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RESUMO

A doenca periodontal (DP) é caracterizada pela presenca de um processo inflamatorio crénico,
devido ao acumulo de biofilme bacteriano e a resposta do hospedeiro frente a esses patdgenos,
tendo como consequéncia a destruicdo dos tecidos de suporte das estruturas dentais. Estudos
tém revelado que componentes do sistema purinérgico, estresse oxidativo (EO) e da inflamacéo
estdo relacionados com o desenvolvimento e a progressdo da DP. O objetivo foi avaliar
parametros clinicos periodontais, a modulacgéo do sistema purinérgico, do EO e da inflamacéo
em pacientes com DP, comparados com individuos sem a doenca. Trata-se de um estudo
transversal com analise quantitativa, com total de 82 participantes, sendo 25 individuos
saudaveis e 57 individuos com DP. Dos resultados observados, houve reducdo significativa na
hidrélise de Trifosfato de Adenosina (ATP), Difosfato de adenosina (ADP) e Monofosfato de
adenosina (AMP) em linfécitos dos individuos do grupo com DP em relacdo ao grupo controle,
indicando que individuos com DP apresentaram reducéo da atividade da NTPDase 1 (CD39) e
Ecto-5’-nucleotidase (CD73). A atividade da Adenosina Deaminase (ADA) nasaliva e soro dos
individuos com DP foi significativamente maior em comparacao ao grupo controle. O ATP
extracelular (eATP) demostrou aumento estatisticamente significativo na DP. A concentracao
sérica da Proteina C Reativa (PCR) apresentou aumento estatisticamente significativo em
individuos com DP. Nas analises do estresse oxidativo (EO), houve diminuicdo estatisticamente
significativa das defesas antioxidantesdos individuos com DP nas analises de Vitamina C e
Superdxido dismutase (SOD), e um aumento dos niveis séricos nas analises referentes a
determinacdo de espécies reativas (substancias reativas ao acido tiobarbitirico/TBARS e
espécies reativas de oxigénio/EROs). Através do questionério de autorrelato de condicdo
periodontal, podemostracar o perfil dos participantes acometidos pela DP, aléem de visualizar
0s principais habitos e fatores associados ao desencadeamento e manutengéo da DP, sendo que
no grupo com DP, poucos participantes relataram fazer uso de fio dental, ndo escovavam os
dentes todos os dias e ndo vao ao dentista regularmente. Portanto, vemos que as enzimas do
sistema purinérgico estdo presentes na modulacdo da DP, levando individuos acometidos pela
doenca a um estado pré-inflamatdrio. Contribuindo para geracdo de espécies reativas e a
desordem entre defesas as antioxidantes e oxidantes, dificultando a agdo sistema imune,
aumentando marcadores séricos de inflamacéo (PCR).

Palavras-chave: Doenca periodontal. Sistema purinérgico. Inflamacao. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is characterized by the presence of a chronic inflammatory process,
duetotheaccumulation of bacterial biofilm and the host'sresponse to these pathogens, resulting
in the destruction of supporting tissues of dental structures. Studies have revealed that
components of the purinergic system, oxidative stress (OS) and inflammation are related to the
development and progression of PD. The objective was to evaluate periodontal clinical
parameters, the modulation of the purinergic system, OS and inflammation in patients with PD,
compared with individuals without the disease. This is a cross-sectional study with quantitative
analysis, with a total of 82 participants, 25 healthy individuals and 57 individuals with PD.
From the observed results, there was a significant reduction in the hydrolysis of Adenosine
Triphosphate (ATP), Adenosine Diphosphate (ADP) and Adenosine Monophosphate (AMP) in
lymphocytes of individuals in the group with PD in relation to the control group, indicating that
individuals with PD presented reduced activity of NTPDase 1 (CD39) and Ecto-5'"-nucleotidase
(CD73). Adenosine Deaminase (ADA) activity in the saliva and serum of individuals with PD
was significantly higher compared to the control group. Extracellular ATP (eATP) showed a
statistically significant increase in PD. The serum concentration of C-Reactive Protein (CRP)
showed a statistically significant increase in individuals with PD. In the analyzes of oxidative
stress (OS), there was a statistically significant decrease in the antioxidant defenses of
individuals with PD in the analyzes of Vitamin C and Superoxide Dismutase (SOD), and an
increase in serum levels in the analyzes referring to the determination of reactive species
(reactive substancesto thiobarbituric acid/TBARS and reactive oxygen species/ROS). Through
the questionnaire of self-report of periodontal condition, we can profile the participants affected
by PD, in addition to visualizing the main habits and factors associated with the triggering and
maintenance of PD, and in the group with PD, few participants reported using dental floss,
didn't brush their teeth every day and don'tgo to the dentist regularly. Therefore, we see that
the enzymes of the purinergic system are present in the modulation of PD, leading individuals
affected by the disease to a pro-inflammatory state. Contributing to the generation of free
radicals and the disorder between antioxidant and oxidant defenses, hindering the action of the
immune system, increasing serum markers of inflammation (CRP).

Keywords: Periodontal disease. Purinergic system. Inflammation. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é uma doenca inflamatdria crénica desencadeada por
bactérias que compde o biofilme dental, que causa destrui¢do dos tecidos de suporte dentario
(periodonto), com alta prevaléncia em todo o mundo. A DP estimula, por meio do sistema
imune, localmente e em sitios distantes, concentragdes elevadas de citocinas e proteinas pré-
inflamatorias (PERES et al., 2019).

Como um dos patdgenos orais mais estudados, a Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis) é considerada um patdgeno-chave, com papel central no desenvolvimento da DP,
ela busca driblar os mecanismos de defesa imune, afim de garantir sua sobrevivéncia no
hospedeiro, causando injurias ao periodonto (ALMEIDA-DA-SILVA et al., 2016). Embora a
DP ndo seja fatal, os patdégenos periodontais podem adentrar através da circulagdo sistémica e
se instalar em outros érgdos e sistemas, levando ao desenvolvimento de algumas doencas
sistémicas como as cardiacas, enddcrinas, metabdlicas, infecciosas, autoimunes e neoplasicas
(MATSUSHITA et al., 2020).

Frente aos danos causados pela DP na cavidade bucal e sua associagdo com doengas
sistémicas, o interesse em compreender a DP e seu mecanismo de acdo vem crescendo. Na
literatura, encontram-se estudos que relacionam a DP com o processo inflamatdrio, e mais
recentemente com o sistema purinérgico e com o estrese oxidativo (EO)(YILMAZ, 2008).

A sinalizacdo purinérgica refere-se ao processo pelo qual purinas e pirimidinas
extracelulares medeiam as respostas celulares, apds a estimulagéo de receptores especificos. A
presenca de receptores purinérgicos em organismos multicelulares (FOUNTAIN;
BURNSTOCK, 2009), combinada com ampla dispersdo de receptores purinérgicos por todo o
corpo, reflete seu papel central em inimeros processos fisiologicos e fisiopatoldgicos
(BURNSTOCK; KNIGHT, 2004).

Durante a inflamacdo, células estressadas ou infectadas podem liberar trifosfato de
adenosina (ATP) para o meio extracelular, que pode ser hidrolisado em adenosina por
ectonucleotidases, como as enzimas NTPDase 1 (CD39) e Ecto-5'-nucleotidase (CD73)
(RAMOS-JUNIOR et al., 2020).

A principal causa da destruicdo do periodonto é devido a resposta inadequada do
hospedeiro aos microrganismos e seus produtos. Os leucocitos polimorfonucleares,
considerados a primeira linha de defesa, sdo responsaveis pela morte dos microrganismos
através de processos oxidativos. Por sua vez, a morte oxidativa (superoxido, radicais hidroxila,

acido hipocloroso, peréxido de hidrogénio e cloraminas) leva a geracdo de espécies reativas de
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oxigénio (EROs), enquanto a morte ndo oxidativa é mediada por varias enzimas lisossémicas,
peptideos e proteinas (ACQUIER et al., 2016). Na presenca de DP, os neutrofilos tornam-se
hiperativos e causam EO excessivo e dano tecidual. Assim, um desequilibrio entre enzimas
proteoliticas e seus inibidores, e EROs e sistemas de defesa antioxidante, leva a destruicdo do
tecido periodontal (BARTOLD; VAN DYKE, 2013).

No decorrer do referencial teérico, evidéncias mostrando que a sinalizagdo purinérgica
e 0 EO podem modular a sobrevivéncia da P. gingivalis, além de discutir seu papel na
modulacdo do sistema imune na DP.

1.1 PROBLEMA

O sistema purinérgico e o EO estdo relacionados ao desenvolvimento e agravo de
diversas doencas, incluindo a DP, e pouco se conhece sobre a atividade e expressao dos

componentes biologicos desses sistemas, e a modulacdo frente a inflamacéo presente na DP.

1.2 HIPOTESE

A pesquisa traz a seguinte hipotese: a modulagao do sistema purinérgico e do EO estdo
envolvidos no processo inflamatdrio, relacionado ao estabelecimento e progressdo da DP, pelo

aumento do ATP extracelular advindo das injdrias ao periodonto.
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral
Avaliar parametros clinicos periodontais, componentes da sinalizacdo purinérgica,
biomarcadores de EO e marcadores inflamatdrios inflamacédo em participantes portadores da
DP, comparados com individuos sem a doenca.
1.3.2 Obijetivos Especificos
a) Analisara atividade dasenzimas CD39 e CD73 em linfocitos, e daadenosina deaminase

(ADA) em linfdcitos, soro e nasaliva de participantes com diagndstico de DP e de participantes

saudaveis;
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b) Analisar os niveis séricos de ATP em participantes com diagnostico de DP e em
participantes saudaveis;

C) Analisar os niveis séricos da proteina C reativa (PCR) e a atividade da Mieloperoxidase
(MPQ), em participantes com diagnostico de DP e em participantes saudaveis;

d) Analisar marcadores do EO: Atividade da Superoxido dismutase (SOD) e 0s niveis
séricos da Vitamina C, substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), EROs e Tidis
Proteicos (PSH) em participantes com diagnéstico de DP e em participantes saudaveis;

e) Analisar pardmetros de cuidados e habitos com sadde bucal nos participantes com

diagndstico de DP e nos participantes saudaveis.

1.4 JUSTIFICATIVA

A DP esta entre as doengas com maior prevaléncia no mundo, gerando grande impacto
na saude publica, devido ao seu tratamento longo e de alto custo, além de causar danos ao
periodonto, tendo consequéncia a perda dentaria, deficiéncia na fala, dificuldades na
alimentacgéo, baixa autoestima e reducao da qualidade de vida. Os resultados adversosda DP
ndo se restringem apenas a cavidade bucal, afetando negativamente outros sistemas do corpo
humano, sendo associados com doengas como o cancer colorretal, Alzheimer, diabetes, artrite
reumatoide, complicacdes na gravidez, doencas cardiovasculares, dentre outras condigdes
(MOMBELLLI, 2003).

Apesar dos estudos e esforcos que séo realizados envolvendo o sistema purinérgico e
EO e suas agOes celulares, carecem de estudos para entender como as enzimas e outros
componentes desses sistemas agem durante o processo inflamatorio na DP, a fim de melhorar
o0 diagnostico e tratamento dos pacientes acometidos pela doenca.

