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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
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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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2 PROPOSICAO

O obijetivo principal deste estudo transversal foi avaliar a possivel influéncia da
obesidade nos niveis das HBDs 1, 2 e 3 no FCG de pacientes portadores de
periodontite.

A hipotese nula do estudo é que individuos com obesidade e portadores de
periodontite apresentam niveis semelhantes de HBDs no FCG comparado aos

individuos ndo-obesos com periodontite.
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3 PUBLICACAO

Os resultados deste estudo foram apresentados na forma de um artigo,

informado a seguir.

3.1 Publicacao*

Influéncia da obesidade nos niveis de beta-defensinas no fluido crevicular
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Introducéo

A periodontite é caracterizada pela inflamacdo e destruicdo dos tecidos
periodontais, a partir da resposta imune do hospedeiro ao desafio polimicrobiano na
regido subgengival [1,2]. Alteracdes sistémicas que promovem um comprometimento
da resposta do hospedeiro sdo consideradas fatores de risco para a doenca
periodontal, aumentando a suscetibilidade do individuo a periodontite [1-3]. Dentre os
fatores de risco sistémicos para o desenvolvimento e progressao da periodontite
destacam-se o0 tabagismo e doencgas sisttmicas como o diabetes melitos e a
obesidade [4].

A obesidade € caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura e
desenvolvimento de distlrbios metabdlicos, gerando um estado inflamatério crénico
de baixo grau, por meio da infiltracdo de células imunes pré-inflamatorias e liberacdo
de citocinas [5]. A associacdo entre a doenca periodontal e a obesidade é proposta
por evidéncias que mostram uma relacdo direta entre profundidade de sondagem de
bolsas periodontais e indice de massa corporal (IMC) [6-9] e evidéncias que o0 acumulo
excessivo de gordura gera uma inflamacao crbénica de baixo grau, com liberacdo das
citocinas Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) [10], além de
producado de adipocinas pelo tecido adiposo, como leptina e adiponectina, o que leva
a maior inflamacao e estresse oxidativo [11]. No entanto, 0s mecanismos pelos quais
a obesidade contribui para o desenvolvimento e progressdo da doenca periodontal
ainda ndo sao totalmente conhecidos e, portanto, sdo de grande interesse cientifico
[4,5,12,13].

Os peptideos antimicrobianos séo importantes componentes da resposta
imune inata de células eucariotas uma vez que exibem atividade antimicrobiana contra
um amplo espectro de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, fungos e virus
encapsulados [14, 15, 16]. Além deste mecanismo direto, os peptideos podem conferir
protecdo por um mecanismo indireto. Eles podem funcionar como potentes
reguladores imunologicos, alterando a expressdo génica, atuando como quimiocinas
e/ou induzindo producdo de quimiocinas, inibindo producdo de citocinas pro-
inflamatorias, promovendo a reparagéo das feridas e modulando a resposta de células
dendriticas ou células T da resposta imune adaptativa [17]. A presenca dos peptideos
pode, por outro lado, atuar exacerbando a resposta inflamatoria e, consequentemente,

levar ao processo de doenca [18]. Assim, alteracdes na expressao dos peptideos
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antimicrobianos tém sido considerada como possivel fator associado ao aumento da
suscetibilidade a doencas infecciosas.

As defensinas, incluindo as alfa-defensinas (HNPs) e beta-defensinas (HBDs)
sdo os peptideos antimicrobianos predominantes em humanos. As HBDs sé&o
produzidas pelas células epiteliais de uma variedade de tecidos e 6rgaos. Na cavidade
bucal, as HBDs estédo expressas na gengiva, lingua, glandulas salivares e mucosa,
podendo ser encontradas na saliva e fluido gengival crevicular (FCG). Apesar da
identificacdo gendmica de diferentes HBDs, aproximadamente 28 tipos, as HBDs 1, 2
e 3 sdo as mais estudadas e caracterizadas [19].

