocinas pré (IL-10) e anti-inflamatorias (IL-18, IFN-y e TNF-a). Um
total de 40 individuos com periodontite cronica, sendo 20 fumantes (PF) e 20 nao
fumantes (PNF), e 20 individuos sem doenga periodontal (S) foram incluidos no
estudo. Amostras de FCG de sitios sadios e doentes dos individuos com periodontite,
e apenas de sitios sadios dos individuos periodontalmente saudaveis, foram coletadas
com tiras de papel absorvente. A quantificacdo da hBD 3 foi feita pela técnica ELISA
sanduiche e dos marcadores biolégicos por ensaio Multiplex. Niveis significativamente
menores de hBD 3 foram identificados nos sitios doentes de PF em comparacao aos
sitios doentes de PNF (p=0,02). Por outro lado, os niveis de hBD 3 nos sitios sadios
de PF foram significativamente maiores que nos sitios sadios de PNF e S (p=0,006).
Na comparagao dos sitios dentro do grupo PF, foi verificado que os sitios doentes
apresentavam niveis reduzidos de hBD 3 em comparagéo com sitios sadios (p=0,04).
Ja no grupo PNF, os niveis de hBD 3 foram mais elevados nos sitios doentes que nos
sitios sadios (p=0,02). Uma correlagao negativa foi observada entre os niveis de hBD
3 e MMP-8, IL-1B8 e IFN-y tanto nos sitios sadios como nos sitios doentes de PF e
PNF, e uma correlagao positiva foi verificada entre hBD 3 e IL-10. Baseado nestes
resultados, concluimos que o fumo teve um impacto negativo na expresséo da hBD3
no fluido crevicular gengival de pacientes com periodontite crénica. Esta redugédo nos
niveis da hBD 3 poderia ser mais um mecanismo envolvido na associacado entre
tabagismo e doencga periodontal.

Palavras-chave: Periodontite cronica. beta-Defensinas. Tabagismo. Citocinas.



Marcantonio ACM. Influence of smoking on gingival crevicular fluid levels of hBD 3 in
patients with chronic periodontitis. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the influence of smoking on gingival
crevicular fluid (GCF) levels of beta-defensin 3 (hBD 3) in individuals with chronic
periodontitis and to evaluate its relationship with health and periodontal disease. In
addition, the correlation of this antimicrobial peptide with matrix metalloproteinase
(MMP-8) and pro (IL-10) and anti-inflammatory cytokines (IL-13, IFN-y and TNF-a) was
investigated. A total of 40 individuals with chronic periodontitis, including 20 smokers
(PS) and 20 non-smokers (PNS), and 20 subjects without periodontal disease (H) were
included in the study. GCF samples from healthy and diseased sites of individuals with
periodontitis, and only from healthy sites of periodontally healthy individuals, were
collected with absorbent paper strips. Quantification of hBD 3 was performed by a
sandwich ELISA assay and the biological markers levels were analyzed by a multiplex
assay. Significantly lower levels of hBD 3 were identified in diseased sites of PS
compared to diseased sites of PNS (p = 0.02). On the other hand, the levels of hBD 3
in healthy sites of PS were significantly higher than in healthy sites of PNS and H (p =
0.006). The comparison between the sites within the groups with periodontitis showed
reduced levels of hBD 3 in diseased sites of PS compared to healthy sites (p = 0.04),
while higher levels of this peptide was detected in diseased sites of PNS compared to
healthy sites (p = 0.02). A negative correlation was observed between the levels of
hBD 3 and MMP-8, IL-1B and IFN-y in healthy and diseased sites of PS and PNS, and
a positive correlation was found between hBD 3 and IL-10. Based on these results, we
concluded that smoking had a negative impact on hBD 3 expression in gingival
crevicular fluid of patients with chronic periodontitis. This reduction on hBD 3 levels
may be an additional mechanism on smoking and periodontal disease association.

Keywords: Chronic Periodontitis. beta-Defensins. Tobacco Use Disorder. Cytokines.
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1 INTRODUGAO

A periodontite € uma doenca infecciosa de patogénese complexa que se
caracteriza clinicamente pela destruicdo dos tecidos de suporte do dente. O principal
fator etioldgico da doenga periodontal sdo as bactérias periodontopatégenicas’. No
entanto, sua instalagédo, progresséo e severidade depende de uma combinacdo de
fatores que envolve o hospedeiro, o agente microbiano, habitos de higiene oral,
fatores ambientais e genéticos. Entre esses fatores ambientais, pode-se citar o fumo
como importante fator de risco para a doenca periodontal?.

Os fumantes tém de 2,5 a 6 vezes mais risco de desenvolver doenca
periodontal do que os ndo fumantes e esse risco esta diretamente relacionado com a
quantidade de cigarros consumida® 4. Uma maior severidade da doenga periodontal é
observada com o aumento da intensidade e duragdo do habito de fumar®®.
Clinicamente, pacientes fumantes apresentam uma redug¢do no sangramento
gengival, um aumento da profundidade de sondagem e da perda de insergédo, e um
aumento da perda dentaria® .

De maneira geral, o fumo parece inibir a defesa do hospedeiro contra infec¢des
microbianas enquanto promove ou aumenta a reagéo inflamatéria®. Porém, o impacto
do fumo e de seus produtos, como a nicotina e cotinina, na resposta imune inata local,
em particular na expressao de peptideos antimicrobianos, ainda nao esta totalmente
definido®. Os peptideos antimicrobianos sdo componentes essenciais da imunidade
inata e permitem que os seres humanos resistam a infecgdo por microrganismos.
Estes peptideos sdo encontrados principalmente em fagoécitos e células epiteliais,
mostrando uma atividade direta contra uma ampla gama de agentes microbianos.
Embora a deficiéncia, desregulagdo, ou superproducdo destes peptideos
antimicrobianos nédo seja a causa direta de uma doenga, numerosos estudos ja
forneceram evidéncias convincentes do envolvimento dos mesmos na complexa rede
de respostas imunes em doencgas inflamatorias. Eles sdo capazes de influenciar
diversos processos, dentre eles a liberagao de citocinas e quimiocinas, quimiotaxia,
apresentacao de antigeno, angiogénese, degranulagdo de mastdcitos, reparagao de
feridas e modulagdo da resposta de células dendriticas ou células T'% 1. Desta forma,
os peptideos antimicrobianos funcionam como uma ponte entre imunidade inata e

adaptativa'® 1.
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Figura 1 — Func¢des multiplas dos peptideos antimicrobianos na resposta do hospedeiro. Além
do efeito antimicrobiano, os peptideos induzem uma variedade de respostas
imunomodulatdrias
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Fonte: Lai e Gallo, 2009'% P35

As defensinas sédo os peptideos antimicrobianos predominantes em humanos.
Além da capacidade de inativar bactérias, fungos e alguns virus encapsulados, as
defensinas apresentam propriedades imunomodulatérias. As defensinas regulam a
proliferacdo de células epiteliais, aumentam a fagocitose por macrofagos, sao
quimioatraentes para mondcitos, macréfagos, linfocitos T e mastocitos, suprimem a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias para antigenos microbianos especificos,
ativam e promovem a degranulagdo de mastdcitos, regulam o sistema complemento,
e aumentam a resposta imune adaptativa® 12,

As defensinas sdo pequenos peptideos catidnicos divididos em duas principais

subfamilias de acordo com a topologia de suas trés ligacbes dissulfeto de cisteina
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intramoleculares: alfa-defensinas ou beta-defensinas (hBDs). As alfa-defensinas
podem ser subdivididas em defensinas presentes nos granulos de neutrofilos (HNP 1-
4) e defensinas presentes nas células de Paneth do intestino delgado (HD 5 e HD 6).
HNP 1-3 também estido presentes em mondcitos e células natural killer. As hBDs séo
produzidas pelas células epiteliais de uma variedade de tecidos e 6rgaos, incluindo
pele, traqueia, sistema urogenital, figado, pancreas e outros'? '3. Na cavidade bucal,
as hBDs estdo expressas na gengiva, lingua, glandulas salivares e mucosa, podendo
ser encontradas na saliva e fluido crevicular gengival. Apesar da identificagdo
gendmica de diferentes hBDs em humanos, aproximadamente 28 tipos, as hBDs 1-4
sdo as mais estudadas’.