Ao pesquisar sobre a atuacao do sistema purinérgico e do EO na DP, a Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS) campus Chapeco se coloca na vanguarda cientifica. Assim,
reafirma a sua importancia em ser uma universidade pablica em uma regido afastada das
capitais, e a difunde em ambito nacional e internacional, valorizando os cursos de pos-

graduacdo, visto que mune alunos de conhecimentos mais aprofundados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A DP é caracterizada pela presenca de um processo inflamatorio cronico, devido ao
acumulo bacteriano organizado (biofilme) e a resposta do hospedeiro frente a esses patogenos,
tendo como consequéncia a destruicdodos tecidos de suporte das estruturas dentais (periodonto)
(VAN DYKE; SERHAN, 2003; FREDMAN et al., 2011; SANCHEZ et al., 2013). Esses
microrganismos que habitam a cavidade oral representam cerca de 50% das bactérias do corpo
humano, em torno de 6 bilhdes de bactérias, e dentre elas, aproximadamente 500 espécies
(MOMBELLI, 2003).

Cercade 50 a 90% da populagdo adulta mundial séo afetados pela DP (PIHLSTROM
et al., 2005), caracterizada pela condi¢do patoldgica que acomete o periodonto, prejudicando
sua funcdo de protecdo e sustentacdo dentaria (NOVAK, 2002). Além de danos locais,a DP é
capaz de produzir alteracdes fisiologicas danosas em varios outros locais do organismo, onde
aumenta a predisposicdo para outras complicagdes sistémicas (PAGE, 1998).

Os primeiros registros de classificac@es da DP foram no século XVIII, onde levavam
em consideracdo os aspectos clinicos apresentados pela doenca. O periodonto ndo estava
inserido no conceito inicial, entdo acreditava-se que essa afeccdo bucal poderia ser dividida em
danos a gengiva e danos ao 0sso (SCHLUGER et al., 1981).

A gengiva saudavel apresenta em média 10% de infiltrado inflamatdrio no tecido
conjuntivo adjacente ao epitélio, com o0 aumento da permeabilidade vascular e a migracao de
linfécitos. A gengivite inicial apresenta cerca de 15% de infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo, com a migracdo de linfécitos, neutrofilos e outras células inflamatorias. Ja a
gengivite estabelecida tem uma maior concentracédo de infiltrado inflamatério e plasmacitos.
Na DP, além da gengivite estabelecida, ocorre a perda de insercédo apical, com a presenca de
50% ou mais de plasmacitos no infiltrado inflamatério, ocorrendo uma maior permeabilidade
vascular e aumento do fluxo de drenagem de exsudato parao meio externo (KINANE, 2001).

A periodontite pode ser dividida em periodontite agressiva e periodontite cronica,
ambas causam danos ao periodonto, com perdaprogressiva dos tecidos de suporte dos dentes
(ARMITAGE, 1999).

A periodontite crénica é a mais prevalente, com progressdo lenta e intercalada, com
maior acometimento na populacdo adulta. A prevaléncia e grau de severidade aumentam com

a idade, onde um mesmo individuo pode apresentar diferentes graus de progressdo, porém
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quando se apresenta de forma isolada (menos de 30% dos sitios acometidos), € dado 0 nome de
periodontite localizada, ja quando se trata de mais de 30% de comprometimento do periodonto,
é denominada periodontite generalizada. Tanto na periodontite localizada como na
generalizada, sua classificacdo de severidade se da pela perda do nivel de insercdo, avaliada
clinicamente, onde divide-se em: leve, com perda de 1 a2 mm; moderada, com perdade 3 a 4
mm; ou severa, com perda de inser¢do clinica (NIC) igual ou maior a 5 mm, segundo a
Academia Americana de Periodontia (AAP, 1999).

2.1.1 DP e doencas sistémicas

A multidisciplinariedade é uma tendéncia mundial na area da salde que agrega 0s
conhecimentos das mais variadas enfermidades, pois ela busca pelo entendimento dos varios
aspectos de uma doenca, onde confere melhor conhecimento dos seus fatores predisponentes
intrinsecos e extrinsecos, fatoresde risco, mecanismos de regulacdo e cura. Nesse contexto, a
DP cada vez mais vem sendo associada a doencas sistémicas, baseados em mecanismos
inflamatorios, metabdlicos e infecciosos (TEIXEIRA etal., 2019). Diante disso, apresentamos
algumas condicgdes sistémicas que se relacionam com a DP.

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune sistémica. A mesma ocorre quando
0 sistema imunoldgico comeca a produzir imunoglobulinas contra as proteinas do organismo,
encontradas no liquido sinovial e nas articulagbes. A conexdo entre a AR e DP deve-se a
presenca de bactérias anaerébias Gram-negativas, que sdo frequentemente encontradas na DP
e nossitios deinflamacgdo da AR (DETERT etal.,2010). AP. gingivalis, em particular, é capaz
de invadir e colonizar os condrdcitos humanos da articulacéo do joelho, interferindo no ciclo
celular e levando essas células a apoptose (PISCHON et al., 2009).

A diabetes ¢ uma das endocrinopatologias mais prevalentes, afetando a populacdo
mundial numa idade cada vez mais jovem. E classificada como diabetestipo 1 (DM1), no qual
as células beta produtoras de insulina sdo destruidas, e diabetes tipo 2 (DM2), no qual o
pancreas produz continuamente insulina, porém devido a uma incapacidade de absorc¢éo das
células musculares e adiposas, a glicose na corrente sanguinea ndo consegue ser
suficientemente metabolizada, criando a chamada "resisténcia insulinica"(FARDIN et al.,
2009). A associacdo entre a DP e DM2 ¢ devido a DP ativar a imunidade inata através da
regulagdo de secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias pelos mondcitos e leucocitos
polimorfonucleares. Na DP, devido a presenca de bactérias Gram-negativas que liberam uma

endotoxina lipopolissacaridea (LPS), é desencadeada uma resposta imunoldgica exacerbada,
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aumentando consideravelmente os niveis locais de citocinas pro-inflamatérias como a
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e prostaglandina E2. Estas ganham a circulagéo sistémica, onde podem perpetuar
0 estado inflamato6rio a 6rgdos e tecidos. O aumento de interleucinas nos tecidos aumenta a
resisténcia a insulina e os niveis de glicose circulante (TUNES; FOSS-FREITAS, 2010).

O aumento brusco de hormdnios femininos durante a gestacdo pode exacerbar a
inflamacdo gengival com a presenca de biofilme na superficie dos dentes. A prevencdo da
formacdo do biofilme dentério depende muito da presenca de habitos adequados de higiene
bucal e do acompanhamento da gestante pelo dentista durante o pré-natal. Pesquisas vem
demonstrando a associacdo existente entre a DP e a salide geral da mée e do seu bebé, podendo
gerar resultados adversos na gravidez, como parto prematuro, bebés de baixo peso ao
nascimento e pré-eclampsia (KATZ et al., 2009).

Estudos que tragcam relagGes entre a DP e o Alzheimer apresentaram testes realizados
em portadores de Alzheimer em que a bactéria P. gingivalis foi encontrada no cérebro e no
liquido espinhal dos pacientes. Como a doenca se caracteriza pela perda sinaptica e pela morte
neuronal em regides do cérebro responsavel por fungdes cognitivas e de memoria, pessoas com
esse diagnostico podem ter a alimentacdo e a higiene bucal comprometidas. Além disso a
infeccdo oralcom P. gingivalis prejudicaa funcgéo cognitiva,aumentando a deposi¢aode placas
amiloides que sdo toxicas para 0s neurdnios e suas sinapses, reconhecidacomo o primeiro passo
para o desenvolvimento do Alzheimer (DOMINY et al., 2019).

O aumento da P. gingivalis pode ocorrer principalmente pela falha na remoc¢éao do
biofilme dental, através da escovacao, uso do fio dental e mastigacdo, bem como, néo realizar
consultas odontoldgicas com frequéncia (KATZ et al., 2009), resultando em translocacédo ja
documentada para uma variedade de tecidos, incluindo artérias coronarias (FORNER et al.,
2006), placenta (KATZ et al., 2009), e figado (ISHIKAWA et al., 2013). Um estudo recente
demonstrou que 100% dos pacientes com doenga cardiovascular apresentavam colonizagéo
arterial pela P. gingivalis (MOUGEOT et al., 2017).

2.2 SISTEMA PURINERGICO

Os nucleotideos ATP, difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina (AMP)
e 0 nucleosideo adenosina (Ado) participam de diferentes processos celulares, como estimulo
ou inibicdo da apoptose, proliferagdo, migracdo, diferenciacéo, secrecdo de fatores de

crescimento e mediadores inflamatorios. Sendo assim, processos patofisioldgicos
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fundamentais, como o cancer e doengas comimportantecomponente inflamatério (comoa DP),
sdo modulados pela sinalizacdo purinérgica (DI VIRGILIO; ADINOLFI, 2017).

Experiéncias de clonagem identificaram quatro receptores de Ado (P1) acoplados a
proteina G (Al, A2A, A2B, A3), sete subtiposde receptores de canais ibnicos para nucleotideos
P2X (P2X1-7), e oito subtipos de receptores para nucleotideos acoplados a proteina G (P2Y1,
2,4,6,11-14) (OCHOA-CORTES etal., 2014). Os receptores P1 estdo presentes na superficie
celular em todos os érgdos e tecidos, permitindo a ativacdo de suas vias de sinalizacao, e
representam alvos farmacoldgicos importantes (GESSI et al., 2004). Os nucleotideos
extracelulares, como ATP e ADP, sdo hidrolisados pelas ectoenzimas, principalmente
ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase, sendo o subtipo 1 a CD39),
ectonucleosideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP) e CD73. Os nucleotideos ATP e ADP
regulam a inflamacdo e imunidade através da ativacdo de receptores P2
purinérgicos/pirimidinérgicos (P2X e P2Y). As enzimas E-NTPDases interagem
funcionalmente com osreceptores P2Y, por exemplo, terminando a sinalizacao do receptor P2,
modulando adessensibilizacdo do receptor, alterando especificidades da resposta ou até mesmo
gerando moléculas de sinalizagdo (ADP) a partir de ATP (KUNZLI et al., 2011).

As ectonucleotidases (CD39, E-NPP, CD73) sdo enzimas que fazem a hidrdlise dos
nucleotideos extracelulares daadenina. A CD39 e a E-NPP séo responsaveis pela hidrélise dos
nucleotideos ATPe ADP, formando AMP, que sera metabolizado pelaenzima CD73 formando
Ado (ROBSON, et al.,2006). Posteriormente, a Ado é convertida pelaenzima ADA em inosina
e hipoxantinas (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008), metabolitos menos ativos e menos
toxicos. A Ado é um importante marcador inflamatério (OCHOA-CORTES et al, 2014).