Alteracfes nos niveis dos peptideos antimicrobianos tém sido observadas na
presenca de doenca periodontal. Oztiirk et al. avaliaram os niveis de HBD-2 no FCG
de pacientes com e sem doenca periodontal. Niveis mais elevados de HBD-2 foram
encontrados no FCG de pacientes com periodontite. Porém, menores niveis séricos
deste peptideo foram observados nestes pacientes [20]. Similarmente, Godinho et al.
[21] identificaram niveis aumentados de HBD-2 e -3 no FCG tanto em sitios sadios
como de sitios doentes de pacientes com periodontite em comparacao aos individuos
sem periodontite. Pereira et al. [22], por sua vez, detectaram niveis elevados de HBD-
2 e TNF-a na saliva de pacientes com doenca periodontal. Ja os niveis de HBD-1
foram maiores no FCG de pacientes saudaveis sem periodontite do que no FCG de
pacientes com periodontite [23]. Uma quantidade 60 vezes maior de HNP 1-3 foi
observada no FCG de sitios com periodontite crénica em comparacdo com sitios
sadios de pacientes sem doenca periodontal, enquanto a quantidade deste peptideo
no FCG de pacientes com periodontite agressiva foi 15 vezes maior [24]. Por outro
lado, Soldati et al. [25] verificaram um aumento nos niveis de catelicidina (LL-37) e
uma reducéo dos niveis de HNP 1-3 nos sitios doentes em relagéo aos sitios sadios
de pacientes portadores de periodontite.

A literatura sugere que o0s peptideos antimicrobianos poderiam ser
considerados possiveis elo de ligagdo mecanicista entre a doenca periodontal e seus
fatores de risco [18]., O tabagismo foi associado a niveis reduzidos de LL-37 e HNP
1-3 no FCG de pacientes com periodontite [25]. Em individuos portadores de
periodontite e deficiéncia de vitamina D, menores niveis de HBD-2 foram observados
no FCG destes pacientes em comparac¢ao aos individuos com periodontite e niveis
adequados da vitamina [26]. Niveis aumentados de HBD-1 foram detectados no FCG

de pacientes com fibrose cistica portadores de periodontite comparados a pacientes
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saudaveis [27], sugerindo que alteracdes imunoldgicas podem influenciar os niveis de
beta-defensinas. Maiores concentracdes de HNP 1-3 foram identificadas na saliva de
pacientes obesos periodontalmente saudaveis em comparacdo aos pacientes nao-
obesos sem doenca periodontal. Além disso, 0os pacientes obesos com periodontite
mostraram menores valores de HNP 1-3 na saliva em comparacdo aos pacientes
obesos sem periodontite [28]. Em relacdo aos niveis seéricos destes peptideos
antimicrobianos, uma diminuigdo nos niveis de HNP1-3 foi observada nos pacientes
obesos que apresentaram grande perda de peso ap0s cirurgia bariatrica [29,30]. Em
contraponto, niveis séricos reduzidos de HNP 1-3 foram encontrados em pacientes
com sindrome metabdlica e inflamacéo crénica de baixo grau [31]. Para as HBDs, as
evidéncias ainda sdo escassas na literatura. N&o foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa na expressao das HBDs 1 e 2 no tecido gengival de
pacientes obesos e ndo-obesos, independente da presenca de doenga periodontal
[32].

De maneira geral, os peptideos antimicrobianos podem contribuir na
etiopatogénese da doenca periodontal [33,34] No entanto, o conhecimento dos
mecanismos de acdo dos mesmos nos tecidos periodontais ainda & muito limitado na
literatura. Um melhor entendimento de como os peptideos antimicrobianos séo
regulados nos tecidos periodontais podera ajudar no desenvolvimento de novas
estratégias preventivas, de diagnéstico e/ou terapéuticas para a doenca periodontal
[34]

Considerando a importancia das HBDs na resposta imune do hospedeiro e que
as mesmas podem atuar como elo de ligacdo mecanicista entre a doenca periodontal
e seus fatores de risco [16,35], propusemos o presente estudo clinico transversal para
avaliar a influéncia da obesidade sobre os niveis das HBDs 1, 2 e 3 no FCG de
pacientes com periodontite A hipétese nula deste estudo € que individuos com
obesidade e portadores de periodontite apresentam niveis semelhantes de HBDs no

FCG comparado aos individuos ndo-obesos com periodontite.

Material e Métodos
Delineamento do estudo

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). Todos os participantes foram esclarecidos sobre
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0s objetivos do estudo e procedimentos que seriam realizados e assinaram o0 Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).

