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Oliveira FA. Influéncia da obesidade nos niveis de beta-defensinas no fluido crevicular
gengival de pacientes com periodontite [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

Os peptideos antimicrobianos, incluindo as defensinas, exercem um importante papel
na reposta imune dos tecidos periodontais. Além do efeito antimicrobiano, estes
peptideos podem funcionar como potentes reguladores imunoldgicos, alterando a
expressao génica, atuando como quimiocinas e/ou induzindo produg¢ao quimiocinas,
inibindo producéo de citocinas pro-inflamatérias, promovendo a reparacao das feridas
e modulando a resposta de células dendriticas ou células T. A literatura sugere que
0s peptideos antimicrobianos podem ser considerados possiveis elo de ligacao
mecanicista entre a doenca periodontal e seus fatores de risco. Assim, o objetivo deste
estudo transversal foi avaliar a influéncia da obesidade sobre os niveis das beta-
defensinas (HBDs) 1, 2 e 3 no fluido crevicular gengival (FCG) de pacientes portadores
de periodontite. Vinte pacientes com boas condi¢cdes de saude geral e vinte pacientes
obesos, portadores de periodontite estagio Ill ou IV, foram incluidos no estudo. Foram
avaliados os seguintes parametros clinicos: indice de placa visivel, indice de
sangramento gengival, profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e nivel
clinico de insercdo. Apos uma semana do exame clinico, foi feita coleta do FCG de 3
sitios ndo adjacentes apresentando sinais clinicos de periodontite (doente) e de 3
sitios ndo adjacentes sem doenca periodontal (sadio). A quantificacdo dos peptideos
antimicrobianos no FCG foi feita pela técnica ELISA sanduiche. Os niveis de HBD-2
no FCG foram significativamente menores tanto nos sitios sadios (p<0,0001) quanto
nos sitios doentes (p=0,0009) dos pacientes obesos em comparacdo com 0S mesmos
sitios dos ndo obesos. Uma reducédo nos niveis de HBD-1 também foi observada no
FCG dos pacientes obesos, porém a diferenca nao foi significativa. Por outro lado,
uma tendéncia de aumento nos niveis de HBD-3 foi constatada no FCG dos pacientes
obesos. Na comparacado dos sitios dentro de cada grupo, niveis mais elevados de
HBD-2 foram identificados nos sitios sadios em comparacdo aos sitios doentes de
pacientes obesos e ndo obesos, sendo a diferenca significativa apenas nos individuos
nao obesos. Com os resultados observados neste estudo, conclui-se que a reducao
dos niveis de HBD-2 no FCG pode constituir um mecanismo que contribui para maior
susceptibilidade e severidade da doenca periodontal nos pacientes obesos.

Palavras - chave: Periodontite. Imunidade inata. Peptideos -catibnicos
antimicrobianos. Obesidade.



Oliveira FA. Influence of obesity on beta-defensin levels in the gingival crevicular fluid
of patients with periodontitis [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

Antimicrobial peptides, including defensins, play an important role in the immune
response of periodontal tissues. In addition to the antimicrobial effect, these peptides
can function as potent immune regulators, altering gene expression, acting as
chemokines and/or inducing chemokine production, inhibiting the production of pro-
inflammatory cytokines, promoting wound repair and modulating the response of
dendritic cells or T cells. The literature suggests that antimicrobial peptides can be
considered a possible mechanistic link between periodontal disease and its risk
factors. Thus, the objective of this cross-sectional study was to evaluate the influence
of obesity on the levels of beta-defensins (HBDs) 1, 2 and 3 in the gingival crevicular
fluid (GCF) of patients with periodontitis. Twenty patients with good general health and
twenty obese patients with stage Ill or IV periodontitis were included in the study. The
following clinical parameters were evaluated: visible plaque index, gingival bleeding
index, probing depth, bleeding on probing and clinical level of attachment. One week
after the clinical examination, GCF was collected from 3 non-adjacent sites showing
clinical signs of periodontitis (diseased) and from 3 non-adjacent sites without
periodontal disease (healthy). Quantification of antimicrobial peptides in FCG was
performed using the sandwich ELISA technique. HBD-2 levels in GCF were
significantly lower in both healthy sites (p<0.0001) and diseased sites (p=0.0009) of
obese patients compared to the same sites of non-obese patients. A reduction in HBD-
1 levels was also observed in the FCG of obese patients, but the difference was not
significant. On the other hand, a tendency towards an increase in HBD-3 levels was
observed in the FCG of obese patients. When comparing sites within each group,
higher levels of HBD-2 were identified in healthy sites compared to diseased sites in
obese and non-obese patients, with the difference being significant only in non-obese
individuals. With the results observed in this study, it is concluded that the reduction in
HBD-2 levels in GCF may constitute a mechanism that contributes to greater
susceptibility and severity of periodontal disease in obese patients.