A ADA e as ectonucleotidases sdo enzimas de membrana que tém a capacidade de
controlar os niveis de nucleotideos nacirculagio (MALDONADO, etal., 2012). As E-NPPs 1,
2 e 3 sd0 os subtipos capazes de hidrolisar nucleotideos (ROBSON et al., 2006), como 3’-5’-
monofosfato de adenosinaciclico (5’-AMPc) a AMP; ATP a AMP e difosfato inorganico (PPi);
ADP a AMP e fosfato inorganico (Pi); nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NAD+) a
AMP e nicotinamida mononucleotideo (ZIMMERMANN, 2001). As E-NTPDases controlam
a biodisponibilidade de ATP (CARDOSO et al., 2015). Sdo oito membros — E-NTPDases 1 —
8, que diferem entre si quanto a especificidade de substrato, distribuicéo e localizacdo tecidual
(ZIMMERMANN, 2001). Essa classe de ectoenzimas estd ancorada a membrana plasmatica
via dominios hidrofébicos com o sitio ativo voltado parao meio extracelular (ROBSON et al.,
2006). A ecto-5’-nucleotidase tem sete membros, seis citosolicos e uma ectoenzima (CD73),

que também esta ancorada a membrana plasmatica. Essa enzimagera Ado extracelular a partir
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do AMP. Na maioria dos tecidos, sua atividade € o passo limitante da velocidade de formagéao
de Adoa partir de nucleotideos de adenina (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). A ADA catalisa
a desaminacao da Ado e desoxiadenosina em inosina e desoxiinosina. Apesar de grande parte
desta enzima estar presente no meio intracelular, ela também esté localizada na superficie

celular, sendo encontrada alterada em situagGes patologicas (SPYCHALA, 2000).

2.3 SISTEMA PURINERGICO E DP

O sistema de sinalizacdo purinérgica tem um amplo papel fisioldgico e patoldgico
(FRANKE et al., 2012; BURNSTOCK; DI VIRGILIO, 2013), onde se tratando da DP, esta
presente relacionado a inflamacdo dos tecidos de sustentacdo (periodonto), como na
remodelacdo dssea, onde ocorre a transmissdo de sinais de nucleotideos extracelulares via
receptores purinérgicos da familia P2 (KIM et al., 2018).

No periodonto acometido pela DP, as vias de sinalizacdo purinérgica subjacentes as
respostas associadas com a ativacao dos receptores P2 (P2X5 e P2X7), secretam citocinas,
devido a ligagdo entre 0 ATP com esses receptores. Quando ativado, os receptores, regulam
varias funcgdes celulares, como a proliferacdo e a apoptose, onde apresentam papel crucial na
inflamacéo e remodelacao 0ssea, além disso, 0s receptores purinérgicos estdo envolvidos na
ativacdo do inflamassoma, favorecendo a secrecao de citocinas pré-inflamat6rias no ambiente
(GARTLAND etal., 2012).

Os principais processos imunologicos mediados pela sinalizacdo do receptor P2X7 de
ATP extracelular (eATP) incluem morte celular, motilidade celular, fagocitose microbiana e
processamento da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Essas respostas especificas do
hospedeiro induzidas por eATP suportam a ideia de que essa pequena moléculade sinalizacdo
derivada do hospedeiro pode ser usada para controlar ou limitar a colonizagao patogénica dos
tecidos do hospedeiro. De fato, avangos na rede de sinalizacdo purinérgica identificaram a
liberacdo de eATP apds a infec¢do como vital para a resposta imune inata a uma variedade de
patdgenos, como a P. gingivalis (BOURS et al., 2006).

O patdgeno periodontal oportunista P. gingivalis € um colonizador bem-sucedido da
mucosa oral que pode invadir e se espalhar intercelularmente no epitélio gengival humano sem
alertar o sistema imunologico para sua presenca (YILMAZ, 2008). A P. gingivalis possui uma
variedade de estratégias de evasdo imune, e a enzima nucleosideo-difosfato quinase (NDK)
parece ser um componente emergente de seu arsenal de moléculas efetoras. Dado que 0s niveis

locais de eATP participam na ativacdo de processos imunoldgicos altamente regulados para



19

limitar a infeccéo, a prevencéo das respostas iniciais do hospedeiro mediadas pore ATP parece
ser essencial para o estabelecimento de infeccbes cronicas bem-sucedidas por P. gingivalis
(HAJISHENGALLIS, 2009).

NDKs catalisam a transferéncia de ortofosfatos de trifosfatos de nucleosideos, como
ATP, para difosfatos de nucleosideos, permitindo assim controlar os pools de nucleotideos
dentro das células (SPOONER; YILMAZ, 2012). Além disso, NDKSs secretadas podem ser
usadas por bactérias persistentes intracelulares, como a P. gingivalis, para mascarar sua
presenca no sistema imunolégico do hospedeiro, eliminando eATP (COUTINHO-SILVA,;
0OJCIUS, 2012). Ao contrario de muitas outras bactérias infecciosas, a P. gingivalis pode
estimular a producdo de pro interleucina 1 beta (pro6 IL-1p) biologicamente inativa em tecidos
gengivais infectados, mas nao induz liberacgéo significativa da forma ativa secretada de IL-1p.
A secrecdo ativade IL-1B em tecido gengival infectado por P. gingivalis ocorre apenas ap6s
estimulacdocomeATP (YILMAZ, 2008). AP. gingivalis inibe a apoptose mediada pelo P2X7,
desencadeada por ATP em tecido gengival infectado, bem como a geracdo de EROs celulares
induzida por eATP. Esses estudos implicam em um papel potencialmente critico para P.
gingivalis, na modulagdo da resposta imune do hospedeiro, desencadeando a secrecdo de

citocinas inflamatdrias em individuos com DP (CHOI et al., 2013).

2.4 INFLAMACAO NA DP

Sabe-se que a inflamacdo é um evento fisioldgico frente a agressdes, sejam elas por
estresse, calor, agentes quimicos, infeccdes ou lesdes. A inflamacdo inicial no periodonto é
considerada uma defesa fisioldgica que combate os danos gerados pelos microrganismos
presentes no biofilmedental, onde inicia-seo processode cicatrizacdo, ao invés de uma resposta
patolégica. Porém quando essa agressao se torna persistente, a inflamacao pode gerar danos ao
tecido, como a sua ruptura. A DP ocorre devido a uma falha na resolucdo da inflamagéo,
resultando na inflamacdo crénica e destrutiva (KINANE, 2008). J& inflamacao inicial é a
resposta imune protetora ao biofilme, onde sdo vistos fatores de viruléncia que interagem com
0 hospedeiro, desencadeando a migracdo de células primarias de defesa e a secrecdo de
citocinas pré-inflamatorias da resposta inata, dentre elas a IL-6, IL-1e TNF-a (CEKICI et al.,
2014).

A PCR ¢é uma proteina de fase aguda, sendo conhecida como um importante marcador
inflamatorio inespecifico, porém altamente sensivel. E produzida pelas células hepaticas em

resposta a lesdes que o organismo possa ter sofrido (GOMES-FILHO et al., 2011). Infeccéo
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sistémica, trauma e hipdxia estdo associados ao aumento da producdo de PCR. Alem disso,
citocinas inflamatorias, como IL-6, IL-1e TNF-o podem desencadear a producdo de PCR pelos
hepatocitos (PANDEY, 2014).

A destruicdo periodontal resultadevidoaacgéo de varios produtos toxicos liberados pelas
bacterias patogénicas especificas, bem como da resposta do hospedeiro contra estas e seus
produtos. A resposta inflamatdria resulta em ulceracéo gengival ao redor do dente, o que pode
permitir que células bacterianas intactas ou seus produtos, incluindo lipopolissacarideos,
peptideoglicanos e enzimas hidroliticas, adentrem na circulacéo sistémica (MUSALAIAH et
al., 2014). O sistema imunoldgico reage através da liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, as
quais parecem mediar as vias locais e sistémicas de inflamac&o. A vista disso, uma resposta
inflamatoria aguda nao especifica é desencadeada, ocasionando a sintese de proteinas de fase
aguda como a PCR (CHAPPLE et al., 2013).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO

O EO é um estado de desequilibrio entre radicais livres e a degradacéo insuficiente
desses radicais por sistemas antioxidantes. As EROs sdo agentes oxidantes que podem causar
varios danos em nivel celular, de proteinase DNA (SIES, 1991; VALKO, 2007; PHAM-HUY
et al., 2008). Os antioxidantes agem como mecanismode defesa do organismo frente a agentes
oxidantes, onde buscam reparar os danos por eles causados (VALKO et al.,, 2007;
VASCONCELOS etal., 2007).

Evidéncias sugerem que o EO pode ser um agente causal tanto da inflamacéo local
(periodonto) quanto da inflamacéo sistémica. O EO, devido ao aumento de oxidantes e/ou a
diminuicdo de antioxidantes, causa danos aos componentes celulares vitais, levando a
destruicdo de tecidos devido a inativacdo de proteinas e pela peroxidacao lipidica (CEKICI et
al., 2014). A geracdo de ERO no periodonto € potencializada pela presenca de patdgenos
nocivos a ele. A DP é a associacdo entre microrganismos patogénicos e a resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro. Os LPSs e outros componentes celulares dos
microrganismos podem levar a producéo de citocinas pro-inflamatorias, ocorrendo a ativacdo
de vias de sinalizacdo, a proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator nuclear kappap (NF-x ). Ambos
podem fazertanto o recrutamento comoaativacdode célulasimunes, onde geram a liberagéo de
Erro. A AP-1 realiza o recrutamento e ativacdo de leucocitos polimorfonucleares hiper-
responsivos (PMNs), e 0 NF-k B culmina na destruigdo dos tecidos periodontais,devidoa maior

ativacdo de osteoclastos e por consequéncia 0 aumento das metaloproteinases de matriz
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(MMP). A superproducdo de peroxidos lipidicos, mediadores inflamatdrios e proteinas
oxidadas a partir da degradacdo do tecido leva ainda ao recrutamento e ativacdo de fagocitos
(DAHIYA etal., 2013).

Essas células de defesa do hospedeiro, por meio da fagocitose, induzem uma ‘explosao
oxidativa', que é caracterizada por umaumento no consumo de oxigénioe aumento da produgéo
de ERO e outros produtos metabdlicos (VO etal., 2020).