O tamanho da amostra foi calculado usando um software estatistico (GPower
3.1 Statistical Power Analysis for Windows, Duisseldorf, Alemanha). Como nao foram
encontrados na literatura estudos clinicos comparando os niveis de peptideos
antimicrobianos no FCG de pacientes obesos e ndo obesos, foram utilizados dados
de um estudo que comparou os niveis da catelicidina LL-37 no FCG de pacientes
fumantes e ndo fumantes portadores de periodontite [25] para o célculo amostral.
Considerando valores médios dos niveis da catelicidina LL-37 e desvio padréao obtidos
neste estudo prévio, obteve-se um tamanho de efeito de 0,91. Com base neste
tamanho de efeito, com poder de 80% e um nivel de significAncia de 5%, o nimero
minimo de 20 individuos por grupo foi determinado como necesséario. Um total de
quarenta individuos com boas condi¢cGes de saude geral portadores de periodontite
estagio Il ou IV, vinte obesos e vinte ndo obesos, foram incluidos neste estudo
transversal. Estes pacientes foram recrutados na Clinica de Periodontia da Faculdade
de Odontologia de Araraquara — UNESP no periodo de abril de 2022 a junho de 2023.
O diagndstico de periodontite foi realizado de acordo com os critérios estabelecidos
pelo Workshop Mundial de 2017 sobre a Classificacdo de Doencas e Condicdes
Periodontais e Peri-implantes [36]. Para inclusdo no estudo, 0s pacientes com
periodontite deveriam possuir mais de 18 anos e apresentar pelo menos 15 dentes na
cavidade oral (excluindo os terceiros molares) e minimo de 4 dentes com profundidade
de sondagem (PS) =4 mm, sangramento a sondagem (SS) e nivel clinico de insergao
(NCI) =2 4 mm. Os pacientes foram considerados obesos quando o indice de massa
corporal (IMC) era maior que 30 kg/m2 [37]. Os critérios de exclusao foram: fumantes
ou ex-fumantes, uso cronico de alcool, mulheres em fase de menopausa, gestantes
ou lactantes, diabéticos, tratamento radioterapico na regido de cabeca ou pescoco,
tratamento quimioterapico, tratamento periodontal nos ultimos seis meses, uso de
antibiéticos e/ou anti-inflamatérios nos dltimos 3 meses, uso cronico de
imunossupressores, portadores de limitagcéo fisica que impeca ou dificulte a realizacao

dos procedimentos de higiene oral.

Exame clinico periodontal
Todos os participantes foram avaliados por um Gnico examinador calibrado,
utilizando uma sonda periodontal manual (PC-PUNC156 Hu-Friedy®, Chicago, EUA).
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Para a calibracéo, 6 pacientes foram aleatoriamente selecionados, durante a fase de
selecdo dos participantes da pesquisa, para mensuracdo da profundidade de
sondagem e nivel clinico de insercéo de boca toda, sendo repetido novamente apés
intervalo de 1 semana para determinar a concordéancia intra-examinador e com outro
examinador ja calibrado, a calibracdo foi aceita apds porcentagem de analise de
concordancia Kappa entre as medidas fosse superior a 90% (k=0.91).

Os parametros indice de placa visivel (IPV) e indice sangramento gengival
(ISG) foram avaliados como positivo ou negativo em quatro sitios por dente (mesial,
vestibular, distal e lingual), e os parametros PS, SS e NCI, avaliados em seis sitios
por dente (mesio- vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual, disto-

lingual).

Coleta de fluido crevicular gengival

Apo6s uma semana do exame clinico inicial, foi realizada a coleta de amostras
do FCG de 3 sitios ndo adjacentes apresentando saude periodontal, com auséncia
sangramento gengival, PS < 3 mm, auséncia SS e perda de insercao clinica, e de 3
sitios ndo adjacentes apresentando sinais clinicos de periodontite, incluindo PS = 4
mm, SS e NCI| 24 mm. A coleta de FCG foi realizada com utilizac&o de tiras de papel
absorvente (Periopaper®, Oraflow Inc., Nova lorque, EUA). Antes da coleta do FCG,
a placa supragengival do dente selecionado foi removida com gaze estéril e 0 mesmo
foi isolado com roletes de algodao e gentilmente seco com jato de ar. Em seguida, a
tira de papel foi inserida no sulco ou na bolsa periodontal de forma cuidadosa e
removida apos 30 segundos. As tiras de papel que se mostraram visualmente
contaminadas com saliva e/ou sangue foram descartadas. O volume de FCG coletado
foi mensurado imediatamente ap0s a coleta por meio de aparelho especifico
(Periotron 8000 - Oraflow Inc., Nova lorque, EUA). As amostras dos sitios
selecionados de cada paciente foram armazenadas individualmente em tubos
eppendorfs estéreis e secos previamente codificados e foram congeladas a -80°C para

posterior analise imunologica.