As hBDs estao localizadas em diferentes sitios do tecido gengival. As hBDs 1
e 2 estao localizadas no epitélio estratificado suprabasal e nas camadas mais externas
do epitélio, adjacentes a regido de formacgao da placa na superficie dental e no epitélio
sulcular inflamado, o que é consistente com a formacdo da barreira epitelial’®. Por
outro lado, as hBDs 1 e 2 ndo sao detectadas no epitélio juncional. Enquanto a hBD 2
esta localizada nos estratos mais diferenciados do epitélio oral (granuloso e
espinhoso), a hBD 3 esta localizada no estrato basal menos diferenciado, nos
queratinécitos, células de Langerhans e células de Merkel, sugerindo que a hBD 3
pode facilitar a comunicagao entre os tecidos gengival e conjuntivo, servindo como elo
de ligagao entre as respostas imune inata e adaptativa' .

Uma notavel diferenca na expressao de hBDs 2 e 3 foi verificada entre o epitélio
oral e a maioria dos outros epitélios. Estas defensinas estdo expressas apenas na
presenca de infeccado ou inflamacéo na maioria dos tecidos, incluindo epitélio da pele,
intestino e traqueia’®'”. Porém, tanto a hBD 2 como a hBD 3 est&o presentes no tecido
gengival normal sem inflamag&o'®.

Uma expressao significativamente maior de hBD 2 foi encontrada no epitélio
gengival de individuos periodontalmente saudaveis em comparagdo com tecidos
clinicamente saudaveis de pacientes com periodontite crbénica. Além disso, foi
verificado que as hBDs 1 e 2 estavam expressas em um nivel mais elevado no epitélio
da bolsa periodontal do que no epitélio gengival saudavel adjacente’®.

Em um estudo envolvendo amostras de tecido gengival de pacientes com
gengivite, periodontite agressiva e periodontite crénica, foram observadas expressdes
distintas dos genes hBD 1 e hBD 2'8. A expressao das hBDs 1 e 2 foram menores nos

tecidos gengivais de pacientes com gengivite do que nos tecidos de controles
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saudaveis. Por outro lado, a expressdo de hBD 1 foi reduzida e a de hBD 2 foi
aumentada em pacientes com periodontite agressiva em comparagdo com controles
saudaveis. Pacientes com periodontite crénica, por sua vez, apresentaram niveis mais
elevados de hBD 1 em comparagao com controles saudaveis, sugerindo que embora
esses niveis mais elevados de hBD 1 possam ter oferecido um efeito protetor, eles
nao foram suficientes para evitar a infec¢ao e destruicdo periodontal. O aumento da
expressao de hBD 2 em pacientes com periodontite agressiva pode ser causada pela
estimulagdo deste peptideo antimicrobiano por A. actinomycetemcomitans. Este
microorganismo foi capaz de estimular a expressdo hBD-mRNA em queratindcitos
orais humanos in vitro'®.

Alguns estudos tém demonstrado que o cigarro pode comprometer a resposta
imune inata mediada por células epiteliais contra patégenos. Fumantes e ex-fumantes
apresentaram uma redugao significativa nos niveis de hBD 2 no fluido da faringe e no
escarro de pacientes com pneumonia aguda comparado com nao fumantes. Além
disso, foi verificado que exposi¢cao ao cigarro reduziu in vitro a expressao de hBD 2
pelas células do epitélio das vias aéreas em resposta ao estimulo bacteriano?°.

O extrato de fumaca de cigarro e a nicotina (0.1 a 1 mM) suprimiram a
expressao de hBD 2 e aumentaram a producao de IL-8 pelas células epiteliais do
tecido gengival humano?'. Este mecanismo imune-modulador do cigarro foi entdo
considerado como um possivel mecanismo associado a ocorréncia e severidade da
doenca periodontal em pacientes fumantes. O desequilibrio da homeostasia oral
provocado pela supressdao de hBD 2 e aumento da liberagcdo de IL-8 favorece a
invasao de patdgenos periodontais e aumenta o processo de inflamagéo crénica que
¢ caracteristico da periodontite?'.

Uma reducao da expressao de hBD 2 também foi observada em queratinécitos
(HaCaT) previamente estimulados com nicotina (10 pg/mL) ou estimulados
simultaneamente com nicotina e TNF-a22. Neste estudo, nio foi detectada alteragéo
na expressao de hBD 1 utilizando as mesmas condigbes experimentais.

Uma correlagao negativa foi encontrada entre os niveis salivares de LL-37, um
peptideo antimicrobiano produzido por neutrofilos, e cotinina sugerindo que o
tabagismo ou a longa exposi¢ao ao tabaco pode resultar em redugao dos niveis de
LL-37 na cavidade oral e aumentar o risco de periodontite?>.

Levando em consideracao o papel fundamental das defensinas na resposta

imune do hospedeiro e a auséncia de estudos clinicos avaliando a influéncia do
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tabagismo nos niveis de hBD 3 em pacientes com periodontite crénica, conforme
verificado em uma recente revisao de literatura®, propomos o presente estudo com a
seguinte hipétese principal: produtos téxicos do cigarro promovem uma redugcao nos
niveis de hBD 3 no fluido crevicular gengival afetando a interagdo microbiota-
hospedeiro.
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2 PROPOSIGAO

O objetivo principal deste estudo foi determinar a influéncia do tabagismo nos
niveis de hBD 3 no fluido crevicular gengival de individuos portadores de periodontite
crbnica e avaliar a relagéo deste peptideo com saude e doenga periodontal. O objetivo
secundario foi investigar a correlagao deste peptideo antimicrobiano com marcadores
bioldgicos presentes no fluido crevicular gengival como a metaloproteinase da matriz
8 (MMP-8), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 10 (IL-10), interferon gama (IFN-y)

e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
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3 PUBLICAGAO
Os resultados deste estudo foram apresentados na forma de um artigo,
informado a seguir.
3.1 Publicagao 1
Influéncia do tabagismo nos niveis de hBD 3 no fluido crevicular gengival de

individuos com periodontite crénica*

Ana Carolina Monachini Marcantonio’, Kahena Rodrigues Soldati’, Felipe de Almeida

Toledo', Carlos Rossa Junior!, Daniela Leal Zandim-Barcelos'

1- Departamento de Diagnéstico e Cirurgia, Faculdade de Odontologia de Araraquara

— UNESP, Araraquara, SP, Brasil

Running title: Niveis hBD 3 em fumantes e ndo fumantes com periodontite

Corresponding author
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*Artigo sera submetido a revista Journal of Periodontal Research.
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INTRODUGAO

Os peptideos antimicrobianos, como as beta-defensinas (hBDs), sé&o
componentes do sistema imune inato que exercem uma forte atividade antimicrobiana.
Além disso, as hBDs tém mostrado uma comunicacao direta com o sistema imune
adaptativo, interagindo com quimiocinas especificas e com receptores Toll-like,
resultando na modulacgéo da resposta de células imunocompetentes do hospedeiro (1,
2). Assim, além do efeito antimicrobiano, as hBDs regulam a proliferacdo de células
epiteliais, aumentam a fagocitose por macréfagos, s&o quimioatraentes para
monacitos, macréfagos, linfocitos T e mastdcitos, suprimem a produgéo de citocinas
pré-inflamatérias para antigenos microbianos especificos, ativam e promovem a
degranulacédo de mastécitos, regulam o sistema complemento, e aumentam a
resposta imune adaptativa (3, 4).