As EROs resultam na degradacgéo dos tecidos periodontais devido a sua capacidade de
oxidar moléculas, como lipidios, proteinase &cidos nucleicos, além de regular a transducéo de
sinal e a transcrigcdo de genesenvolvidos nas respostas imunoinflamatdriase morte celular. Isso
produz ainda um circulo vicioso entre a liberacdo de EROs e a degradacdo dos tecidos

periodontais por meio da cascata imunoinflamatoria (DAHIYA etal., 2013).
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo transversal, com andlise quantitativa, onde foram avaliados
parametros inflamatorios, do sistema purinérgico e do EO naDP. O estudo incluiu participantes
com e sem o diagndstico de DP, organizados em dois grupos: participantes saudaveis (N=25)
e com DP (N= 57), previamente ao inicio do tratamento cirdrgico e/ou farmacolégico. Os
participantes foram selecionados a partir de contato prévio dos pesquisadores com o Sservico
publico na atencdo primaria a satde, onde foram selecionados durante consulta odontolégica
na Unidade Basica de Saude (UBS) do municipio de Belmonte/SC, sendo a unica UBS do
municipio (Unidade Sanitaria Sede de Belmonte), seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo
abaixo descritos. O tamanho amostral foi definido por conveniéncia. A coleta de material
bioldgico e dos questionarios foram realizados no ano de 2021, durante o periodo de pandemia
da COVID-19, sendo entdo adotados todos os protocolos de seguranca vigentes na UBS.
Anteriormente a coleta das amostras bioldgicas, foi realizado contato com os participantes
(pessoalmente na UBS ou por telefone), onde foram repassadas as informacdes pertinentes ao
projeto, necessidade da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE A), e para responder as questdes de autorrelato de condigio periodontal (ANEXO
A). Dos individuos que concordaram com os objetivos da pesquisa, foram coletadas amostras
de sangue periférico e de saliva. Os participantes saudaveis (controles) foram selecionados na
UBS (pacientes em consultas de rotina). A assinatura do TCLE (APENDICE A), respostas as
questdes de autorrelato de condicdo periodontal (ANEXO A), coleta de sangue e de saliva,
ocorreram nas dependéncias da UBS. Nas amostras sanguineas foi realizada a separacao dos
linfécitos, soro e plasma. Nas amostras de linfocitos foram avaliadas a atividade enzimética de
componentes do sistema purinérgico a partir da hidrélise de ATP, ADP e AMP, e a atividade
da ADA no soro, saliva e linfocitos. Os niveis de eATP e PCR foram aferidas no soro. Nas
amostras de plasma foi avaliada a atividade da MPO. As anélises do EO (Vitamina C, TBARS
e PSH) também foram avaliadas no soro dos participantes do estudo. No sangue total (ST) foi
avaliada a atividade da SOD. As analises bioquimicas e moleculares foram realizadas nos
laboratdrios de pesquisa biologica da UFFS campus Chapecé e na Universidade do Oeste de
Santa Catarina (UNOESC), no periodo de 2021 e 2022. A partir dessas analises, foram
realizadas as comparagdes dos resultados obtidos entre os grupos e a verificacéo de alteragdes

nos sistemas biolégicos avaliados devido a presenca da DP.
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3.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao

Como critérios de incluséo:

a) Participantes voluntarios, com idade entre dezoito (18) anos completos e setenta (70)
anos, com diagnostico de DP;

b) Os participantes controles voluntarios, com idade entre dezoito (18) anos completos
e setenta (70) anos, que ndo apresentavam DP em relacdo aos participantes com a DP).

Como critérios de excluséo:

a) Participantes submetidos a tratamento periodontal nos seis meses anteriores a data
de coleta dos materiais bioldgicos;

b) Participantes que tenham recebido terapiaantibiotica/anti-inflamatdérianos seis meses
anteriores a data de coleta dos materiais biolégicos;

c) Participantes que faziam uso de medicamentos que possam desencadear efeitos
adversos no periodonto (anti-histaminicos, cortisona, horménios, nifedipina e ciclosporina);

d) Participantes gestantes, lactantes, diabéticos, fumantes, hipertensos e oncoldgicos.

3.2 AUTORRELATO DE CONDICAO PERIODONTAL

Logo ap6s a assinatura do TCLE (APENDICE A), os participantes foram submetidos a
aplicacdo de questdes de autorrelato da condigdo periodontal (ANEXO A).

A presente analise foi realizada a partir das respostas aos questionarios de autorrelato
de condicédo periodontal (ANEXO A), de Genco e colaboradores (2007). A populacio
participante incluiu 82 individuos, de ambos o0s sexos com idade entre 18 e 70 anos, que apds
consulta odontolégica responderam ao questionario, do qual foram selecionadas 14 perguntas,
todas com respostas objetivas relacionadas a satde bucal e condi¢do socioecondmica do

paciente.

3.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

A abordagem dos participantes ocorreu em sala reservada no setor de enfermagem da
UBS. Foi realizada coleta de trinta mililitros (30 ml) de sangue total divididos em tubos
vaccutainer com Acido etileno diamino tetra-acético (EDTA; isolamento de linfdcitos e de
plasma), com citrato de sodio (separagcdo do ST)) e em tubos sem anticoagulante (separagéo do

sSoro).
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A coletade sangue dos participantes foi realizadaem um tinicomomento, antes do inicio
do tratamento cirargico e/ou farmacolégico dos pacientes com periodontite. A coleta de saliva
foi realizada com Salivette® (recipiente conico com filtro absorvente), onde os participantes
foram orientados a enxaguar a boca com agua trés vezes, posteriormente, receberam o filtro
absorvente diretamente na cavidade bucal pelo coletador devidamente paramentado, a fim de
evitar contaminacaodo filtro, respeitandoum periodode trés minutos. Apds esse procedimento,
o filtro foi colocado no recipiente paraacentrifugacdo. Asamostrasde saliva foram congeladas
a -20 °C até o momento das andlises. Nos laboratorios de pesquisa bioldgica da UFFS campus
Chapec6, os materiais biologicos dos participantes foram devidamente processados e
armazenados. As amostras separadas de linfdcitos, soro, plasma e ST foram congeladas em

freezer a -80 °C para as posteriores analises.

3.3.1 Processamento e separac¢do dos componentes sanguineos

Para o isolamento de linfocitos, as amostras de sangue coletadas com EDTA foram
diluidas em volume igual de solucgéo salina. Posteriormente, a amostra diluida foi transferida
para um tubo cénico contendo Lymphoprep (Ficoll-Histopaque), seguida de centrifugacéo a
1800 rotagBes por minuto (rpm), em temperatura ambiente, por 30 minutos. Apés a
centrifugacdo, ocorre a formacéo de um gradiente de densidade. Neste, forma-se uma camada
intermediaria composta pelas células mononucleares (linfocitos e mondcitos) entre as camadas
de plasma e Ficoll. Esta nuvem de células foi cuidadosamente retirada sobre a camada superior
(plasma) e transferida para tubo conico limpo. Sobre as células foi acrescentada solucéo salina,
seguidapor centrifugacdo por 10 minutosa 1500 rpm. Em seguida, descartamos o sobrenadante
e acrescentamos solucdo salina até a lavagem das células e remocéo das plaquetas (Leal, 2005).

Para separacgdo do plasma, foi coletado ST e centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm.
O plasma vai estar no sobrenadante, sendo retirado com uma pipeta e colocado em um
eppendorf.

A separacdo de ST foi através da coletaem tubo com citrato de sodio, sendo levemente
homogeneizado e separado em aliquotas com 300 ul.

A separagdo do soro foi atraves da coleta de ST em tubo sem anticoagulante,
centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm. O soro fica no sobrenadante, foi retirado com uma

pipeta e transferido para um eppendorf.
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3.4 MARCADORES INFLAMATORIOS: DETERMINACAO SERICA DA PROTEINA C
REATIVA (PCR) E ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

As medidasde PCR foramrealizadas pelo método imunoturbidimétrico usando ultrakits
sensiveis (PCR-us - sensibilidade de 0,05 mg/dl) (DiaSys Diagnostic Systems GmbH,
Holzheim, Alemanha) (DE OLIVEIRA et al., 2017).

A atividade da MPO €é uma heme enzima produzida por mediadores inflamatdrios e
liberada a partir de leucdcitos, onde a mesma € capaz de atuar na ativacdo de neutréfilos e
linfocitos. A MPO catalisa a reagdo de ions de cloreto com H202 para gerar grandes
quantidades de acido hipocloroso (HOCI), uma espécie reativa de oxigénio que reage ainda
mais para gerar oxigénio singleto e radical hidroxil (SUZUKI et al., 1983). Na presenca de
H202 como agente oxidante, a MPO catalisa o acoplamento oxidativo de fenol e AAP
originando um produto colorido, a quinoneimina, com umaabsorbanciaméximade 512nm. Os

resultados foram expressos em uM de quinoneimina produzido em 30 min (uMq/30min).

3.5 ENSAIOS ENZIMATICOS E DOS NiVEIS SERICOS DE ATP

A atividade das enzimas do sistema purinérgico foi verificada nos linfécitos (CD39,
CD73, ADA), no soro (ADA) e na saliva (ADA) dos participantes com a DP e controles. A
atividade das enzimas CD39 e CD73 foi determinada como previamente descrito por LEAL
(2005). A atividade da enzima ADA nos linfécitos foi determinada de acordo com o protocolo
ja descrito por GIUSTI e GALANTI (1984).

A atividade da ADA na saliva e soro foi determinada por kit comercial (Ebram Prod
ucts Laboratory Ltda.®, SP, Brasil) de acordo com a desaminacédo da Ado em inosina por via
cinética. Os valores foram expressos em UI(CHIELLE et al., 2015).

A analise quantitativa de ATP circulante foi realizada utilizando o ATP Determination
Kit (Invitrogen®) por ensaio de bioluminescéncia com luciferase de vaga-lume recombinante
e seu substrato D-luciferina, no soro de pacientes com DP e dos individuos saudaveis. O ensaio
é baseado no requisito da luciferase para ATP na producao de luz (emissdo maxima ~ 560 nM
em pH 7,8 (KARAMOHAMED; GUIDOTTI, 2001). Foi realizada a solugéo de reac¢ao padréo
e ajustado os volumes de acordo com os requisitos especificos. Apds 15 minutos de incubacéo,

a luminescéncia foi medida pelo Varioskan e representada como nM.
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3.6 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Foi determinada a atividade da enzima SOD no ST dos individuos com DP e controles;
0s grupamentos SH, TBARS e quantificacdo de EROs no soro de individuos com DP e
controles; a dosagem de Vitamina C no plasma de individuos com DP e controles.

A atividade da SOD foi efetuada pelo sistema de detecgdo adrenalina-adenocromo de
acordo com o descrito por MC CORD e FRIDOVICH (1969) A determinacdo dos
grupamentos SH proteicos foi realizada segundo o método descrito por ELLMAN (1959). Os
niveis de TBARS foram determinadas através do método de JENTZSCH et al. (1996)
modificado. A dosagem da Vitamina C foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
JACQUES-SILVA (2001). A quantificacdo de EROs foi realizada de acordo com o método de
ALI, LEBEL e BONDY (1992).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

A anélise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 9.0 (San Diego, CA,
EUA). O teste de Shapiro-Wilk testou a normalidade. Outliers foram excluidos usando o teste
de Grubbs. Sobre as variaveis do estudo, as diferencas entre pacientes com DP e individuos
controle foram avaliadas pelo teste t de Student e teste de Mann-Whitney para dados ndo
paramétricos. Os resultados foram apresentados como meédia e desvio padrdo. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicdo da
hipotese de nulidade foi menor que 5% (p<0,05).