Keywords: Periodontitis. Immunity, innate. Antimicrobial cationic peptides. Obesity.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatoria, induzida por bactérias que acomete
os tecidos de suporte do elemento dentario, causando a destruicdo progressiva dos
mesmos. O seu desenvolvimento constitui-se a partir de uma sucesséo de eventos
dos sistemas imune inato e adquirido do individuo, sendo os peptideos
antimicrobianos um dos principais mecanismos de defesa da cavidade oral**.

Os peptideos antimicrobianos sdo componentes da resposta imune inata que
atuam contra um amplo espectro de bactérias, tanto Gram-negativas quanto Gram-
positivas, além de outros microrganismos, como fungos e virus encapsulados®’. A
maioria dos peptideos exerce sua atividade antimicrobiana pela ruptura da membrana
celular do agente microbiano, resultando na sua morte. Porém, alguns peptideos
podem matar bactérias sem nenhuma lise detectavel. Neste caso, os peptideos
antimicrobianos penetram na membrana celular e se ligam a diferentes alvos, como o
DNA, para inibir o crescimento bacteriano®. A atividade antimicrobiana dos peptideos
€, portanto, um dos mecanismos mais importantes para defesa do hospedeiro contra
invasdo microbiana e desempenha funcao essencial na resisténcia ou suscetibilidade
as patologias orais.

Em adicdo ao potencial antimicrobiano direto, evidéncia crescente indica que
0s peptideos podem conferir protecdo por um mecanismo indireto. Eles podem
funcionar como potentes reguladores imunoldgicos, alterando a expressédo génica,
atuando como quimiocinas e/ou induzindo a produgédo de quimiocinas, inibindo
producdo de citocinas pré-inflamatérias, promovendo a reparacado das feridas e
modulando a resposta de células dendriticas ou células T da resposta imune
adaptativa®. A Figura 1 ilustra as multiplas funcées dos peptideos antimicrobianos na
resposta do hospedeiro. Todas estas fungdes favorecem a resolucéo da infeccéo e a
reversdo dos efeitos potencialmente prejudiciais da inflamacéo, e complementam o
efeito antimicrobiano direto. Assim, os peptideos antimicrobianos atuam, como uma

ponte entre a imunidade inata e adaptativa®.
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Figura 1- Mdltiplas fun¢des dos peptideos antimicrobianos na resposta do hospedeiro

Inducer Tissue Response

OmpA (TLR2)
Flagelin (TLR5) ™= 5

3 @

Bacteria, LPS, LTA, —ia =

MOP; CpG (TLR3) ™= ,«

)
- st
Bacteria, IL-15, Gt i —
TNF, IFN-y, Ca* ™ 1% n
.S

LTA (TLR2), dsRNA
(TLR3), CpG -t
(TLR9), rhinovirus

Poly(I:C) (TLR3) e

sisoyjuks uisusjop-g |

Os peptideos antimicrobianos induzem uma variedade de respostas em células imunes
do hospedeiro, tais como mondcitos, macréfagos, células dendriticas e células epiteliais.
Eles podem ser induzidos por diversas moléculas nos tecidos, e na cavidade oral,
principalmente por fragmentos bacterianos. Uma das respostas do tecido é a producéo
destes peptideos antimicrobianos, dentre eles as beta-defensinas, que podem induzir a
quimiotaxia de células imunes, bem como recrutamento e maturacdo de células
dendriticas, mitogénese de células epiteliais, além de neovascularizagéo e cicatrizacédo
de ferida. Abreviaturas: PARs, Receptores ativados por protease; DC, célula dendritica;
LPS, lipopolissacarideo; DC, célula dendritica; Mast, mastéctio; Mono, mondcito.