Como o epitélio corresponde a barreira primaria contra infecgdes microbianas,
as hBDs exercem um papel importante na protecao dos tecidos periodontais. A hBD
3 € um peptideo expresso pelas células epiteliais apos estimulo por uma variedade
de fatores microbianos e do hospedeiro, como os patdgenos periodontais (5). Estudos
prévios demonstram que a hBD 3 exerce uma rapida atividade bactericida contra uma
grande variedade de bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo aquelas
associadas a doenca periodontal, e também contra Candida albicans (6, 7).

O tabagismo € considerado um importante fator de risco para a doenga
periodontal (8). De maneira geral, o fumo parece inibir a defesa do hospedeiro contra
infeccbes microbianas enquanto promove ou aumenta a reagao inflamatdria (9).
Porém, o impacto do fumo e de seus produtos toxicos na resposta imune inata, em
particular na expressao de peptideos antimicrobianos, ainda nédo esta totalmente
definido (10).

Estudos in vitro tém indicado que o tabagismo pode afetar a expresséo de
peptideos antimicrobianos. O extrato de fumaga de cigarro e a nicotina suprimiram a
expressao de hBD 2 pelas células epiteliais do tecido gengival humano (11) e uma
reducdo na expressao de hBD 2 foi observada em queratinécitos humanos
previamente estimulados com nicotina ou estimulados simultaneamente com nicotina
e TNF-a (12). Por outro lado, resultados contraditérios também tém sido relatados na
literatura. Um aumento na expressdo de hBD 2 foi observado em queratinécitos

humanos estimulados com nicotina (13) e uma aumento na expressao das hBDs 2 e
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3 foi verificado apds exposigao de células epiteliais do tecido gengival a fumacga do
cigarro (14).

Uma correlagao negativa foi encontrada entre os niveis salivares de LL-37, um
peptideo antimicrobiano produzido por neutrofilos, e cotinina sugerindo que o
tabagismo ou a longa exposi¢ao ao tabaco pode resultar em redugdo dos niveis de
LL-37 na cavidade oral e aumentar o risco de periodontite (15). Uma reducgao
significativa nos niveis de LL-37 também foi observada no fluido crevicular gengival
de pacientes fumantes com periodontite em comparagao com nao fumantes (16).

Conforme verificado em uma recente revisado da literatura (10), ainda nao ha
estudos clinicos avaliando a influéncia do tabagismo nos niveis de hBD 3 em
pacientes com periodontite crénica. Tendo em vista o papel fundamental das beta-
defensinas na resposta imune do hospedeiro, o presente estudo foi realizado com
intuito de determinar a influéncia do tabagismo nos niveis de hBD 3 no fluido crevicular
gengival de individuos com periodontite crénica e avaliar a relagdo deste peptideo
com saude e doenga periodontal. Além disso, foi investigada a correlagdo deste
peptideo antimicrobiano com marcadores bioldgicos presentes no fluido crevicular
gengival como a metaloproteinase da matriz 8 (MMP-8), interleucina 1 beta (IL-1pB),
interleucina 10 (IL-10), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

Q)

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE
01394712.5.0000.5416) (Anexo A).

Populagao do estudo

Um total de 40 individuos com periodontite crénica moderada, sendo 20
fumantes e 20 nao fumantes, e 20 individuos sem doenca periodontal foram incluidos
neste estudo transversal. Assim, trés grupos distintos foram constituidos: sem doenga
periodontal (S), periodontite fumante (PF) e periodontite ndo fumante (PNF).

Os individuos com periodontite crénica deveriam apresentar um minimo de 15
dentes naturais e pelo menos 4 sitios com profundidade de sondagem (PS) =2 5 mm,

sangramento a sondagem (SS) e nivel clinico de inser¢do (NCI) =2 5 mm em dentes
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nao adjacentes, com exceg¢ao dos terceiros molares. Os individuos sem doenga
periodontal deveriam apresentar no minimo 24 dentes naturais, PS < 3 mm, auséncia
de perda de insergéo, indice de placa visivel (IPV) e indice de sangramento gengival
(ISG) = 15%. O habito de fumar foi investigado por meio de um questionario. Pacientes
fumantes deveriam fumar pelo menos 10 cigarros/dia por pelo menos 5 anos
consecutivos e os pacientes nao fumantes nunca poderiam ter fumado. Os critérios
de exclusdo adotados foram: histérico de doenca sistémica e/ou desordem
imunoldgica, gestantes e lactantes, tratamento periodontal nos ultimos seis meses e
uso de antibidticos e anti-inflamatorios nos ultimos 3 meses.

Os participantes deste estudo foram recrutados na Clinica de Periodontia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP no periodo de margo de 2016 a
abril de 2017. Todos os individuos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e

assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

Exame clinico periodontal

A condicao clinica periodontal foi determinada por meio dos parametros IPV,
ISG, PS, SS e NCI. Os parametros IPV e ISG foram avaliados em quatro sitios por
dente e os demais em seis sitios por dente, com excec¢ao dos terceiros molares. O
exame clinico periodontal foi realizado por um Unico examinador, previamente
treinado e calibrado (kappa=0,91). A sondagem dos dentes foi realizada com uma

sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (Hu-friedy®, Chicago, IL, EUA).

Seleg¢do dos sitios e coleta de amostras de fluido crevicular gengival (FCG)

Foram coletadas amostras de FCG de sitios sadios (n=4) e doentes (n=4) dos
pacientes com periodontite crénica (8, 9) e apenas de sitios sadios (n=4) dos pacientes
com auséncia de doenca periodontal. A selecao dos sitios foi feita de forma aleatéria
em dentes distintos e n&o adjacentes. Os sitios sadios deveriam apresentar auséncia
de sangramento gengival, PS < 3 mm e auséncia de SS, enquanto os sitios doentes
deveriam ter sangramento gengival, PS =25 mm, NCI =5 mm e presenca de SS.

As amostras de FCG foram coletadas por um unico examinador uma semana
apos a realizagcao dos exames clinicos. Os sitios selecionados foram isolados com
roletes de algodao, gentilmente secos com jato de ar e, se houvesse a presenga de
placa supragengival, a mesma era removida com cureta estéril. Tiras de papel

absorvente (Periopaper®, Oraflow Inc., Nova lorque, EUA) foram inseridas no sulco ou
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na bolsa periodontal até uma leve resisténcia ser sentida, sendo removidas apo6s 30
segundos. Tiras de papel contaminadas com sangue foram descartadas. O volume
total de FCG coletado com cada tira de papel absorvente utilizada foi mensurado com
um aparelho previamente calibrado (Periotron 8000 - Oraflow Inc.). As amostras de
FCG representativas de uma mesma categoria no individuo foram colocadas em um
tubo eppendorf previamente codificado e congeladas a -80°C até a analise

laboratorial.

Quantificagao da hBD 3

Para eluicdo das amostras de FCG presentes nas tiras de papel, adicionou-se
150 uL de PBS 1x para cada Periopaper presente no tubo eppendorf. Os tubos foram
deixados em gelo no agitador horizontal por 30 minutos e, em seguida, colocados em
centrifuga refrigerada a 4°C, 13.000 g por 10 minutos (17).

A quantificacdo de hBD 3 no FCG foi feita pela técnica ELISA sanduiche
(Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA), seguindo protocolo definido pelo fabricante. A
absorbancia foi medida por um espectrofotometro (Multiskar Ascent — Labsystems
Uniscience, Vantaa, Finlandia) a 450 nm e convertida na concentragcdo de hBD 3 por
amostra de acordo com a curva padrao. O limite de detec¢ao do kit utilizado foi de 63
a 4000 pg/mL.