Para anélise estatistica do questionario de autorrelato de condicdo periodontal, ap6s a
tabulacdo dos dados, foram aplicados o teste t de student para as variaveis discretas; e Qui-
quadrado para as variaveis qualitativas, utilizando a ferramenta Epi Info. Para a realiza¢éo dos
calculos foram estabelecidas respostas de referéncia, sendo entdo comparadas com as demais

respostas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3.8 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados foram submetidos & avaliacio pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da UFFS, de acordo com as normas da Resolu¢do 466/12 do Conselho
Nacional de Saude sobre Pesquisa envolvendo seres humanos, onde foi aprovado, sob o

Numero do Parecer: 4.662.702. Para participar do estudo, os individuos selecionados tiveram



27

que concordar com o exposto no TCLE (APENDICE A), fornecido pelos pesquisadores. Todos
os participantes da pesquisa foram advertidos acerca dos riscos e beneficios trazidos pela sua
participacdo e pelos procedimentos de coleta de materiais bioldgicos, sendo que dados pessoais
foram mantidos em sigilo e cada participante foi identificado por um numero distinto. Durante
0 desenvolvimento da pesquisa, que compreende 0s anos de 2021, 2022 e 2023, o material
coletado ficard em posse da pesquisadora responsavel e estd sendo mantido em armério com
cadeado, na sala da pesquisadora, nas dependéncias da UFFS campus Chapecd, ou em freezer
no laboratorio de pesquisa nas dependéncias da UFFS campus Chapecd, o qual apenas os
pesquisadores envolvidos tém acesso. Apos o periodo de cinco anos, os arquivos (fisicos ou
digitais) serdo destruidos, arquivos fisicos serdo picotados e/ou queimados, arquivos digitais

serdo deletados, materiais bioldgicos adequadamente descartados.



28

4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Um total de 82 participantes foram incluidos no estudo, sendo 25 participantes no grupo
controle (sem DP) e 57 pacientes com DP, destes, 25 participantes com gengivite e 32 com
periodontite. Quanto ao sexo: dos participantes no grupo controle, 17 eram do sexo feminino
(68%) e 8 do sexo masculino (32%); no grupo com DP, 31 eram do sexo feminino (54%) e 26
do sexo masculino (45%).

No grupo controle ndo houve sangramento gengival ou presenca de bolsas periodontais
durante a sondagem, sendo conferido em mais de um sitio (diversas faces dentais e em
diferentes elementos dentais). Em participantes com gengivite, houve sangramento gengival
durante a sondagem, porém ndo apresentaram bolsas periodontais. Em participantes com
periodontite, houve sangramento gengival e presenca de bolsa periodontal com perda de
insercdo clinica de 3 mm ou maior. Em todos os participantes foram realizadas varias
sondagens, para descartar DP localizada (somente em um elemento dentario), seguindo a
classificagédo de DP da AAP (1999).

4.2 PARAMETROS DO SISTEMA PURINERGICO

Em linfocitos (Figura 1A, B, C) a hidrélise de ATP, ADP e AMP foi diminuida em
participantes com DP, em comparagdo com o grupo controle, apresentando diferenca
estatisticamente significativa em todas as analises apontadas acima, sendo que os valores
encontrados para cada grupo foi de: hidrolise de ATP na Figura 1A (106,8 + 36,58 nmol
Pi/min/mg no grupo controle e 67,39 £ 21,52 nmol Pi/min/mg no grupo com DP) com valor de
p <0,0001; hidrdlise de ADP na Figura 1B (99,06 £ 30,19 nmol Pi/min/mg no grupo controle
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e 80,71 £ 25,28 nmol Pi/min/mg no grupo com DP) com valor de p <0,05; e hidrolise de AMP
naFigura 1C (104,7 £50,03 nmol Pi/min/mgno grupo controlee 72,79+ 32,44 nmol Pi/min/mg
no grupo com DP) com valor de p < 0,01. Os valores foram apresentados pela média e desvio
padrdo. N= 82 participantes, sendo 25 participantes no grupo controle e 57 participantes no

grupo com DP.

Figura 1: Hidrélise de ATP, ADP e AMP em linfécitos
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Hidrélise de ATP, ADP e AMP em linfécitos de individuos controle e com DP. A atividade de CD39 foi medida
pela hidrolise de ATP e ADP, enquanto a atividade de CD73 foi medida pela hidrélise de AMP. Analise
estatistica: Teste t de Student. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. N=82.
A/B/CHouve reducao significativa na hidrélise de ATP, ADP e AMP em linfdcitos de individuos com DP,

guando comparados com participantes controle;
*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

A Figura 2 ilustra a atividade da ADA na saliva, linfocitos e soro, de participantes
controle e com DP. A ADA na saliva e soro (Figura 2A e 2B, respectivamente) demonstrou
aumento significativo nasuaatividade no grupo com DPem compara¢do com o grupo controle.
Em linfécitos (Figura 2C) ndo houve diferenca estatisticamente significativa quanto a atividade
da ADA, sendo que os valores encontrados para cada grupo foram de: saliva (1,804 +0,6405
U/L no grupo controle e 4,812 +2,265 U/L no grupo com DP) com valor de p < 0,0001; soro
(4,311 £2,265 U/L no grupo controle e 5,732 £ 1,890 U/L no grupo com DP) com valor de p
< 0,05; e linfocitos (64,47 25,52 U/L no grupo controle e 65,38 + 27,85 U/L no grupo com
DP), com valorde p <0,8946. Os valores foram apresentados pela média e desvio padrdo. N=

82 participantes, sendo 25 participantes no grupo controle e 57 participantes no grupo com DP.

Figura 2: Atividade da ADA na saliva, soro e linfgcitos
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Atividade da ADA na saliva (A), soro (B) e linfécitos (C) de individuos controle e com DP. Os resultados foram
expressos em unidades por litro (U/L). Analise estatistica: Teste t de Student. Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. N=82.

A/B- A atividade da ADA apresentou aumento significativona saliva e soro no grupo da DP em comparacao
com o grupo controle.

C- Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na atividadeda ADAem linfécitos. Valor de p <0,8946.
*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

Para confirmar as alteragbes nos niveis de eATP, este foi quantificado por
bioluminescéncia no microambiente extracelular. A Figura 3 mostra que altos niveis de eATP
foram observados em pacientes com DP em comparagdo com o grupo controle, com diferenga
estatistica entre 0s grupos, sendo que os valores encontrados para cada grupo foram de: 4438
+1768 nM no grupo controle e 13141 + 6785 nM no grupo com DP, com valor de p < 0,0001.
Os valores foram apresentados pela média e desvio padrdo. N= 82 participantes, sendo 25

participantes no grupo controle e 57 participantes no grupo com DP.
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Figura 3: Niveis extracelulares de ATP
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Niveis extracelulares de ATP em individuos controle e pacientes com DP. Os dados foramexpressos em nM de
ATP no soro, com aumentosignificativo doe ATP em individuos com DP, quando comparados com individuos
do grupo controle. Andlise estatistica: Teste t de Student. Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. N=82.

* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

4.3 PROTEINA C REATIVA-ULTRASSENSIVEL (PCR)

Quando a concentragdo serica de PCR foi comparada entre o grupo controle e DP, foi
verificada diferenca estatisticamente significativa (Figura 4). Individuos com DP apresentaram
concentragdes de PCR maiores do que individuos controle, sendo que os valores encontrados
para cada grupo foram de: 0,03935 + 0,01452 mg/dL no grupo controle e 0,1578 + 0,1331
mg/dL no grupo com DP, com valor de p <0,001. Os valores foram apresentados pela média e
desvio padrdo. N=65 participantes, sendo 21 participantes no grupo controle e 44 participantes
no grupo com DP.
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Figura 4: Concentracdo sérica de PCR
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Concentracéosérica de PCR. Aumentosignificativo de PCRem individuos com DP, quando comparados com
individuos do grupo controle. Anélise estatistica: Teste de Mann-Whitney. Valores de p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. N=65.

*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

A andlise realizada avaliando os niveis séricos da MPO ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, sendo que os valores encontrados para cada um
foide: 2,842 + 0,8377 uMq/30min no grupo controle e 2,472 + 0,9818 uMg/30min no grupo
com DP, com valorde p <0,0977. Os valores foram apresentados pela média e desvio padréo,
e estes podem ser observados na Figura 5. N=82 participantes, sendo 25 participantes no grupo

controle e 57 participantes no grupo com DP.

Figura 5: Atividade da MPO
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Atividade da MPO. N&do houve diferenca estatisticamente significativa. Analise estatistica: Teste t de Student.
Valorde p <0,0977. N=82.
* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

4.4 PARAMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO
4.4.1 Antioxidantes

A quantificacdo dos niveis plasméaticos de PSH ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos controle e DP, sendo que os valores encontrados
paracadagrupo foramde: 4,579 +1,282 |.lmol/mL no grupo controle e 4,482+1,006 -lmol/mL

nogrupo com DP, comvalorde p< 0,7086. Osvalores foramapresentados pelameédiae desvio

padrdo, e estes podem ser observados na Figura 6. N=82 participantes, sendo 25 participantes
no grupo controle e 57 participantes no grupo com DP.

Figura 6: Niveis séricos de PSH
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Niveis séricos de PSH. Os dados foram expressos em pmol/mL. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Analise estatistica: Teste t de Student. p<0,7086. N=82.
*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

A concentragdo de Vitamina C no soro dos individuos do grupo com DP evidenciou
uma diminuigdo significativa quando comparados aos individuos do grupo controle. Sendo que
0s valores encontrados para cada grupo foram de: 59,67 £ 11,66 ug/dL no grupo controle e
53,39, £12,11 ug/dL no grupo com DP, com valor de p <0,05. Os valores foram apresentados
pela média e desvio padréo, e estes podem ser observados na Figura 7. N= 75 participantes,
sendo 25 participantes no grupo controle e 50 participantes no grupo com DP.
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Figura 7: Niveis séricos de Vitamina C
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Niveisséricos de Vitamina C. Houvediminuicdo significativa de Vitamina C em individuos com DP, quando
comparados com individuos do grupo controle. Andlise estatistica: Teste t de Student. Valores dep <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. N=75.

* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

Referente aatividade daenzima SOD no ST dos individuos participantes doestudo, demonstrou
umadiminuicao estatisticamente significativaem individuos com DP, quando comparados com
individuos do grupo controle, sendo que os valores encontrados para cada grupo foram de:
76,77 £36,45 mg/mL no grupo controle e 28,31 + 12,47 mg/mL no grupo com DP, com valor
de p < 0,0001. Os valores foram apresentados pela media e desvio padréo, e estes podem ser
observados na Figura 8. N= 82 participantes, sendo 25 participantes no grupo controle e 57

participantes no grupo com DP.
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Figura 8: Atividade da SOD
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Atividade da SOD. Os dados foram expressos em mg/mL. Houve diminuigdo da atividade da SOD em
individuos com DP, quando comparados com individuos do grupo controle Analise estatistica: Teste t de
Student. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. N=82.