Fonte: Selsted: e Ouellette®, 2005.

Os peptideos antimicrobianos sdo pequenas proteinas com menos de 100
aminoacidos e com peso molecular variando entre 3,5 e 6,5 kDa°. As defensinas
(beta-defensinas - HBDs; alfa-defensinas - HNPs; delta-defensinas - HDs) e a
catelicidina LL-37 sdo os peptideos antimicrobianos mais conhecidos e estudados,

sendo as defensinas os peptideos predominantes em humanos®. As HNPs sé&o
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majoritariamente produzidas por neutrofilos, porém podem também ser produzidas por
monaocitos, e podem ser encontradas em células Paneth, no intestino. Ja as HBDs séo
produzidas por células epiteliais e leucdcitos, e podem ser encontradas em diversos
tecidos, como epitélio renal, epitélio oral e também epiderme, sendo que a HBD-1
normalmente é constitutiva do tecido epitelial, e as HBD-2 e HBD-3 sdo mais
encontradas na presenca de estimulo inflamatério ou bacteriano®19,

Alteracdes na expressdo dos peptideos antimicrobianos tém sido considerada
como possivel fator associado ao aumento da suscetibilidade a doencas infecciosas.
Foi verificado por meio de bidpsia realizadas em pacientes com dermatite atopica e
pacientes com psoriase que a expressao génica de hBD-2 e 3 esta aumentada nas
lesbes inflamatérias de individuos com psoriase e reduzida em individuos com
dermatite atopica apesar da presenca de inflamacdo na pele. Esta diferenca na
expressao de peptideos antimicrobianos entre psoriase e dermatite atopica apresenta
relevancia imunolégica uma vez que estes peptideos apresentam atividade
antimicrobiana comprovada contra patdgenos conhecidos da dermatite atopica.
Assim, a expressao reduzida destes peptideos parece predispor os individuos com
dermatite atdpica a infeccdes de pelel'12, Outras doencas tém sido associadas com
alteracbes em peptideos antimicrobianos, como colite ulcerativa (aumento da
expressdo HD-5 e 6, HBD 2-4, lisosima) e infeccdes gastrointestinais (reducéo na
expressdo de hBD-1). No entanto, ainda resta muito a ser elucidado sobre o
mecanismo de acdo dos peptideos antimicrobianos®.

Em relacdo a doenca periodontal, existem evidéncias indicando a associacao
entre a expressao de peptideos antimicrobianos e condic8es clinicas do periodonto.
Individuos com gengivite apresentaram menor expressao génica de hBD-1 e hBD-2
no tecido gengival quando comparado ao tecido gengival de pacientes saudaveis. Na
periodontite agressiva, uma maior expressao de hBD-2 e uma expresséao reduzida de
hBD-1 foram identificadas no tecido gengival em comparacdo ao grupo controle
saudavel. Porém, na periodontite cronica a expressao génica de hBD-1 se encontrava
elevada'®, sugerindo que embora a expressdo elevada de hBD-1 possa ter oferecido
um efeito protetor, ndo foi suficiente para evitar a infec¢géo e destruigéo periodontal. O
aumento da expressdo de hBD-2 em pacientes com periodontite agressiva pode ter
sido causado pela estimulacdo deste peptideo antimicrobiano por A.
actinomycetemcomitans. Este microrganismo foi capaz de estimular a expressao hBD-

mMRNA em queratindcitos orais humanos in vitro'*. Por outro lado, o epitélio gengival
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de individuos periodontalmente saudaveis apresentou expressao significativamente
maior de hBD 2 em comparacdo com tecidos clinicamente saudaveis de pacientes
com periodontite cronica®®.