Quantificagdo da metaloproteinase da matriz e citocinas

A deteccao dos marcadores bioldgicos MMP 8, IL-10, IL-1B, IFN-y e TNF-a no
FCG dos pacientes com periodontite crénica, fumantes e ndo fumantes, foi realizada
por meio de ensaio multiplex baseado em beads magnéticas (Human Premixed Multi-
Analyte; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Todos os reagentes, padrdes e
amostras foram preparados seguindo as instrugdes do fabricante. A leitura foi

realizada pelo equipamento Bio-plex 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

Analise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software Graphpad Prism 6 (San Diego,
CA, EUA) e todos os testes estatisticos foram aplicados ao nivel de significancia de
5% (p<0,05). Os dados numéricos foram submetidos ao teste de normalidade de
D'Agostino & Pearson. Como os parametros ldade, PS e NCI se distribuiram de

acordo com a normalidade, o teste de One-way ANOVA complementado pelo teste de
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Tukey foi utilizado para a comparacao destes parametros entre os grupos. Os niveis
de hBD 3 no FCG nao apresentaram distribuicdo normal, assim o teste Kruskal-Wallis
seguido pelo teste Dunn foi utilizado para comparagéo dos sitios sadios dos grupos
S, PF e PNF, e o teste Mann-Whitney foi utilizado para comparar os sitios doentes
entre os grupos PF e NFP. Para comparagao dos sitios sadios e doentes dentro dos
grupos com periodontite (PF e PNF), foi usado o teste Wilcoxon.

Os parametros categoricos (género, SS, IPV e ISG) foram comparados por
testes ndo paramétricos. A distribuigcdo dos géneros entre os grupos foi analisada pelo
teste exato de Fischer, e a comparagao dos parametros SS, IPV e ISG entre os 3
grupos foi executada pelo teste de Kruskall-Wallis complementado pelo teste de Dunn.

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparagdo dos niveis de
marcadores biolégicos no FCG entre os grupos PF e PNF, enquanto a comparagao
dos niveis dos marcadores biolégicos entre os sitios sadios e doentes dentro destes
grupos foi realizada pelo teste Wilcoxon. Uma analise de correlagéo linear entre os
niveis de hBD 3 e dos marcadores bioldgicos no FCG (correlagdo de Pearson) foi

realizada.

RESULTADOS

Dados demograficos e condigao clinica periodontal

Participaram deste estudo 60 pacientes que apresentavam idade entre 19-72
anos, sendo que 40 pacientes eram do género feminino e 20 pacientes eram do
género masculino. O grupo S apresentou média de idade inferior em relagédo aos
grupos PF e PNF (p<0,0001). Nao houve diferenga entre os grupos para género. Os
dados demograficos da populacao deste estudo estdo expostos na Tabela 1.

O grupo S apresentou menor porcentagem de IPV, ISG e SS que os grupos PF
e PNF (p<0,0001). A média de PS e NCI no grupo S também foi significativamente
menor em relacdo a PF e PNF (p<0,0001). Nao foram detectadas diferengas
significativas em nenhum dos parametros clinicos avaliados entre os grupos PF e PNF
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e dados clinicos de boca toda dos participantes do
estudo. Os dados paramétricos estdo expressos em média médiatdesvio padrao e os dados

nao paramétricos estdo expressos em média(mediana)tdesvio padrao.

S PF PNF
Parametros
(n=20) (n=20) (n=20)
Idade 25,79+3,95 43,75+12,05 41,20+12,47
Género (masc/fem) 5/15 10/10 5/15

IPV (%) 6,39(7,14)+4,93*  34,46(26,85)+23,19  31,72(29,43)£15,01
ISG (%) 6,56(1,78)£20,03*  9,03(4,09)x12,77  13,50(11,15)%8,08
SS (%) 3,56(2,98)+3,36"  18,83(12,17)220,71  20,44(15,16)£15,75
PS (mm) 1,4910,29° 3,210,74 3,000,62
PS <3 mm (%) 100(100)+0,00  73,00(78)18,99  76,15(77,50)+18,64
PS 4-5 mm (%) 0,00(0,00)0,00*  21,70(17)+13,46  19,75(18,50)+14,52
PS 26 mm (%) 0,00(0,00)0,00* 5,25(1)8,13 4,1(1)25,78
NCI (mm) 1,4910,29° 3,510,99 3,30£1,10
NCI < 2 mm (%) 100(100)+0,00  29,65(28)+17,06  34,55(38,50)+22,91
NCI 3-4 mm (%) 0,00(0,00)0,00*  42,6(47)+14,24  43,15(42,50)+16,66
NCI 2 5 mm (%) 0,00(0,00)+0,00*  27,85(21)+20,84 22,35(16)+19,44

*p<0,0001-Diferencga estatisticamente significativa em relacdo aos demais grupos - One-way
ANOVA com Tukey
#p<0,0001- Diferenca estatisticamente significativa em relacado aos outros grupos - Kruskall-
Wallis com Dunn;
IPV - indice de placa visivel; ISG - indice de sangramento gengival; SS - Sangramento a
sondagem; PS - Profundidade de sondagem; NCI - Nivel clinico de insergéo.
Fonte: Elaboracgao prépria.

Quantificagdo hBD 3

Os sitios sadios do grupo PF apresentaram niveis significativamente maiores
de hBD 3 em comparagao aos sitios sadios dos grupos S e PNF (p=0,006). Niveis
mais elevados de hBD 3 foram detectados nos sitios doentes de PNF que nos sitios
doentes de PF (p=0,02). Na comparagdo dos sitios dentro mesmo grupo, niveis
significativamente menores de hBD 3 foram encontrados nos sitios doentes de PF em

relagéo aos sitios sadios destes pacientes (p=0,04). No grupo PNF, os niveis de hBD
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3 foram significativamente maiores nos sitios doentes que nos sitios sadios (p=0,02)

(Figura 1).

Figura 1 - Quantificagdo dos niveis de hBD 3 no fluido crevicular gengival de sitios sadios e
doentes de pacientes com periodontite crénica, fumantes (PF) e ndo fumantes (PNF), e nos

sitios sadios de pacientes sem doenca periodontal (S).
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Fonte: Elaborag&o prépria.

Quantificagdao dos marcadores biolégicos

Os niveis de cada marcador bioldgico no FCG de sitios sadios e doentes de PF
e PNF estdo descritos na Figura 2. Apenas para a IL-10 foi observada uma diferenga
significativa entre os grupos PF e PNF tanto nos sitios sadios (p=0,007) como nos
sitios doentes (p=0,022). Niveis significativamente mais elevados de MMP-8 e IL-1]3
foram detectados nos sitios doentes em comparagao com sitios sadios em ambos os
grupos. Por outro lado, sitios doentes de ambos os grupos apresentaram niveis
significativamente menores de IL-10 que os sitios sadios. N&do foram observadas
diferengas significativas entre os sitios para os niveis de IFN-y e TNF-a tanto em PF

como em PNF.
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Figura 2 - Quantificagdo dos niveis de MMP-8, IL-183, IL-10, IFN-y e TNF-a no fluido
crevicular gengival de pacientes fumantes e ndo fumantes com periodontite cronica
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Em relacéo a correlacédo da hBD 3 com os marcadores biolégicos avaliados,
observou-se, de maneira geral, uma correlacdo negativa entre os niveis de hBD 3 e
MMP-8, IL-1B e IFN-y tanto nos sitios sadios como nos sitios doentes dos grupos PF
e PNF. Por outro lado, uma correlacéo positiva foi verificada entre hBD 3 e IL-10 tanto
nos sitios sadios como nos sitios doentes dos grupos PF e PNF (Tabela 2; Apéndice
A).
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Tabela 2 - Valores de correlagdo entre os niveis do peptideo hBD 3 e os marcadores
biolégicos do fluido crevicular gengival

~ Sitios Sitios Sitios Sitios

Correlagao Sadios Doentes Sadios Doentes
PF PF PNF PNF

MMP-8 -0,452* -0,047 -0,149 -0,486*
IL-18 -0,426 -0,231 -0,315 -0,657*
IL-10 0,299 0,142 0,495* 0,506*
IFN-y -0,322 -0,046 -0,204 -0,319
TNF-a -0,446* 0,009 0,256 -0,142

*Correlagbes estatisticamente significativas - Teste de correlagcdo de Pearson MMP-8,
metaloproteinase da matriz 8; IL-1B, e interleucina 1 beta; IL-10, interleucina 10; IFN-y,
interferon gama; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa.