*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

4.4.2 Marcadores de Danos Oxidativos

Os niveis séricos de TBARS estdo demonstrados na Figura 9, onde apresentou aumento
estatisticamente significativo em individuos com DP em relacdo aos controles, sendo que 0s
valores encontrados paracada grupo foramde 13,40 £ 4,752 nmol MDA/mL no grupo controle
e 33,47 £20,07 nmol MDA/mL no grupo com DP, com valor de p <0,0001. Os valores foram
apresentados pela média e desvio padrdo. N=82 participantes, sendo 25 participantes no grupo

controle e 57 participantes no grupo com DP.
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Figura 9: Niveis séricos de TBARS
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Niveisséricos de TBARS. Osdados foram expressos em nmol MDA/mL. Houve aumento estatisticamente
significativo nos niveis séricos de TBARS em individuos com DP quando comparados com individuos do grupo
controle. Andlise estatistica: Teste t de Student. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. N=82.
*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

Os niveis séricos de EROs estdo demonstrados na Figura 10, com aumento
estatisticamente significativo em individuos com DP, sendo que os valores encontrados para
cada grupo foram de: 47,05+ 15,01 U DCFH/mg de proteina no grupo controle e 64,18 + 32,43
U DCFH/mg de proteina no grupo com DP, com valor de p < 0,05. Os valores foram
apresentados pela média e desvio padrdo. N=82 participantes, sendo 25 participantes no grupo

controle e 57 participantes no grupo com DP.
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Figura 10: Niveis séricos de EROs
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Niveis séricos de EROs. Os dados foram expressos em U DCFH/mg. Houve aumento estatisticamente
significativo nos niveis séricos de EROs em individuos com DP quando comparados com individuos do grupo
controle. Andlise estatistica: Teste t de Student. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significantes. N=82.
*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

4.5 QUESTIONARIO DE AUTORRELATO DE CONDICAO PERIODONTAL

A médiadeidade dos 82 participantesfoi 43 + 15,09 anos, sendo que os individuos com
DP possuem média de idade maior (52 + 13,46 anos) em relacdo aos individuos controle (34 +
13,84 ano); p=0,0001. Referente ao sexo, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos;
p=0,1952.

Em relagdo as visitas regulares ao consultério odontolégico (minimo 1x/ano), houve
uma distribuicéo irregular dos participantes dos diferentes grupos (p=0,0001), onde no grupo
controle, todos (100%) frequentam o dentista regularmente, e no grupo com DP, somente
(54,4%) relataram frequentar regularmente o consultério odontolégico. Alem da néo
regularidade, o espaco de tempo em relacdo a Gltima visita ao dentista apresentou-se um fator
relevante, onde 13 (22,8%) individuos com DP relataram ficar mais de 3 anos sem realizar
consultas odontoldgicas, ja no grupo controle, ninguém respondeu ficar mais de 3 anos sem
realizar consultas odontolégicas (p=0,0013).

Individuos que tiveram algum dente extraido também mostraram relacdo com a

frequéncia de DP na populacdoestudada. Dos 53 participantes que informaramter sofrido perda
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de dentes naturais, 44 (83,01%) estavam alocados no grupo com DP, e apenas 9 (16,98%) eram
do grupo controle (p=0,0003).

Outro parametro de relevancia é a relacdo entre escovacdo e o desenvolvimento da DP,
em que 59,64% dos participantes do grupo com DP ndo escovam os dentes mais que duas vezes
por dia, em contrapartida os individuos controle, somente 8% responderam que néo escovam
os dentes duas vezes ou mais por dia (p=0,0004). O ndo uso de fio dental também apresentou
relacdo. Dos 17 participantes que destacaram nunca ter utilizado fio dental, 16 (94,11%)
apresentavam DP (p= 0,0001). Por outro lado, 18 (69,92%) de 26 participantes que relataram
fazer uso do fio dental todos os dias estdo no grupo controle.

Sangramento gengival também se relacionou com a presencada DP. No grupo controle,
somente 4 (16%) individuos relataramter tido algum tipo de sangramento gengival, e 21(84%)
individuos referem nunca ter percebido algum tipo de sangramento gengival. J& no grupo com
DP, 40 (70,17%) individuos relataram ter tipo sangramento gengival em algum momento e
somente 17 (29,82%) relataram ndo ter tido sangramento gengival (p<0,001).

Por fim, referente a escolaridade, percebeu-se relacdo entre baixa escolaridade e o
desenvolvimento de DP. Dentre os 15 (26,3%) participantes que apresentavam ensino
fundamental incompleto, todos apresentavam DP. Em contraponto, 0 grupo controle apresentou
maior nivel de escolaridade, onde maior parte dos participantes do respectivo grupo,

responderam que possuem ensino superior incompleto ou completo (26,4%) (p=0,0002).

Tabela 1. Questionario de autorrelato de condicdo periodontal

Distribuicdo da populacdo do estudo por itens autorrelatados (N=82)

3 Total de Categorias

Variavel participantes | controle pelrjiooedr:)gr?tal D
NUmero de participantes 82 (100) 25 (30,5%) (695,;%) -
1. Idade (anos, média 1C 95%) 43 (39 -46) |34 (29-38)|52 (47 -57)| 0,0001
2.Sexo
Feminino | 47 (57,3%) |17 (20,7%)| 30 (36,6%) | 0,1952
Masculino 35 (42,7%) | 8(9,8%) | 27(32,9%)
4. Vocé vai ao dentista regularmente? (pelo menos
1x/ano)
Nao ‘ 25 (30,9%) ] 0 | 26(45,6%) | <0,0001
Sim 57 (69,1%) |25 (100%)| 31 (54,4%)
5. Quando foi sua ultima visita ao dentista? 0,0013




Entre 6 mesese 1 ano
1 a3 anos
Mais que 3 anos

N&o lembra/respondeu

57(69,5%)
8 (9,8%)
13 (15,8%)
4 (4,9%)

25 (100%)
0
0
0

32 (56,1%)
| 8 (14,0%)
| 13 (22,8%)
| 4 (7,1%)

40

6. Vocé teve algum dente extraido?

Entre 6 meses e 1 ano

10 (12,2%)

| 5(20,0%) | 5 (8,8%)

1 ano atras

17 (20,7%)

| 7 (28,0%) | 10 (17,5%)

1a3anos | 10 (12,2%) |4(l6,0%)| 6 (10,5%) |0,0027
Mais que 3 anos | 35 (42,7%) |3 (12,0%) | 32 (56,1%)
N&o lembra/respondeu | 27 (32,9%) |l3 (52,0%)| 14 (24,6%)
7.Vocé ja fez tratamento gengival? | | |
N&o | 69 (84,1%) |23 (92,0%)| 46 (80,7%)
0,3816
Sim ‘ 11 (13,4%) ]2 (18,0%)| 9 (15,8%)
N&o respondeu | 2 (2,4%) | 0 | 2 (3,5%)
8. Vocé ja fez cirurgia gengival? | | |
N3o | 77 (93,9%) |24 (96,0%)| 53 (92,9%) 0 6356
635
Sim | 3 (3,7%) | 1 (4,0%) | 2 (3,5%)
No respondeu | 2 (2,4%) | 0 | 2 (3,5%)
9. Qual frequéncia vocé escova os dentes? ‘ ’ |
N&o todo dia | 10 (12,2%) | 0 | 10 (17,5%)
Uma vez ao dia | 10 (12,2%) | 0 | 10 (17,5%)
0,0004
Duas vezes ao dia | 16 (19,5%) | 2 (8,0%) |14 (24,6%)
Mais que duas vezes ao dia | 45 (54,9%) |23 (92,0%)| 22 (38,6%)
N&o respondeu | 1(1,2%) | 0 | 1(1,8%)
10. Qual frequéncia vocé usa fio dental? | | |
Até uma vez por semana | 23(28,1%) | 1(4,0%) | 22 (38,6%)
Mais que uma vez por semana | 16(19,5%) |5(20,0%) | 11 (19,3%) | <0,0001
Todo dia | 26(31,7%) |18(72,0%)| 8 (14,0%)
Nunca/N&o respondeu | 17(20,7%) | 1(4,0%) |16 (28,1%)
11. Vocé perdeu algum dos seus dentes naturais? | | |
N30 ‘ 27 (32,9%) ’16 (64,0%)| 11 (19,3%)
0,0003
Sim | 53 (64,6%) |9 (36,0%) | 44 (77,2%)
Nunca/N&o respondeu | 2 (2,4%) | 0 | 2 (3,5%)
12. Gengivas feridas ou inchadas? | | |
3 meses atras | 7 (8,5%) | 1(4,0%) | 6 (10,5%) 0000
| -

Sim

20 (24,4%)

0

| 20 (35,1%)
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Ensino médio completo
Ensino superior incompleto
Ensino superior completo

N&o estudei/N&ao respondeu

16 (19,5%) | 3 (12,0%) | 12 (21,1%)
10 (12,2%) | 7 (28,0%) | 3 (5,3%)
26 (31,7%) |14 (56,0%)| 12 (21,1%)

0

N&o | 27 (33,0%) |17(68,0%) 10 (17,5%)
Nunca/Nao respondeu | 11(13,4%) | 0 | 11 (19,3%)
13. Gengivas sangrando? | | |
3 meses atras | 6 (7,3%) | 0 | 6 (10,5%)
1 ano atras | 13 (15,9%) |4(16,0%)| 9 (15,8%) 00001
Sim | 25 (30,5%) | 0 |25 43,9%) |
N&o | 29 (35,4%) |21(84,0%)| 8 (14,0%)
Nunca/Nao respondeu | 9 (10,9%) | 0 | 9 (15,8%)
14. Escolaridade? | | |
Ensino fundamental incompleto | 15 (18,3%) | 0 |15 (26,3%)
Ensino Fundamental completo | 6 (7,3%) | 1(4,0%) | 6 (10,5%)
Ensino médio incompleto | 5 (6,1%) | 0 | 5 (8,8%) 0.0002
| ,
|
|
|

4 (4,9%) |

| 4 (7,0%)

Legenda: #, valores de referéncia para as analises de Qui-quadrado.
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5 DISCUSSAO

H& pesquisas substanciais dedicadas a compreensdo da fisiopatologia da DP. Porém,
estudos buscando desvendar e compreender as vias de sinalizagao celular e sua associacdo com
0 sistema imunolégico merecem mais atencdo. Baseando-se nisso, o presente estudo buscou
compreender a associacdo do sistema purinérgico, EO e da inflamacdo, tanto no periodonto
quanto seu impacto sisttmico em individuos com DP.

Componentes do sistema purinérgico, as enzimas CD39, CD73 e a ADA sao as
principais metabolizadoras de nucleotideos, participando da regulacdo da inflamacgédo e do
sistema imunoldgico. Devido a capacidade dessas enzimas de converter ATP em Ado, elas sdo
capazes de mover as celulas imunologicas de um estado pré-inflamatério para um estado anti-
inflamatdrio. Dependendo do contexto fisiopatoldégico em que estdo inseridas, essas enzimas
podem modular o significado de vérias doencas, incluindo a DP (LEE et al., 2020).

Os resultados obtidos em nosso estudo indicam uma reducéo significativana hidrélise
de nucleotideos realizada pelas enzimas CD39 e CD73 em linfdcitos de pacientes com DP, em
comparagdo com linfécitos de individuos controle (Figura 1). Além disso, foram observados
altos niveis de eATP em pacientes com DP, em comparacdo com individuos controle (Figura
3), desempenhando um papel pré-inflamatorio, atuando como um padrdo molecular associado
ao dano (DAMP), frente asinjurias geradas pela P. gingivalis. O organismo humano reconhece
uma variedade de moléculas exdgenas como sinais de perigo, referidos como DAMPs. O eATP
estd entre as moléculas que séo liberadas pelo dano celular, e evidéncias mostram que 0 mesmo
pode atuar como um DAMP durante estimulos inflamatdrios. O ATP no ambiente extracelular
pode gerar uma ativacdo descontrolada do sistema imunolégico (BURNSTOCK; KNIGHT,
2018), desencadeando uma cascata de citocinas, caracterizada pela liberacdo exacerbada de
mediadores inflamatérios, incluindo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e INF-y (LEE;
YILMAZ, 2018).