No FCG, os niveis de peptideos antimicrobianos também podem se encontrar
alterados. Niveis mais elevados de HBD-3 foram detectados no FCG de pacientes
periodontalmente saudaveis em comparacdo com FCG de individuos portadores de
periodontite. Além disso, uma correlagéo inversa foi observada entre a severidade da
doenca e o grau de colonizacdo por combinacdes de espécies bacterianas com
elevado potencial periodontopatogénico®. Em relagdo a HBD-2, niveis
significativamente maiores deste peptideo foram encontrados no FCG de individuos
com periodontite em comparacgado com individuos periodontalmente saudaveis. Porém,
0s niveis séricos de HBD-2 foram menores nos pacientes com periodontite!’. Em um
estudo prévio do nosso grupo de pesquisa com pacientes portadores de periodontite!®,
0s sitios que apresentavam sinais clinicos da doenca demonstraram um aumento nos
niveis de LL-37 e uma reducéo dos niveis de HNP 1-3 no FCG em relagdo aos sitios
com saude periodontal. Neste estudo, também foi observada uma correlagéo positiva
entre os niveis de IL-13 e MMP-8 com os niveis de LL-37 em sitios sadios e doentes,
ja os niveis de HNP1-3 no FCG foram correlacionados a IL-10. Em outro estudo,
avaliando niveis de HBD-2 e HBD-3 em pacientes com e sem periodontite, notou-se
maiores niveis de ambas as HBDs no FCG de pacientes com periodontite, tanto em
sitios sadios quanto em sitios doentes destes individuos®®.

De maneira geral, os peptideos antimicrobianos podem contribuir na
etiopatogénese da doenca periodontal?®?1, Entretanto, ainda n&o existe um consenso
na literatura em relacdo a expressdo génica e os niveis proteicos dos mesmos em
individuos portadores da doenca periodontal e individuos periodontalmente
saudaveis?!. A literatura também sugere que os peptideos antimicrobianos poderiam
ser considerados possiveis elo de ligacdo mecanicista entre a doencga periodontal e
seus fatores de risco*.

A obesidade, sugerida como um fator de risco para doenca periodontal, é
observada como um grande problema de saude publica e representa também um fator
de risco para o desenvolvimento de diversas doengas e complica¢cdes médicas, como
hipertensédo, aterosclerose, diabetes e dislipidemia???6. Um dos mecanismos
responsaveis por essa associacao, é a inflamacéao associada a obesidade. Sabe-se

que, a obesidade induz uma inflamacgéao crénica de baixo grau, que atinge ndo apenas
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o tecido adiposo, como também esta associada a uma condic¢ao inflamatoria sistémica
e uma alteragdo no eixo da resposta imune-inflamatéria*?426. Varios estudos indicam
que citocinas inflamatérias sdo produzidas por macrofagos infiltrados no tecido
adiposo em resposta a adip6citos aumentados?”-28. Em um estudo epidemiolégico de
Saito et al.?® com mulheres japonesas, foi observada uma maior prevaléncia de
periodontite em pacientes obesas do que nas pacientes com peso normal. Uma
associacado positiva entre maiores valores de profundidade de sondagem e os
parametros IMC, porcentagem de gordura corporal e proporcado quadril-cintura foi
encontrada.