Fonte: Elaborag&o prépria.

DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo transversal foi determinar se o habito de
fumar interfere nos niveis de hBD 3 no FCG de pacientes com periodontite cronica.
Nossos resultados demonstraram que os sitios doentes do grupo PF demonstraram
niveis reduzidos de hBD 3 no FCG em comparagao com sitios doentes do grupo PNF.
Estes dados sugerem um efeito negativo do habito de fumar na expressao de hBD 3
nos sitios que apresentam atividade de doenca periodontal.

Estudos in vitro prévios corroboram estes resultados. Mahanonda et al. (11)
verificaram que o extrato da fumacga do cigarro pode modular a fungdo das células
epiteliais do tecido gengival humano suprimindo a expresséo de hBD 2 e aumentando
a producao de IL-8. Esta ruptura da homeostasia do tecido periodontal exacerbada
pelo fumo, causada pela supressao da hBD 2 e a promogao da resposta a IL-8,
poderia favorecer a invasdo de bactérias patogénicas e aumentar os efeitos da
inflamacgéo crénica. Wolgin et al. (12) também observaram uma redugéo da expressao
de hBD 2 por queratinécitos humanos (HaCaT) estimulados previamente com nicotina
ou estimulados simultaneamente com nicotina e TNF-a. Por outro lado, Semlali et al.
(14) observaram um aumento na expressao das hBDs 2 e 3, tanto no nivel de mRNA
como no nivel proteico, apos exposicdo de células epiteliais do tecido gengival
humano a fumacga do cigarro por 15 ou 30 minutos. Um aumento significativo na
expressao de hBD 2 mRNA também foi verificado por Nakamura et al. (13) apds 24

horas de exposi¢gédo de queratindcitos humanos a nicotina nas concentragdes de 30 e
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80 uM em relagao ao controle ndo estimulado. O aumento no nivel proteico de hBD 2
ocorreu apenas na concentracéo de 80 uM.

Nao foram encontrados na literatura estudos in vivo avaliando o efeito do
tabagismo nos niveis de hBD 3 no fluido crevicular gengival ou saliva de pacientes
com periodontite cronica para comparacao dos nossos resultados. Dentre um nimero
restrito de estudos in vivo que investigaram a influéncia do fumo sobre a expressao
dos peptideos antimicrobianos, resultados controversos também foram relatados (10).
Tarkoglu et al. (16) compararam os niveis de LL-37 no FCG de pacientes fumantes e
nao fumantes com periodontite crénica. Niveis significativamente reduzidos de LL-37
foram encontrados no FCG de pacientes fumantes em relagcéo a ndo fumantes. Neste
estudo também foram incluidos pacientes fumantes e ndao fumantes sem doenca
periodontal. Nestes ultimos ndao foram observadas diferengas para os niveis de LL-37.
Assim, o efeito supressivo do tabagismo foi observado apenas nos sitios com doenga
periodontal ativa. Takeuchi et al. (15) verificaram uma correlacdo negativa entre os
niveis salivares de LL-37 e cotinina em pacientes com periodontite crénica. Os niveis
de LL-37 foram significativamente menores nos pacientes que apresentavam altas
concentragdes de cotinina na saliva (= 8 ng/mL) do que nos pacientes com niveis
menores de cotinina (< 8 ng/mL). Além disso, foi constatado que os niveis salivares
de LL-37 estavam positivamente correlacionados com a severidade da destruigcao
periodontal e que sua producido estava aparentemente associada a infec¢cao por
periodontopatégenos. Baseado nestes achados, foi sugerido que o tabagismo ou a
longa exposi¢céo aos produtos do cigarro pode causar redug¢ao nos niveis salivares de
LL-37 e aumentar o risco de periodontite. Ertugrul et al. (18) avaliaram os niveis de
LL-37 e hBD 2 em quatro grupos distintos de pacientes: ndo fumantes com gengivite
(G), fumantes com gengivite (GF), ndo fumantes com periodontite agressiva (AgP) e
fumantes com periodontite agressiva (AgPF). Os niveis dos peptideos foram
significativamente maiores no grupo GF em relagdo ao grupo G, e também foram
significativamente maiores no grupo AgPF que no AgP. Segundo os autores, este
aumento nos niveis de LL-37 e hBD 2 em fumantes poderia estar associado ao
aumento do numero de microrganismos colonizadores nos sitios dos pacientes
fumantes. Este grupo de pesquisadores também observaram niveis mais elevados de
hBD 3 no FCG de pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 e periodontite
crbnica em relagao a pacientes saudaveis com periodontite cronica ou gengivite e em

relacdo a pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e gengivite (19).
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Em um estudo envolvendo amostras do fluido da faringe e do escarro de
pacientes com pneumonia aguda, foi verificado os pacientes fumantes e ex-fumantes
apresentaram uma reducgao significativa nos niveis de hBD 2 em comparagéo com os
nao fumantes. Além disso, foi verificado que exposi¢ao ao cigarro reduziu in vitro a
expressao de hBD 2 pelas células do epitélio das vias aéreas em resposta ao estimulo
bacteriano (20).

Com o intuito de avaliar a relagado da hBD 3 com saude e doenga periodontal,
realizamos neste estudo a comparacédo dos niveis deste peptideo em amostras de
FGC de sitios sadios e doentes de cada paciente portador de periodontite crénica,
incluindo fumantes (PF) e ndo fumantes (PNF). No nosso ponto de vista, a
comparagao de amostras de um mesmo paciente reduz a influéncia da variagéao
individual nas analises. Os niveis de hBD 3 foram significativamente menores nos
sitios doentes que nos sitios sadios dos pacientes do grupo PF. Por outro lado, niveis
mais elevados de hBD 3 foram encontrados nos sitios doentes de pacientes do grupo
PNF em relacdo aos sitios sadios dos mesmos. De maneira geral, a relagdo entre os
peptideos antimicrobiano e a condicdo periodontal tem sido determinada pela
comparacao de amostras de pacientes sem doenca periodontal com amostras de
paciente com doenca periodontal. Esta comparagcdo dos niveis de peptideos
antimicrobianos no FCG entre sitios sadios e doentes de um mesmo paciente com
doenca periodontal n&do foi encontrada em outros estudos. No estudo de Brancatisano
et al. (21) foi realizada coleta do FCG de sitios sadios e doentes de pacientes com
periodontite crénica para quantificacdo da hBD 3. No entanto, n&o foi relatado o nivel
do peptideo em cada um destes sitios. Foi apenas relatado que os niveis de hBD 3
mostraram uma correlagdo negativa significativa com a profundidade de sondagem.
Neste estudo também foi coletado FCG de pacientes sem doenga periodontal. Os
resultados obtidos foram contraditérios aos nossos achados. Niveis significativamente
maiores de hBD 3 foram detectados no FCG de pacientes periodontalmente saudaveis
(68,7 ng/mL £ 12,4) que no FCG de pacientes com periodontite crénica (6,65 ng/mL +
1,1). Apesar de observar uma maior expressdo de hBD 3 mRNA no tecido gengival
de pacientes com periodontite que no tecido gengival de pacientes com gengivite ou
sem doenga periodontal, a diferenga nao foi estatisticamente significante.