Quantificagéo das beta-defensinas (HBDs)
Inicialmente, foi realizada a eluicdo do FCG absorvido pelas tiras de papel,
adicionando 160 pL de solugéo salina tamponada com fosfato (1X PBS) a cada tubo.

Os tubos foram deixados em gelo em um agitador horizontal por 30 minutos e depois
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centrifugados a 4°C, 13.000 g por 10 minutos. A quantificacdo das HBDs 1, 2 e 3 no
FCG foi feita pela técnica ELISA sanduiche, de acordo com as orientacdes do
fabricante dos kits especificos que foram utilizados para cada peptideo (Peprotech,
Rocky Hill, NJ, EUA). A absorbancia foi medida por um espectrofotometro (Multiskar
Ascent — Labsystems Uniscience, Vantaa, Finlandia) a 450 nm e convertida na
concentracdo das hBDs por amostra de acordo com a curva padrdo. O limite de
deteccao dos kits utilizados foram de 4 a 1000 pg/mL (HBD-1), 16 a 1000 pg/mL (HBD-
2) e 63 a 4000 pg/mL (HBD-3).

Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad Prism 5 (San
Diego, CA, EUA). O teste de normalidade de D'Agostino & Pearson foi aplicado para
verificar a distribuicdo dos dados de acordo com teorema da distribuicdo central. Como
os parametros idade, IPV e ISG apresentaram distribuicdo normal, o teste t ndo
pareado foi utilizado para a comparagao destes parametros entre 0s grupos. Para
comparacao dos demais parametros clinicos foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Os
niveis das HBDs 1, 2 e 3 no FCG também néo apresentaram distribuicdo normal.
Assim, o teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparacédo dos niveis peptideos
no FCG entre os grupos, enquanto a comparacéo dos niveis das HBDs entre os sitios
sadios e doentes dentro de cada grupo foi realizada pelo teste Wilcoxon. A distribuicao
dos géneros entre os grupos foi analisada pelo teste exato de Fischer. O nivel de
significancia adotado foi de 95% (p<0,05).

Resultados

Participaram deste estudo 40 pacientes que apresentavam idade entre 31-66
anos, sendo que 20 pacientes eram do sexo feminino e 20 pacientes eram do sexo
masculino. Nao houve diferenca entre os grupos para género e namero de dentes
presentes na cavidade bucal. Os dados demograficos da populacdo deste estudo

estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e dados clinicos de boca toda dos
participantes do estudo. Dados com distribuicdo normal foram expressos em média +

desvio padréo (DP) e os dados sem distribuicdo normal em mediana (IC 95%)



Nao Obesos
(n=20)
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Obesos
(n=20)

ldade
Sexo (masc/fem)
N° de Dentes
IP (%)
ISG (%)
SS (%)
PS (mm)
PS <3 mm (%)
PS 4-5 mm (%)
PS 2 6 mm (%)
NCI (mm)
NCI <2 mm (%)
NCI 3-4 mm (%)
NCI 2 5 mm (%)

51,50 + 10,21*
11/09
24,85 + 3,18
45,56 + 14,45+
31,44 + 17,64
54,41 (46,14 - 55,45)
3,51 (3,21 - 3,61)"
68,00 (62,42 - 81,38)
19,50 (16,40 - 26,10)
7,5 (7,02 - 12,68)"
3,75 (3,60 - 4,61)"
23,50 (16,98 - 29,82)*
43,50 (37,47 - 47,13)
30,50 (25,62 - 43,18)"

44,70 + 8,43
09/11
24,50 + 2,65
29,87 + 13,80*
35,78 + 10,83
50,72 (44,30 - 55,41)
2,76 (2,71 - 3,11)*
80,50 (71,47 - 82,83)
17,00 (14,62 - 22,18)
3,00 (2,33 - 6,87)"
3,24 (3,03 - 3,58)"
37,00 (30,71 - 42,19)*
45,50 (38,49 - 49,81)
15,50 (13,02 - 26,08)"

indice de placa visivel (IPV), indice sangramento gengival (ISG), profundidade de sondagem (PS),

sangramento a sondagem (SS), nivel clinico de insercdo (NCI)
* Diferenca significativa entre os grupos, teste t ndo-pareado, p<0,05

# Diferenca significativa entre os grupos, teste Mann-Whitney, p<0,05

Fonte: Elaboracgéo propria

Tabela 2 - Parametros clinicos dos sitios coletados para quantificacdo das HBDs.