Estudo realizado por LEE e colaboradores (2020) demonstrou que a enzima CD73
apresenta-se diminuidaem linfocitos de pacientes contaminadoscom a P. gingivalis in vitro,
onde também apresentaram expressao significativamente maior de citocinas pré-inflamatérias
e respostas anti-inflamatorias reduzidas, levando a compreensdo de que a CD73, estando
diminuida, ocorre a regulacdo negativa da inflamacéo, e 0 ambiente se torna pro-inflamatorio.
Esses dados corroboram nossos resultados, visto que em individuos com DP ocorreu a
diminuicdo da atividade da CD73, resultando em um maior nivel de inflamagé&o no hospedeiro,

também demonstrado pelos resultados da anélise da PCR, onde encontramos maiores niveis de
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PCR em individuos com DP em comparacéo ao grupo controle (Figura 4). Os resultados da
PCR serdo melhor discutidos adiante.

A Figura 2 ilustra a atividade da ADA na saliva, linfécitos e soro, de participantes
controlee com DP, a fim de demonstrar sua atividade local e sisttmica. A ADA nasaliva e soro
apresentou aumento significativo na sua atividade em individuos com DP na comparagdo com
0 grupo controle. Em linfécitos ndo houve diferenca estatisticamente significativa quanto a
atividade da ADA. Sendo assim, esses resultados sugerem sinalizacdo anti-inflamatéria
(diminuicdo da quantidade de Ado extracelular) local e sisttmica em individuos com DP.

A via da Ado é um mecanismo poderoso na protecdo de lesdes aos tecidos humanos,
além da regulacdo da resposta inflamatdria (DIKENSOY etal., 2002). A ADA é uma enzima
que hidrolisa a Ado em inosina, sendo que ela busca inibir a producdo de citocinas
inflamatdrias, como TNF-a, IL-1 e IL-12 (AHMADI, M. et al., 2017).

Em um ambiente inflamado, os niveis elevados de ADA aumentam a quantidade de
inosina, tentando inibir a cascata de citocinas inflamatdrias, atuando como um mecanismo anti-
inflamatdrio na DP. Ha evidéncias limitadas de niveis aumentados ou diminuidos de ADA na
DP (SARHAT et al., 2018).

Em um estudo conduzido por Aydinyurt (2019), osniveis de ADA foram avaliados em
pacientes fumantes com gengivite e periodontite, e foi observado um amento significativo em
seus niveis em participantescom DP. No estudo de Sarhat e colaboradores (2018), os niveis de
ADA na saliva em pacientes com DP foram maiores em pacientes diabéticos e com
periodontite, do que em individuos diabéticos, mas com periodonto saudavel. Ainda, esse
estudo demonstrou a atividade sérica da ADA aumentada em pacientes diabéticos com DP,
corroborando com nosso estudo, que demonstrou aumento da ADA na saliva e soro de
individuos com DP, revelando seu efeito sobre a inflamacéo local e sistémica. Até onde
sabemos, 0 nosso estudo € o primeiro a avaliar a alteracdo dos niveis de ADA em pacientes
com DP sem outras condicdes de doencas prévias que pudessem modular a atividade da ADA,
tanto local como sistémica (cigarro, diabetes, hipertensao e artrite reumatoide).

A PCR é um importante marcador de inflamacéo, sendo produzida pelo figado como
resultado de varios tipos de lesdes, incluindo doencas infecciosas. Mediadores inflamatorios
decorrentes da DP podem estimular os hepatécitos a produzirem PCR, entre elesa IL-1, IL-6 e
0 TNF-a (PARASKEVAS; HUIZINGA; LOOS, 2008). Nesse sentido, a infeccédo periodontal
pode levar a uma inflamac&o sistémica, com aumento significativo dos niveis séricos da PCR.

Nossos resultados mostram que os individuos com DP apresentaram maiores

concentragdes de PCR em relacdo aos individuos controle (Figura 4). Torrungruang (2019),
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também demonstrou que os niveis de PCR aumentam com a gravidade da DP. Outros trabalhos
mostram que casos de periodontite cronica estdo associados a niveis mais elevados de PCR
(BOLLA et al.,, 2017; CHANDY et al., 2017; RAMICH et al., 2018). Esses resultados
relacionam a DP com uma maior producédo desse marcador inflamatdrio em niveis sistémicos
em individuo acometidos pela DP, corroborando com os achados de Esteves (2020).

Jaem outro estudo foiavaliado a MPO em amostras in vitro, um importante componente
da defesa inata do hospedeiro, conhecido pela sua potente atividade antimicrobiana, onde
apresentou um aumento dos seus niveis séricos em camundongos com periodontite induzida
por ligadura (YAMALIK et al., 2000), diferente do nosso estudo, onde a MPO (Figura 5) nédo
apresentou diferenca estatistica nos niveis séricos dos individuos com DP em relacdo aos
controles, porémessa divergéncia pode serexplicada pela diferencaentre asespécies avaliadas.

Até 0o momento ha poucosestudos avaliando o efeito do desequilibrio na atividade dos
antioxidantes e oxidantes em individuos com DP e suas alterag6es sistémicas. Emboraa DP
seja desencadeada por placa bacteriana (biofilme), a maior parte da destruicdo dos tecidos
parece ser mediada pela resposta anormal do hospedeiro as bactérias especificas e seus
produtos. Essa resposta é caracterizada por inflamag&o exagerada envolvendo a liberacao de
enzimas proteoliticas e por EROs (DURSUN et al., 2016).

A validacédo de que umadoencabucal seria capazde alterar niveis de marcadores séricos
de um individuo demonstraria a repercussdo sistémica desta doenca ou condigdo (NIBALI;
DONOS, 2013), abrindo-se um grande e inexplorado campo de investigacdo (TAYLOR,;
PRESHAW, 2016). Em nosso estudo foram avaliados os niveis séricos dos individuos controle
e com DP de marcadores do EO, e os resultados mostram niveis de antioxidantes diminuidos
(Vitamina C e SOD; Figuras 7 e 8, respectivamente) e de oxidantes aumentados (TBARS e
EROs; Figuras 9 e 10, respectivamente) em individuos com DP, em relacao aos individuos do
grupo controle.

Estudos indicaram que o excesso de EROs e a deplecdo dos niveis de antioxidantes no
fluido crevicular gengival (CHAPPLE; MILWARD; DIETRICH, 2007; KONOPKA et al.,
2007; TSAl etal.,2005) sdo responsaveis pelaativacdo local crénica da inflamacao periodontal
e destruigdo tecidual. O recrutamento de neutrdfilos no tecido gengival e a liberagdo de enzimas
proteoliticas e EROs, sdo hoje considerados os dois principais aspectos da resposta do
hospedeiro a estimulacdo do antigeno bacteriano em individuos susceptiveis a periodontite.
Devido a percepcdo de que o EO estéd intimamente ligado aos danos ao periodonto, alguns
autores iniciaram suas pesquisas para investigar se esse processo também pode resultar em uma

resposta inflamatdria sisttmica (MATTHEWS et al., 2007). Evidéncias adicionais de modelos
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animais confirmam niveis mais altos de peroxidacdo lipidica, peroxidos de hidrogénio e dano
oxidativo ao DNA com periodontite experimental (YAMAMOTO et al., 2010).

Estudos anteriores também demonstraram que os niveis e o potencial antioxidante sdo
reduzidos tanto na gengiva quanto no soro de individuos com periodontite (CHAPPLE;
MATTHEWS, 2007; KONOPKA et al., 2007). Isso foi replicado em modelos experimentais
de DP, demonstrando uma reducdo na Vitamina C (SANBE et al., 2009) e diminuigéo geral das
defesas oxidativas gengivais (TOMOFUJI et al., 2006), corroborando com os achados do
presente estudo, ondeo nivel sérico da Vitamina C, um importante antioxidante, esta diminuido
em individuos que apresentam DP (Figura 7).

Li e colaboradores (2019) avaliaram niveis de SOD e EROs em individuos saudaveis e
com DP, onde encontraram resultados semelhantes ao nosso estudo, onde a SOD (Figura 8)
estava diminuida nos individuos com DP, e as EROs (Figura 10) aumentadas, indicando que os
individuos com DP estavam sob EO.

O conjunto de varidveis avaliadas no questionario de autorrelato de condicdo
periodontal parece ser uma boa estratégia para identificacdo da DP em pesquisas
epidemioldgicas. Os resultados do nosso estudo apontam possiveis desencadeantes da DP
(Tabela 1), como ndo utilizar fio dental, ndo escovar os dentes todos os dias e nédo realizar
consulta com dentista regularmente (pelo menos umaconsulta a cada 6 meses). Em seu estudo,
Eke (2016) avaliou adultos com 65 anos ou mais, onde participantes que ndo faziam uso do fio
dental também foram mais frequentes no grupo com DP quando comparados ao grupo controle.
Ainda, em seu estudo Eke (2016) pode demonstrar que o grau de escolaridade também
apresentou associa¢do com a DP, onde participantescom menor grau de escolaridade pertencem
ao grupo com DP. Em estudo realizado por MACANEIRO e colaboradores (2015), os
resultados foram semelhantes aos nosso, onde pacientes com DP apresentavam menor nivel de
escolaridade comparado com pacientes sem a doencga.

Héabitos de higiene bucal, como o uso de fio dental e escovacdo dentéria executadas de
maneira correta, sdo as principais ferramentas para o controle de patologias bucais, incluindo a
DP, visto que é através desses mecanismos de limpeza, que ocorre a remocao de grande parte
daplacabacteriana, responsavel pelo desencadeamentode afec¢des bucais. Consultas regulares
ao dentista, também sdo de suma importancia, uma vez que, a placa bacteriana quando
calcificada, jando € mais possivel serremovidaduranteaescovagdo ou como uso do fio dental,
sendo necessario realizar limpeza mecanica com instrumentos odontoldgicos que possibilitem

a sua retirada.
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O grau de escolaridade é um fator predisponente a DP, onde individuos que néo foram
inseridos no meio escolar, muitas vezes ndo receberam informacg6es de qualidade e nem
estimulos ao desenvolvimento de habitos saudaveis, incluindo a higiene bucal. Neste sentido,
destaca-se o papel dos cirurgides-dentistas (CDs), principalmente aqueles inseridos no sistema
publico, que devem ser mediadores de conhecimento, transmitindo de maneiraclara e objetiva
as informacdes necessarias para a mobilizagdo e conscientizacdo da populagdo, visto que o CD
esté inserido em politicas publicas de salde na escola e no atendimento da populagéo em geral.