Li et al.* sugere que o desequilibrio sistémico na expressdo de peptideos
antimicrobianos causado pela obesidade, gerando uma resposta inflamatoria
exacerbada e prejudicando o sistema imunoldgico inato, poderia explicar associacao
entre doenca periodontal e obesidade. Este desequilibrio também poderia afetar a
funcdo ou a expressdo de peptideos antimicrobianos localmente nos tecidos
periodontais, aumentando a susceptibilidade a doenca*. Em um estudo com pacientes
saudaveis do sexo masculino, niveis séricos diminuidos de HNPs foram
correlacionados com valores mais altos de IMC e concentracbes mais altas de
colesterol, sugerindo uma possivel influéncia da obesidade nos niveis sistémicos de
HNP1-3 30, Por outro lado, um aumento na secrecdo sistémica de outros peptideos
antimicrobianos, como a proteina de ligacdo a LPS, foi associada a elevados niveis
de adipécitos®-32, Uma queda nos niveis de HNP 1, 2 e 3 também foi observada na
saliva de pacientes obesos portadores de doenca periodontal®3. No entanto, a analise
imunohistoquimica de bidpsias do tecido gengival ndo evidenciou diferencas nos
niveis dos peptideos HBD-1 e 2 entre os pacientes obesos e n&o obesos,
independente da presenca de doenca periodontal. Os niveis de HBD-2 foram
ligeiramente menores no grupo de obesos com periodontite, porém sem diferenca
estatisticamente significativa3*.

Alteragdes nos niveis de peptideos antimicrobianos também foram observadas
no FCG de pacientes fumantes portadores de periodontite. Niveis reduzidos de LL-37
e HNP 1-3 foram encontrados no FCG dos sitios doentes de pacientes fumantes com
periodontite em relagdo aos sitios doentes de ndo-fumantes. Na comparacdo dos
sitios com saude e doenca periodontal dos pacientes fumantes, niveis mais elevados
de LL-37 e HNP1-3 foram observados nos sitios sadios do que nos sitios doentes.

Também foi observado que os pacientes fumantes apresentavam niveis reduzidos de
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HBD-1 e niveis aumentados de HBD-2 no FCG de sitios que apresentavam sinais
clinicos de periodontite em comparagcdo com 0s mesmos sitios de pacientes nao
fumantes®®. Além disso, os sitios doentes de pacientes ndo fumantes apresentaram
niveis mais elevados de HBD-2 do que os sitios sadios destes pacientes. Nos
pacientes fumantes, ndo houve diferenca significativa entre sitios sadios e doentes.
Em contraste, outro estudo detectou maiores niveis de LL-37 e HBD-2 no FCG de
pacientes fumantes com periodontite em relacdo aos ndo-fumantes com periodontite3.
Em pacientes diabéticos menores niveis de HBD-1 foram observados no FCG
de pacientes portadores de periodontite em comparacdo com 0S pacientes
periodontalmente saudaveis, que por sua vez apresentaram niveis reduzidos de HBD-
1 em relagdo aos pacientes sistemicamente saudaveis®’. Ertrugul et al.?, por sua vez,
identificaram maiores niveis de HBD-1 e de HBD-3 no FCG de pacientes diabéticos
portadores de periodontite em comparacédo a pacientes sistemicamente saudaveis.
Levando em consideracdo o importante papel dos peptideos antimicrobianos
na resposta imune do hospedeiro, as alteracbes observadas nos niveis destes
peptideos na presenca de fatores risco para periodontite e o pequeno niamero de
estudos encontrados na literatura avaliando a influéncia da obesidade na expressao
dos peptideos antimicrobianos na cavidade oral, propusemos o presente estudo que
€ de grande relevancia a comunidade cientifica. A prevencdo e o tratamento da
doenca periodontal podem depender de propriedades antibacterianas,
imunomodulatérias e anti-inflamatérias dos peptideos antimicrobianos. Entretanto, o
conhecimento dos mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos na
etiopatogénese da doenca periodontal ainda é muito limitado. Um melhor
entendimento de como os peptideos antimicrobianos sdo regulados nos tecidos
periodontais podera ajudar no desenvolvimento de novas estratégias preventivas, de

diagndstico e/ou terapéuticas para a doenca periodontal??.
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4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a obesidade
influenciou apenas nos niveis de HBD-2 no FCG tanto dos sitios sem sinais clinicos
de doenca periodontal como dos sitios doentes de pacientes portadores de
periodontite. A reducdo nos niveis de HBD-2 poderia ser mais um mecanismo
associado a maior ocorréncia e severidade da periodontite em pacientes obesos.
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