Os dados foram expressos em mediana (IC 95%).

Nao Obesos Obesos

Sadio (S) Doente (D) Sadio (SO) Doente (DO)
PS 3,00% 6,00 2,00* 5,00
(mm) (2,61-2,99) (554-6,85) (2,07-2,62) (5,27 -6,13)

hBD1



hBD2

hBD3

NCI
(mm)
PS
(mm)
NCI
(mm)
PS
(mm)
NCI

(mm)

3,00

(2,68 - 3,02)

3,00

(2,48 - 2,92)

3,00

(2,48 - 2,92)

3,00

(2,48 - 2,92)

3,00

(2,48 - 2,92)

Profundidade de sondagem (PS), sangramento & sondagem (SS), nivel clinico de inser¢ao (NCI)

7,50
(6,35 - 8,15)
5,50
(5,43 - 6,57)
7,00
(6,02 - 7,47)
5,50
(5,43 - 6,57)
7,00
(6,02 - 7,47)

24

2,00 5,50
(2,07-2,62) (5,36 - 6,34)
2,00 5,00
(2,12-2,58) (4,88 - 6,52)
2,00 5,00
(2,12-2,58) (5,00 - 6,70)
2,00 6,00
(2,04 -2,65) (5,32 - 6,07)
2,36 6,00
(2,07-2,65) (5,41 - 6,19)

* Diferenca significativa entre os grupos, teste Mann-Whitney, p=0,0176

Quantificacdo das HBDs

A quantificacdo dos niveis de HBD-1 no FCG esta apresentada na figura 1.

Apesar dos maiores valores obtidos para este peptideo tanto nos sitios sadios como

nos sitios doentes dos pacientes ndo obesos em comparacdo com 0s obesos, a

diferenca observada nao foi estatisticamente significante (p>0,05).

HBD-1 protein (pg/mL)
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Figura 1 — Niveis de HBD-1 em pg/mL no fluido crevicular gengival dos sitios: sadio
de pacientes saudéaveis (S), sadio de pacientes com obesidade (SO), doente de
pacientes saudaveis (D) e doente de pacientes com obesidade (DO).

A quantificacdo dos niveis de HBD-2 no FCG esta apresentada na figura 2.
Foram detectadas diferencas significativas nos niveis de HBD-2 entre os grupos.
Niveis significativamente menores de HBD-2 foram verificados tanto nos sitios sadios
como nos sitios doentes dos pacientes obesos em comparacdo aos mesmos sitios
dos pacientes saudaveis (p<0,0001 e p=0,0009; respectivamente). Em ambos o0s
grupos, os niveis de HBD-2 foram maiores nos sitios sadios que nos sitios doentes,
porém a diferenca foi estatisticamente significativa apenas para o grupo de pacientes

saudaveis (p=0,009).
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Figura 2 — Niveis de HBD-2 em pg/mL no fluido crevicular gengival dos sitios: sadio
de pacientes saudaveis (S), sadio de pacientes com obesidade (SO), doente de
pacientes saudaveis (D) e doente de pacientes com obesidade (DO). * SO<S (teste
Mann-Whitney, p<0,0001), # DO<D (teste Mann-Whitney, p = 0,0009) e ## D<S (teste
Wilcoxon, p = 0,009).

Apesar dos maiores niveis de HBD-3 observado no FCG dos pacientes obesos,
nao foi detectada diferenca significativa entre os grupos tanto para os sitios sadios
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como para os sitios doentes (p>0,05). A figura 3 apresenta os niveis de HBD-3 no

FCG dos pacientes.
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Figura 3 — Niveis de HBD-3 em pg/mL no fluido crevicular gengival dos sitios: sadio
de pacientes saudaveis (S), sadio de pacientes com obesidade (SO), doente de
pacientes saudaveis (D) e doente de pacientes com obesidade (DO).