Um resultado nao esperado foi a deteccido de niveis mais elevados de hBD3
nos sitios sadios do grupo PF em relagao aos sitios sadios de PNF e S. Esta maior

expressao pode estar associada a alteragdes locais induzidas pelo tabagismo como
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por exemplo, a redugédo da vascularizagdo, o aumento de periodontopatégenos no
biofime subgengival (22, 23) e a redugcdo da quimiotaxia para leucdcitos
polimorfonucleares (22). Por outro lado, Wolgin et al. (24) verificaram uma menor
expressao das hBDs 1 e 2 em amostras de tecido gengival de pacientes fumantes que
nao apresentavam doenca periodontal em comparagcdo com pacientes ndo fumantes
sem doencga periodontal.

Em relagcdo aos parametros clinicos, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos PF e PNF. Ambos os grupos apresentavam a mesma
severidade de doenca periodontal. Este fato pode explicar a auséncia de diferenca
significativa para os marcadores biolégicos MMP-8, IL-13, IFN-y e TNF-a no fluido
crevicular gengival de pacientes fumantes e ndo fumantes com periodontite crénica.
Apenas para a citocina IL-10 foi observada uma diferenca significativa entre os grupos
PF e NFP. Niveis reduzidos de IL-10 foram detectados tanto nos sitios sadios como
nos sitios doentes do grupo PF em comparagdo com grupo PNF. Estudos prévios
demonstram que o tabagismo pode alterar as citocinas presentes no fluido crevicular
gengival. Nos estudos de Bostrom et al. (25, 26), foi verificado um aumento
significativo de TNF-a no FCG de pacientes fumantes e ex-fumantes em relagéo aos
nao fumantes. Por outro lado, os niveis de II-6 foram similares para os grupos de
pacientes fumantes e ndo fumantes. Em outro estudo deste mesmo grupo, também
foi verificado que o tabagismo n&o teve influéncia nos niveis de IL-18 e IL-1ra no FCG.
Niveis mais elevados de IL-1[ e IL-1ra foram observados tanto no FCG de pacientes
fumantes como no de n&o fumantes (27). Quando comparado com resultados dos
estudos anteriores (25, 26), verificou-se que os niveis de IL13 e IL-1ra no FCG eram
mais elevados que os niveis de TNF-a e IL-6 em todos os grupos.

Como a infeccdo bacteriana € um fator causal essencial para a doenca
periodontal, alteracdes na expressao de peptideos antimicrobianos que atuam contra
patdogenos periodontais poderiam influenciar diretamente no risco para doenga
periodontal. Assim, a reducao na expressao de hBD 3 nos sitios doentes de pacientes
fumantes poderia ser considerada como um possivel mecanismo associado a
ocorréncia e severidade da doencga periodontal nos pacientes fumantes. Frente a
estes achados, novos estudos tornam-se necessarios para confirmar a influéncia do

tabagismo na expressao dos peptideos antimicrobianos.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que o tabagismo teve

um impacto negativo na expressao de hBD 3 no fluido crevicular gengival de pacientes

com periodontite cronica. Esta reducao nos niveis de hBD 3 poderia ser mais um

mecanismo supressor do tabagismo na resposta imune dos tecidos periodontais. Além

disso, verificamos que a hBD 3 pode ter uma influéncia na producgao e/ou liberagao de

citocinas e enzimas no fluido crevicular gengival.
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que o tabagismo teve
um impacto negativo na expressao de hBD 3 no fluido crevicular gengival de pacientes
com periodontite cronica. Esta reducao nos niveis de hBD 3 poderia ser mais um
mecanismo supressor do tabagismo na resposta imune dos tecidos periodontais. Além
disso, verificamos que a hBD 3 pode ter uma influéncia na producgao e/ou liberagao de

citocinas e enzimas no fluido crevicular gengival.
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Figura 1 - Correlagéo entre os niveis de hBD-3 e os marcadores biolégicos do fluido crevicular
gengival nos sitios sadios de pacientes fumantes
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Figura 2 - Correlagéo entre os niveis de hBD-3 e os marcadores biolégicos do fluido crevicular
gengival nos sitios doentes de pacientes fumantes
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Figura 3 - Correlagéo entre os niveis de hBD-3 e os marcadores biolégicos do fluido crevicular
gengival nos sitios sadios de pacientes ndo fumantes
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Figura 4 - Correlacéo entre os niveis de hBD3 e os marcadores biolégicos do fluido
crevicular gengival nos sitios doentes de pacientes ndo fumantes
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APENDICE B - MATERIAL E METODO DETALHADO
METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE
01394712.5.0000.5416) (Anexo).

Populagao do estudo

Um total de 40 individuos com periodontite crébnica moderada, sendo 20
fumantes e 20 nao fumantes, e 20 individuos sem doenca periodontal foram incluidos
no presente estudo. Assim, trés grupos distintos foram constituidos: sem doenca
periodontal (S), periodontite fumante (PF) e periodontite ndo fumante (PNF).

Os individuos com periodontite crénica deveriam apresentar um minimo de 15
dentes naturais e pelo menos 4 sitios com profundidade de sondagem (PS) =2 5 mm,
sangramento a sondagem (SS) e nivel clinico de inser¢do (NCI) =2 5 mm em dentes
nao adjacentes, com exceg¢do dos terceiros molares. Os individuos sem doenga
periodontal deveriam apresentar no minimo 24 dentes naturais, PS < 3 mm, auséncia
de perda de insergéo, indice de placa visivel (IPV) e indice de sangramento gengival
(ISG) = 15%. O habito de fumar foi investigado por meio de um questionario. Pacientes
fumantes deveriam fumar pelo menos 10 cigarros/dia por pelo menos 5 anos
consecutivos e os pacientes nao fumantes nunca poderiam ter fumado. Os critérios
de exclusdo adotados foram: histérico de doenca sistémica e/ou desordem
imunoldgica, gestantes e lactantes, tratamento periodontal nos ultimos seis meses e
uso de antibidticos e anti-inflamatorios nos ultimos 3 meses.

Os participantes deste estudo foram recrutados na Clinica de Periodontia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP no periodo de agosto de 2015 a
abril de 2017. Todos os individuos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e

assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

Exame clinico periodontal

O exame clinico periodontal de todos os participantes foi realizado por um unico
examinador, previamente treinado e calibrado. Para calibragcdo do examinador, o
parametro clinico profundidade de sondagem foi mensurado em seis dentes (16, 21,

24, 36, 41 e 44), de acordo com o indice de Ramfjord, em um total de 6 pacientes (36
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sitios/paciente) em duas ocasides distintas com um intervalo de 7 dias. Os dados
foram submetidos a analise de concordancia Kappa. O valor obtido, k=0,91,
demonstrou um excelente indice de concordéancia intra-examinador.

Os parametros clinicos avaliados foram IPV e ISG (Ainamo e Bay, 1975), PS,
SS e NCI. Os indices IPV e ISG foram avaliados em quatro sitios por dente (mesial,
distal, vestibular e lingual), enquanto os demais parametros foram avaliados em seis
sitios por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e
disto-lingual) em todos os dentes, com excegéo dos terceiros molares. A sondagem
dos dentes foi realizada com uma sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte
(Hu-friedy®, Chicago, IL, EUA).