Discusséo

ApO6s uma busca na literatura, ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
a avaliar os niveis de HBDs 1, 2 e 3 no FCG de pacientes obesos com periodontite.
Os resultados mostraram uma reducdo significativa nos niveis de HBD-2 no FCG,
tanto de sitios sadios quanto de sitios com sinais clinicos da doenca, dos individuos
obesos em comparacao com os respectivos sitios dos pacientes ndo obesos. Para as
HBD-1 e 3, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. Portanto,
a hipétese do presente estudo foi parcialmente rejeitada.

A obesidade vem registrando crescimentos assustadores nas populagdes dos
paises desenvolvidos e também nos paises em desenvolvimento; tornando-se um dos
piores problemas de saude publica. Ela € um fator predisponente a hipertenséo, as
dislipidemias, a resisténcia a insulina e a diabetes, bem como esta associada a outras
condicdes patolégicas como algumas formas de cancer, doencgas respiratorias, célculo

biliar e doencas 6sseo articulares [38,39]. Além destas associac¢des, essa condi¢do
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também esta relacionada com a ocorréncia e severidade das doencas periodontais
[40]. Como os mecanismos envolvidos nessa relacdo ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos, propusemos o presente estudo para investigar se os individuos obesos
apresentam alteracdes nos niveis das HBDs que séo produzidas pelas células do
epitélio oral. Além do efeito antimicrobiano, estes peptideos podem modular a
resposta imune adaptativa [15] e, portanto, possuem um papel chave na resisténcia e
ou suscetibilidade a infec¢gbes na cavidade oral.

A obesidade é uma condicao sistémica que gera uma inflamacgéo crbnica de
baixo grau [5], aumentando os niveis de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e
Interleucina-1 Beta (IL-1B) no FCG de pacientes obesos [41,42]. Este estado
inflamatério também poderia desregular a resposta imune inata nestes pacientes,
alterando a expresséo génica e os niveis dos peptideos antimicrobianos. No entanto,
poucos estudos foram encontrados na literatura demonstrando a influéncia da
obesidade nos niveis dos peptideos antimicrobianos.

Em um estudo prévio [32], a expresséo proteica de HBD-1 e HBD-2 no tecido
gengival de pacientes obesos com e sem periodontite foi determinada por
imunohistoquimica. Os niveis de HBD-2 foram ligeiramente inferiores no tecido
gengival de pacientes obesos com periodontite do que nos pacientes saudaveis com
periodontite. Porém, a diferenca observada nao foi estatisticamente significativa. Em
nosso estudo, menores niveis de HBD-1 e 2 foram detectados no FCG dos sitios
sadios e doentes de pacientes obesos com periodontite em comparagdo com 0sS
mesmos sitios de pacientes ndo obesos com periodontite, porém a diferenca
observada foi significativa apenas para os niveis da HBD-2. Em um estudo prévio do
nosso grupo de pesquisa com fumantes e ndo fumantes pacientes portadores de
periodontite [43], uma reducéo significativa nos niveis da HBD-1 foi identificada no
FCG dos sitios doentes de pacientes fumantes em relagdo aos mesmos sitios dos néo
fumantes. No entanto, niveis significativamente mais elevados de HBD-2 foram
identificados tanto nos sitios sadios como nos sitios doentes dos pacientes fumantes
em comparagdo com o0s respectivos sitios dos n&o fumantes. Ertrugul et al. [44]
também identificaram maiores niveis de HBD-2 em pacientes fumantes com
periodontite comparados a pacientes ndao fumantes com periodontite. Niveis
diminuidos de HBD-1 também foram detectados em outras condi¢cdes sistémicas,
consideradas fatores de risco para a periodontite [1-3]. Yilmaz et al. verificaram que

pacientes com diabetes mellitus tipo 2 apresentavam menores niveis de HBD-1 no
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FCG do que individuos saudaveis e que nos pacientes diabéticos portadores de
periodontite os niveis de HBD-1 eram ainda menores do que nos pacientes diabéticos
periodontalmente saudaveis [45]. Porém, resultados divergentes foram encontrados
por Etrugul et al. [46], com niveis maiores de HBD-1 em individuos diabéticos
portadores de periodontite, comparados a nao diabéticos com periodontite. Em
relacdo aos niveis de HBD-3 no FCG, uma tendéncia de aumento dos niveis deste
peptideo foi verificada nos sitios sadios e doentes dos pacientes obesos com
periodontite. Este resultado é condizente com os achados de Ertrugul et al. [46], em
gue maiores niveis de HBD-3 foram detectados no FCG de individuos diabéticos com
periodontite. em comparacdo aos pacientes ndo diabéticos com periodontite. De
maneira geral, observa-se uma controversa na literatura em relagdo aos niveis das
HBDs no FCG de pacientes portadores de periodontite. Além disso, 0s mecanismos
pelos quais o tabagismo, a obesidade e diabetes mellitus influenciam na regulacéo
dos niveis das HBDs precisam ser melhor investigados.

Estudos prévios também demonstraram uma influéncia da obesidade nos
niveis das HNPs. Niveis aumentados de HNP1-3 foram verificados na saliva de
individuos obesos em relacdo aos ndo obesos. Além disso, 0s pacientes obesos com
periodontite apresentaram menores niveis de HNP1-3 na saliva, em comparacao aos
individuos obesos periodontalmente saudaveis [28]. Por outro lado, um estudo com
individuos do sexo masculino, demonstrou associa¢ao positiva entre niveis menores
séricos de HNP1-3 com maiores valores de IMC e concentracfes de colesterol mais
altas [47].

Em nosso estudo, identificamos diferencas na comparacdo dos niveis de das
HBDs entre os sitios sadios e doentes dos pacientes obesos e ndo obesos portadores
de periodontite. Os niveis de HBD-2 no FCG foram maiores nos sitios sadios em
comparacdo aos sitios doentes de individuos obesos e ndo obesos, porém com
diferenca estatisticamente significativa apenas para o grupo nao obesos. Estes
resultados contrastam com resultados de estudos prévios. Soldati et al. detectaram
maiores niveis de HBD-2 no FCG em sitios doentes de pacientes com periodontite,
comparados a sitios sadios destes mesmos individuos [43], ja no estudo de Godinho
et al. [21] os autores ndo observaram diferencas nos niveis de HBD-2 e HBD-3 no
FCG entre os sitios sadios e doentes de individuos portadores de periodontite.

Uma das limitacdes de nosso estudo foi a consideracdo do autorrelato para

exclusdo de paciente com diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, por ser uma
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patologia muito associada a obesidade e muitas vezes diagnosticada tardiamente.
Além disso, ndo foram feitas analises imunoldgicas, para quantificacdo de citocinas
inflamatoérias, e microbioldégica que poderiam ajudar a justificar as alteracdes
observadas nos niveis das HBDs no FCG.

Um estudo avaliando os niveis de HBD-2 e IL-22 em pacientes com periodontite
demonstrou maiores niveis de HBD-2 no FCG destes pacientes comparado ao grupo
controle. Os autores propuseram que o aumento dos hiveis deste peptideo poderia
ser causado pelo aumento de secrecéo de IL-22 [48]. Em um estudo experimental
com ratos obesos que passaram por reducdo estomacal, houve aumento nos niveis
plasmaticos de IL-22 nestes animais, 0 que pode indicar que na obesidade menores
niveis de IL-22 s&o encontrados, provavelmente pela alteracdo na microbiota intestinal
[49]. Na composicao do biofilme subgengival de pacientes obesos, foi identificada uma
maior colonizacdo por periodontopatdgenos Gram-negativos [50] que sao
microrganismos proteoliticos e que, possivelmente, poderiam levar a degradacéo de
peptideos antimicrobianos, como observado por proteases da P. gingivalis que
degradam HBD-1 e HBD-2 [51].

Apesar da diferenca observada entre 0s grupos para alguns parametros
clinicos, ndo houve diferenca significativa entre os parametros clinicos dos sitios em
gue o FCG foi coletado para quantificacdo das HBDs. Assim, os sitios selecionados
para coleta do FCG apresentavam a mesma severidade da doenca em ambos 0s
grupos.