Coleta de amostras de fluido crevicular gengival (FCG)

Foram coletadas amostras de FCG de sitios sadios (n=4) e doentes (n=4) dos
pacientes com periodontite cronica®® e apenas de sitios sadios (n=4) nos pacientes
com auséncia de doenca periodontal. A selecao dos sitios foi feita de forma aleatéria
em dentes distintos e ndo adjacentes. As amostras de FCG foram coletadas por um
unico examinador uma semana apos a realizacdo dos exames clinicos.

o Sitio Sadio - sitio com auséncia de sangramento gengival, PS <3 mm, auséncia
de sangramento a sondagem e auséncia de perda inser¢ao
o Sitio doente - sitio com sangramento gengival, PS = 5 mm, com sangramento

a sondagem e perda de inser¢cao (NCI = 5 mm)

As amostras de FCG foram coletadas por um unico examinador uma semana
apods a realizacdo dos exames clinicos. Os sitios selecionados foram isolados com
roletes de algodao, gentilmente secos com jato de ar e, se houvesse a presenga de
placa supragengival, a mesma era removida com cureta estéril. Tiras de papel
absorvente (Periopaper®, Oraflow Inc., Nova lorque, EUA) foram inseridas no sulco ou
na bolsa periodontal até uma leve resisténcia ser sentida, sendo removidas apo6s 30
segundos. Tiras de papel contaminadas com sangue foram descartadas. O volume
total de FCG coletado com cada tira de papel absorvente utilizada foi mensurado com
um aparelho previamente calibrado (Periotron 8000 - Oraflow Inc.). As amostras de
FCG representativas de uma mesma categoria no individuo foram colocadas em um
tubo eppendorf previamente codificado e congeladas a -80°C até a analise

laboratorial.
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Figura 1 - Coleta do FCG com utilizag&o de tiras de papel absorvente. A) Periotron 8000%; B)
Filtro de papel absorvente antes da coleta; C) Filtro de papel em posi¢ao durante a coleta; D)
Mensuracao do volume coletado de FCG

Fonte: Arquivo do Grupo de Pesquisa da FOAr coordenado pela Profa. Daniela Zandin Leal-
Barcelos.

Construgao da curva padrao para Periotron

Para a construcdo da curva padrao foram utilizados volumes de fluidos pré-
definidos (valores de referéncia). Em uma tira de papel absorvente (Periopaper®) foi
pipetada agua destilada no volume pré-definido e, em seguida, foi feita a mensuragao
no aparelho Periotron. Esse procedimento foi realizado duas vezes para cada volume,
sendo a média dos valores obtidos no aparelho utilizada para construgao da curva
padrao (Tabela 1). Esse protocolo é considerado fundamental devido as variagdes
climaticas de diferentes regides que podem interferir na mensurac¢ao do fluido pelo
aparelho. Esta curva deve ser construida para que o volume de fluido sulcular coletado
e mensurado por meio de aparelho seja transformado em unidade de volume (uL) com
o auxilio de um programa especifico para esse fim (Periotron Professional - Oraflow

Inc.) que insere os valores obtidos do Periotron nessa curva padréo (Figura 2).
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Tabela 1 - Valores de referéncia utilizados para construgéo da curva padréo

Volume (pl) Leitura
Periotron

0.00 0

0.25 55
0.50 82
0.75 101
1.00 118
1.25 138

Fonte: Elaboracéo prépria.

Figura 2 - Curva padrao do Periotron (r = 0.9999 - Regressao Polinomial de 42 ordem) utilizada
no presente estudo
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Fonte: Elaboragéo prépria.

Quantificagao da hBD 3

Para eluicdo das amostras de FCG presentes nas tiras de papel, adicionou-se
150 uL de PBS 1x para cada Periopaper presente no tubo eppendorf. Os tubos foram
deixados em gelo no agitador horizontal por 30 minutos e, em seguida, colocados em

centrifuga refrigerada a 4°C, 13.000 g por 10 minutos (Marcaccini et al., 2010).

* Marcaccini AM, Meschiari CA, Zuardi LR, de Sousa TS, Taba M, Jr., Teofilo JM et al. Gingival
crevicular fluid levels of MMP-8, MMP-9, TIMP-2, and MPO decrease after periodontal therapy. J Clin
Periodontol. 2010; 37: 180-90.
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A quantificacdo de hBD 3 no fluido gengival foi feita pela técnica ELISA
sanduiche (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA), de acordo com as orientagdes do
fabricante. Resumidamente, noventa e seis pocos foram revestidos com 100 pL de
anticorpo especifico (anti hBD 3) por 12 horas. Apds quatro lavagens com PBST, os
pocos foram bloqueados por 1 hora a temperatura ambiente com 300 pL de uma
solucao bloqueadora. As placas foram lavadas e 100 yL das amostras ou da solugao
padrao foi adicionado aos respectivos pogos em duplicata, e as placas foram
incubadas por 2 horas. Apdés nova lavagem, 100 uL do anticorpo de detecgao foi
adicionado aos pogos e as placas foram incubadas por mais 2 horas. Apds este
periodo, as placas foram lavadas e 100 pL de estreptavidina-peroxidase foi adicionada
aos respectivos pocos. Placas foram incubadas em temperatura ambiente por mais
trinta minutos. Reagdes colorimétricas foram produzidas e a absorbéancia foi medida
por um espectrofotbmetro (Multiskar Ascent — Labsystems Uniscience, Vantaa,
Finlandia) a 450 nm. A absorbancia foi convertida na concentracdo do peptideo
antimicrobiano por amostra, de acordo com a curva padrao. O limite de detec¢ao do
kit utilizado foi de 63 a 4000 pg/mL.

Quantificagdao da metaloproteinase da matriz e citocinas

A deteccéo de multiplos marcadores bioldgicos no fluido crevicular gengival dos
pacientes com periodontite crénica fumantes e ndo fumantes foi realizada por meio de
ensaio Multiplex com beads magnéticas, com utilizagdo do kit Human Premixed Multi-
Analyte (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Todos os reagentes, padrées e
amostras foram preparados seguindo as instrugdes do fabricante. Foram adicionados
50 uL da solugdo com as microparticulas diluidas a cada po¢co de uma placa de 96
pogos. Logo em seguida, 50 L das solugbes padrdo e amostras foram adicionados
em seus respectivos pocos e a placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente
no agitador orbital horizontal a 800 rpm. Apds periodo de incubagéao, o liquido foi
removido pelo dispositivo de succao a vacuo e cada pogo da placa foi preenchido com
100 uL do tampéo de lavagem; este procedimento de lavagem foi realizado trés vezes.
Posteriormente a lavagem, 50 uL da solug&o anticorpo-biotina foram adicionados em
cada pocgo e a placa foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente sobre o agitador
orbital horizontal a 800 rpm. Apds nova sequéncia de lavagens, 50 uL de
estreptavidina foram adicionados em cada poco e a placa foi incubada por mais 30

minutos sobre o agitador orbital horizontal a 800 rpm. As etapas de lavagem foram
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repetidas e, logo em seguida, foram adicionados 100 yL de tamp&o de lavagem e a
placa foi incubada por 2 minutos sobre o agitador horizontal e a leitura realizada pelo
equipamento Bio-plex 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

Analise Estatistica

Para andlise estatistica desse estudo foi utilizado o software Graphpad Prism
6 (San Diego, CA, EUA) e todos os testes estatisticos foram aplicados ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Os dados numéricos (ldade, PS, NCI, nivel do peptideo
hBD-3 e niveis marcadores biolégicos) foram submetidos a um teste de normalidade
de D'Agostino & Pearson. Como os parametros Idade, PS e NCI se distribuiram de
acordo com a normalidade, testes paramétricos foram utilizados para analise
estatistica inferencial desses dados. O teste de One-way ANOVA complementado
pelo teste de Tukey foi utilizado para a comparagéo entre os grupos (sem doencga
periodontal, periodontite fumante e periodontite ndo fumante). Os niveis de hBD-3 no
FCG né&o apresentaram distribuicdo normal, assim o teste Kruskal-Wallis seguido pelo
teste Dunn foi utilizado para comparagao dos sitios sadios desses 3 grupos e o teste
Wilcoxon foi utilizado para comparagao dos sitios sadios e doentes dentro dos grupos
(periodontite fumante e periodontite ndo fumante). O teste Mann-Whitney foi utilizado
para comparar os sitios doentes entre os grupos periodontite fumante e periodontite
nao fumante. O teste de Mann-Whitney também foi usado para comparagéao dos niveis
de marcadores bioldgicos no FCG entre estes grupos, enquanto a comparagao dos
niveis dos marcadores biolégicos entre os sitios sadios e doentes dentro destes
grupos foi realizada pelo teste Wilcoxon.