Baseado nos resultados deste estudo, foi possivel determinar que a obesidade
influenciou negativamente nos niveis de HBD-2 no FCG de pacientes portadores de
periodontite. A reducdo deste peptideo tanto nos sitios sem siais clinicos de doenca
periodontal como nos sitios doentes indica que as alteracdes metabodlicas da
obesidade podem interferir na resposta imune inata dos tecidos periodontais,
favorecendo a ocorréncia e a progresséo da doenca periodontal. No entanto, novos
estudos tornam-se necessarios para confirmar a influéncia da obesidade na

expressao dos peptideos antimicrobianos nos tecidos periodontais.
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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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APENDICE A - METODOLOGIA ESTENDIDA

Este projeto foi aprovado pelo CEP da Faculdade de Odontologia de Araraquara
(CAAE: 96972718.2.0000.5416). Antes da realizagéo de qualquer procedimento, 0s
pacientes foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo e procedimentos que

seriam realizados e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Populacéo do estudo

Quarenta individuos com boas condicbes de salde geral portadores de
periodontite estagio Il ou 1V, vinte obesos e vinte ndo obesos, foram selecionados
para o presente estudo. Estes pacientes foram recrutados na Clinica de Periodontia
da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP no periodo de junho de 2022
a abril de 2023. O diagndstico de periodontite foi realizado de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Workshop Mundial de 2017 sobre a Classificacdo de Doencas e
Condicdes Periodontais e Peri-implantes!. Para inclusdo no estudo, os pacientes
deveriam possuir mais de 18 anos, presenca de ao menos 15 dentes na cavidade oral
(excluindo os terceiros molares) e presenca de pelo menos 4 dentes com profundidade
de sondagem (PS) = 4 mm, sangramento a sondagem (SS) e nivel clinico de insercéo
(NCI) =2 4 mm. Os pacientes foram considerados obesos quando o indice de massa
corporal (IMC) era maior que 30 kg/m22. Foram excluidos do estudo fumantes ou ex-
fumantes, pacientes que faziam uso crbénico de alcool, mulheres em fase de
menopausa, gestantes ou lactantes, diabéticos, pacientes com hipertireoidismo ou
hipotireoidismo n&o controlado, pacientes com coagulopatias, usuarios de drogas
ilicitas, pacientes que receberam tratamento radioterapico na regido de cabeca ou
pescoco, pacientes em tratamento quimioterapico, pacientes que receberam
tratamento periodontal nos dltimos seis meses, pacientes que fizeram uso de
antibioticos e/ou anti-inflamatdrios 3 meses antes da pesquisa, pacientes que faziam
uso crénico de imunossupressores, pacientes portadores de limitacdo fisica que

impedia ou dificultava a realizacéo dos procedimentos de higiene oral.

Célculo da amostra
O tamanho da amostra foi calculado usando um software estatistico (GPower

3.1 Statistical Power Analysis for Windows, Duisseldorf, Alemanha). Como nao foram
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encontrados na literatura estudos clinicos comparando os niveis de peptideos
antimicrobianos no FCG de pacientes obesos e ndo obesos, foram utilizados dados
de um estudo que comparou os niveis da catelicidina LL-37 no FCG de pacientes
fumantes e nado fumantes portadores de periodontite® para o calculo amostral.
Considerando valores médios dos niveis da catelicidina LL-37 e desvio padréao obtidos
neste estudo prévio, obteve-se um tamanho de efeito de 0,91. Com base neste
tamanho de efeito, com poder de 80% e um nivel de significAncia de 5%, o nUmero

minimo de 20 individuos por grupo foi determinado como necessario.

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo clinico transversal. Ap6s a selecdo dos pacientes,
baseado nos critérios de inclusdo e exclusdo descritos anteriormente, foi realizado
exame clinico periodontal. Os seguintes parametros clinicos foram avaliados por um
anico examinador calibrado: indice de placa visivel (IPV), indice sangramento gengival
(ISG), profundidade de sondagem (PS), sangramento a sondagem (SS) e nivel clinico
de insercdo (NCI). Os parametros IPV e ISG foram avaliados em quatro sitios por
dente (mesial, vestibular, distal e lingual), sendo registrados como presenca ou
auséncia. Os demais parametros foram avaliados em seis sitios por dente (mesio-
vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual, disto- lingual).

Apo6s uma semana do exame clinico inicial, foi realizada a coleta de amostras
do FCG. Foram obtidas amostras de FCG de 3 sitios ndo adjacentes apresentando
saude periodontal, PS < 3 mm, auséncia de SS e perda de inser¢éo clinica, e de 3
sitios ndo adjacentes apresentando sinais clinicos de periodontite, incluindo PS = 4
mm, SS e NCIl 24 mm. A coleta de FCG foi realizada com utilizagéo de tiras de papel
absorvente (Periopaper®, Oraflow Inc., Nova lorque, EUA). Antes da coleta do FCG,
a placa supragengival do dente selecionado 