Os parametros categoricos (género, SS, IPV e ISG) foram comparados por
testes ndo paramétricos. A distribuigcdo dos géneros entre os grupos foi analisada pelo
teste exato de Fischer, enquanto que a comparacao dos outros parametros entre os
3 grupos foi executada por meio do teste de Kruskall-Wallis complementado pelo teste
de Dunn.

Também foi executada uma analise de correlagdo linear entre os niveis de
hBD3 e MMP-8, IL-1p3, IL-10, IFN-y e TNF-a no FCG. Essa correlacao foi executada

por meio do teste de correlagdo de Pearson.
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Numero do Parecer: 1.456.405

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto em execugdo desde 2012, que solicita emenda (alteracdo do titulo, da metodologia,
do numero de sujeitos e do prazo). Analisando a emenda e suas justificativas, bem como o relatorio parcial
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Foram adequadamente dimensionados. N&o ha riscos para os pacientes, pois todos os procedimentos
clinicos serdo realizados conforme protocolos rigidos € normas de biosseguranca. A coleta de fluido
gengival € indolor e ndo invasivo. Beneficios: paciente estara sendo assistido quanto & sua sal(de
periodontal e contribuird para construgéo do conhecimento.

O fumo é comprovadamente um importante fator de risco para a doenca
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periodontal. Assim, o objetivo deste estudo & identificar fatores da resposta

imune do hospedeiro que podem estar associados & maior ocorréncia e gravidade

da doenca periodontal em pacientes fumantes. A doenca periodontal € uma

doenca infecciosa de origem bacteriana, em que a resposta imunolégica do

individuo

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Considero que a pesquisa esta sendo conduzida dentro de critérios éticos, as informacdes presentes no
relatorio foram bem apresentadas, demonstrando claramente o que ja foi realizado, as emendas foram
adequadamente apresentadas e justificadas demonstrando o preocupacdo do pesquisader em melhorar o
projeto de pesquisa (aumentando o numero de sujeitos, segundo o que lhe foi aconselhado em Banca de
Qualificagdo) € em cumprir o que ja tinha sido proposto em termos de metodologia, ja que houve o atraso
para liberacdo de verba.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

TCLE adequado, bem como demais termos.

Recomendagodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Meu parecer € de aprovacdo do relatorio parcial e das alteragdes solicitadas na emenda.
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O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac@o
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_661933| 15/02/2016 Aceito
do Projeto E2.pdf 09:17:00
Projeto Detalhado / | Emenda2DEFENSINAS pdf 15/02/2016 |Daniela Leal Zandim-| Aceito
Brochura 09:11:50 |Barcelos
Investigador
TCLE / Termos de | TCLEEMENDA2.pdf 15/02/2016 |Daniela Leal Zandim-| Aceito
Assentimento / 09:10:58 |Barcelos
Justificativa de
Auséncia
Qutros Relatorioparcial CEP2016.pdf 15/02/2016 |Daniela Leal Aceito

Enderego: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.201-203
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3201-8450 E-mail: cep@foar.unesp.br

Pagnat2de 02



ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNESP “® UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE ARA RAQUARA FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Pesquisa: “COMPARACAO DA EXPRESSAO DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS NO FLUIDO

GENGIVAL CREVICULAR E NO TECIDO GENGIVAL DE PACIENTES FUMANTES E NAO
FUMANTES COM PERIODONTITE CRONICA™.

Pesquisador responsavel: Dra. Daniela Leal Zandim-Barcelos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Por este instrumento particular, declaro, para os devidos fins éticos e legais, que eu (nome)

(nacionalidade) . (profissdo)

portador do R.G. ., CLC

residente 3@ Rua/ Av. , na cidade
de . Estado de , concordo em

participar da pesquisa intitulada: “Comparagiio da expressdo de beta defensinas humanas no fluido
gengival crevicular e no tecido gengival de pacientes fumantes e n3o fumantes com periodontite
cronica”. A doenga periodontal é uma doenga que ocorre nos dentes, gengiva e osso, kevando a uma
inflamagdo da gengiva, sangramento e perda progressiva do osso em volta dos dentes. O objetivo
desta pesquisa ¢ identificar a presenga de alteragbes no tecido gengival de pacientes fumantes que
podem estar relacionadas com a maior ocorm@ncia e severidade da doenga periodontal em fumantes
comparado com nio fumantes.

Fui esclarecido que deverei msponder a um questiondrio de satde, serei submetido a exame
clinico de rotina dos dentes e da gengiva, exame radiogrifico de todos os dentes e coleta de fluido
do sulco gengival (liquido presente entre a gengiva e a superficie do dente). Estes procedimentos
serdo realizados antes do inicio do tratamento na Clinica de Periodontia desta faculdade.

Estou ciente de que o procedimento de coleta de fluido gengival ndo apresenta riscos e nio
causa prjuizo para o tratamento periodontal. A coleta seri ralizada pelos pesquisadores gue
deverdo utilizar todos os equipamentos de protegdo individual (mdscara, gorro, avental, 6culos e
luvas). Para a ralizag®o das tomadas radiogrificas, usarei avental de chumbo e colar de tiredide,
como medida de protegdo. As radiografias ficardo armazenadas juntamente com a ficha clinica no
prontudrio da Clinica de Periodontia.

Caso seja necessdria a realizagio de algum procedimento cirirgico durante o meu
tratamento periodontal, autorizo a coleta dos fragmentos de tecido gengival que forem removidos
durante a cirurgia para utilizagio nesta pesquisa Fui informado que este procedimento ndo ird
provocar nenhum dano ou prejuizo para o paciente pois o tecido seria descartado apos a cirurgia. Os

48



cuidados pds-operatirios sio de mesponsabilidade dos alunos da Clinica de Periodontia e dos
professores da disciplina Porém, os pacientes poderdo entrar em contato com © pesquisador a
qualquer momento, inclusive se houver algum problema ap6s a cirurgia.

Torno ciente que recebi todas as informagdes sobre a minha participagiio nesta pesquisa e
esclarego que minha adesdo ao presente trabalho foi voluntiria, sem gualquer tipo de pressio ou
coagdo por parte dos pesquisadores. Fui informado que ndo terei gastos extras, e que a minha
desisténcia ou nio aceitagdo em fazer parte desta pesquisa ndo ird interferir no meu tratamento na
Clinica de Periodontia. Além disso, tenho plena liberdade para desistir da referida pesquisa,
retirando © meu consentimento a qualguer momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizagio.

Autorizo, para os devidos fins, 0 uso, a divulgagdo e publicagio em revistas cientificas,
brasikeiras ou estrangeiras, dos dados obtidos na pesquisa. Recebi a garantia do sigilo de minha
identidade, assegurando a minha privacidade.

Caso haja qualquer divida sobre a minha participagiio na pesquisa, terei plena liberdade de
contactar o pesquisador responsdvel, Dra. Daniela Leal Zandim-Barcelos, pelo telefone: (16) 3301-
6376. Além disso, estou ciente que possuo plena liberdade em consultar o Comité de Frica em
Pesquisa, para qualquer informagio adicional em relago a pesquisa da qual participo, pelo telefone
(16) 3301-6432 ou (16) 3301-6434.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos e, por estar de pleno
acordo com o teor do mesmo, dato e assino esse Termo de Consentimento.

Araraquara, de de 20

Assinatura do Paciente

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Dra. Daniela Leal Zandim-Barcelos
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Nao autorizo a publicagao deste trabalho pelo prazo de até 16 de margo de
2020.

(Direitos de publicagao reservado ao autor)
Araraquara, 16 de marco de 2018.

Ana Carolina Monachini Marcantonio