Diante dos resultados do presente estudo, € importante salientar suas limitacdes e
perspectivas futuras. A pesquisa supracitada € pioneira em algumas andlises envolvendo o
sistema purinérgico e EO, sendo assim, primeiramente buscou desvendar se tais mecanismos
possam ter acdo na DP. Ainda, uma importante analise estd sendo realizada, o perfil de
expressdo de citocinas pro e anti inflamatdrias (por citometria de fluxo com o kit comercial
Cytometric Bead Array, BD), onde a mesma terd um valioso papel em demonstrar se ocorre ou
ndo uma cascata de citocinas com perfil inflamatério envolvendo individuos com a DP, e sua
relacdo com os parametros do sistema purinergico avaliados. Esses dados serdo apresentados
nas publicacGes que ja estdo sendo redigidas. A partir desse ponto, esse estudo abre espago para
futuras pesquisas com potenciais terapéuticos, envolvendo a analise de receptores purinérgicos
e possiveisantagonistas,ou ainda substancias antioxidantes capazes de equilibrar a exacerbacdo

dos radicais livres, a fim de controlar a inflamagéo local e sistémica.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo fornece evidéncias de que, em individuos com DP ocorre a modulagéo do
sistema purinérgico, onde apresentam altos niveis de eATP, que desempenha um papel pré-
inflamatorio, contribuindo para a sobrevivénciae proliferacdo de bactérias responsaveis pelo
desenvolvimento da DP na cavidade bucal, e possibilitando ainda sua migragéo para outros
tecidos do corpo humano, sendo fortemente associado com doengas sisttmicas. Em um
ambiente pro-inflamatdrio, como o de individuos com DP, 0 EO também desempenha sua acéo,
com a geracao de radicais livres e diminuicao das defesas antioxidantes, deixando 0s mesmos
susceptiveis a inflamacéo sistémica, como podemos verificar na analise daPCR, onde a mesma
encontra-se aumentada em individuos comDP. Ainda, podemos concluir que hébitos de higiene
bucal impactam diretamente no desenvolvimento e manutencao da DP.

Nossa pesquisa buscou esclarecer que a DP sem outras condi¢es ou comorbidades
associadas, esta sob acdo da sinalizacao purinérgica e do EO, além de demonstrar que uma
doenca bucal é capaz de alterar marcadores séricos e desencadear repercussao sistémica.
Atraves desse estudo, acreditamos que pesquisas futuras envolvendo estratégias terapéuticas

para tratamento da doenga possam ser um importante alvo.
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Questodes

GENCO et al., (2007)

1- Vocé vai ao dentista regularmente? (pelo
menos 1 X ao ano)

()sim ()nao

2- Quanto tempo faz desde que vocé fez sua
ultima visita ao dentista?

Entre 6 meses

Entre 1 ano
Aproximadamente 1 a 3 anos
Mais que 3 anos

Nao me lembro

Nunca

"o o0 o

3- Quanto tempo faz desde vocé fez a
altima
limpeza dental?

Entre 6 meses
b. Entre 1 ano

o

c. Aproximadamente 1 a 3 anos atras

d. Mais que 3 anos atras

dentes?

e. N&o me lembro
f. Nunca
4- Vocé teve algum dente extraido a. Entre 6 meses
b. Entre 1 ano
c. Aproximadamente 1 a 3 anos atras
d. Mais que 3 anos atras
e. N&o me lembro
f. Nunca
5- Vocé ouviu falar que tem doenca ()sim () ndo
gengival?
6- Vocé ja fez tratamento gengival? gl)m data: (més/ ano)
()
N&o
7- Vocé ja fez alguma cirurgia gengival? gl)m data: (mes/ ano)
()
Né&o
a. Néo todo dia
8- Qual a freqliéncia que vocé escova seus b

Uma vez ao dia
c. Duas vezes ao dia
d. Mais que duas vezes ao dia
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N&o toda semana

a.
b. Uma vez por semana
9- Qual a freqtiéncia que voceé usa fio c. Mais que uma vez por semana
dental? d. Todo dia
e. Nunca
10- Vocé escova sua lingua? () Sim () Néo
11- Vocé perdeu algum de seus dentes () Sim () Néo
naturais?
a. Caries
b.  Doenca gengival
12- Se sim, poque vocé perdeu algum denteq ¢ Acidente (trauma)
d.  Dentes tracionados
e.  Extracédo por necessidades
ortodénticas
f. Outro
13- Vocé acha que teve algum problem () Sim () Néo

gengival? a

14- Vocé teve alguma das condicdes bucais seguintes? (Marque apenas um item por condicéo)

3 meses 1 ano atras Sempre Nunca Na&o sei
atrés
a.  Dor de dente 0 @) @) 0 0
b. Gengivas feridas ou inchadas () () () @) 0
c. Gengivas sangrando 0O 0 0 0 QO
d. Mau hélito cronico 0O 0 0 O QO
e. Aftas 0 0 0 0 0
f.  Dentes sensiveis a frio ou quente @) @) @) @) Q
g. Abcessos 0 @) @) 0 Q
h. Dentes perdidos () () @) 0 0
15- VVoceé ja passou por algum dos procedimentos abaixo? (marque apenas uma op¢ao por procedimento)
3 meses 1 ano atrés Sempre Nunca N&o sei
atrés
a. Cirurgia gengival (para doenca O O () ) )
gengival)
b. Limpeza dental 0O 0 0 0 O
c. Coroas ou pontes dentais O () () () @)
d. Protese dental parcial removivel @) @) @) @) @)
e. Tratamento de canal 0 @) 0 0 @)
f. Implante 0 0 0 0 0
g. Cirurgia para tumor ou outra condig&o () 0 0 0 ()
de sua boca ou labios
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Tratamento radio ativo para tumor O O () O 0
ou outra condigéo de sua boca ou
labios
Enxertos () 0 0 0 0
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFFS

Prezado (a) participante,

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa: Sistema purinérgico, estresse
oxidativo e inflamagdo na periodontite, desenvolvida por discente (alunos) e docentes
(professores) do curso de mestrado em Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapec6 — SC, sob coordenacdo da Professora Dra. Sarah
Franco Vieira de Oliveira Maciel. Demais Colaboradores: Débora Tavares de Resende e Silva,
Eduardo Ottobelli Chielle, Michele Gassen Kellermann e Silviane Cunico Carneiro Fuchter.

1. Objetivo Central

Avaliar parametros clinicos periodontais, modulacdo do sistema purinérgico, estresse oxidativo
e inflamac@oem pacientes portadores da periodontite, comparados com pacientes sem adoenca.
A doenca periodontal (DP) esta relacionada com muitos agravos na cavidade bucal e doengas
sistémicas, onde vé-se possivel relagdoda modulacdo do sistema purinérgico, estresse oxidativo
no processo inflamatorio relacionado a DP. Ha& necessidade de mais estudos, a fim de melhorar
0 diagnostico e tratamento dos pacientes acometidos com a DP.

2. Critério de Incluséo

Pacientes: ambos 0s sexo0s, com diagnostico de periodontite, maioresde 18 anos de idade, que
até 0 momento ndo realizaram raspagem coronoradicular e/ou tratamento da periodontite com
medicamentos. Serdo excluidos pacientes que fazem uso de medicamentos que possam
desencadear efeitos adversos no periodonto (anti-histaminicos, cortisona, hormonios,
nifedipina e ciclosporina), pacientes gestantes ou lactantes, pacientes com diagndstico anterior
de cancer, fumantes ou com doencas inflamatorias cronicas (diabetes, hipertensdo, doenca de
chron, retocolite ulcerativa, artrite reumatoide). Controles: com base no pareamento por idade
(mais ou menos 3 anos) e sexo em relacdo aos pacientes, que ndo apresentem diagndstico de
periodontite ou de doencas inflamatorias cronicas. Sua participacdo ndo é obrigatoria e vocé
tem plena autonomia para decidir se deseja ou ndo participar, além de poder desistir da
colaboracéo neste estudo no momento em que desejar, sem dnus ou necessidade de explicacéo.
Vocé ndo recebera remuneracdo e nenhum tipo de recompensa nesta pesquisa.

3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informac®@es por vocé prestadas. As
amostras bioldgicas e os dados clinicopatologicos serdo identificados por numeracdo
sequencial, ndo tendo vinculo com a identificagdo do paciente. O material coletado ficara em
posse da pesquisadora responsavel e serd mantido em armario com cadeado, na sala da
pesquisadora, nas dependéncias da UFFS campus Chapecd, ou em freezer no laboratério de
pesquisa nas dependéncias da UFFS campus Chapecd, o qual apenas os pesquisadores
envolvidostémacesso. Asinformagdes coletadas dos prontudrios médicos e odontoldgicos, dos
pacientes envolvidos na pesquisa, sera realizada em computador onde somente 0s
pesquisadores terdo acesso. Utilizacdo de senha de alta seguranca e uso de antivirus e anti-
malwares no computador. Minimo acesso a paginas de internet, restringindo-se somente a
pagina referente aos prontuérios eletronicos do e-SUS. A qualquer momento vocé podera
solicitar aos pesquisadores informacdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, 0 que
poderéser feito através dos meios de contato explicitados neste Termo. Caso ocorradesisténcia,
0s materiais bioldgicos e as informacdes clinicopatolégicas dos participantes serdo descartados
e destruidos.
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4, Identificacdo do participante ao longo do trabalho

Seu nome ndo sera mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem comoem quaisquer
publicagdes, cursos, relatdrios e afins. Apenas o nome da Instituicdo sera mencionado. Para
manter o seu anonimato, sera utilizada uma codificacdo numeérica sequencial. Cada participante
tera um numero distinto em todos os materiais e dados relacionados a ele.

5. Tempo de duracao da coleta/procedimento/experimento

A sua participagdo napesquisa consiste em: 1. Pacientes - responder aos questionarios de estilo
e qualidade de vida e questdes de autorrelato de condicéo periodontal; coleta e utilizagdo dos
materiais bioldgicos (sangue, saliva e biopsiagengival); disponibilizacdo das informacdes dos
prontuarios médicos e odontoldgicos referentes aidade, sexo, histdria familiar, comorbidades
(hipertensao, sindrome metabolica, diabetes, entre outras), reacdo alérgica a anestésicos e
histérico de hemorragias. A pesquisando ird gerar nenhum prejuizo no diagnosticoe tratamento
da doenca em questdo; 2. Controles - responder aos questionérios de estilo e qualidade de vida
e questdes de autorrelato de condicdo periodontal; coleta e utilizacdo do material bioldgico
(sangue e saliva) coletado durante a entrevista com o0s pesquisadores. As coletas serdo
realizadas pelos pesquisadores responsaveis e/ou enfermeira, em ambiente adequadona prépria
Unidade Bésica de Saude (UBS) do municipio de Belmonte/SC, a Unidade Sanitaria Sede de
Belmonte. O tempo de duracéo das coletas serd de no méaximo 30 minutos. Caso a coleta de
material biolégico e dados de prontuarios e questionarios ocorram durante o periodo de
pandemia da COVID-19 serdo adotados todos os protocolos de seguranca, vigentes na UBS,
desde a higienizacao e adequagdo do ambiente como o uso obrigatdrio de EPI’s.

6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa

Todos os materiais bioldgicos serdo guardados em freezer, devidamente identificados com
numeracdo sequencial, nome do projeto e pesquisador responsavel. Os outros materiais
provenientes da pesquisa ficardo guardados em armario trancado com chave, ao qual somente
0 pesquisador responsavel terd acesso. As tabelas com informacdes dos participantes da
pesquisa ficardo guardadas nos computadores dos pesquisadores envolvidos, com acesso
somente com senha. Todos os materiais serdo mantidos pelo periodo de duragdo da pesquisa (5
anos). Apos o término da pesquisa, 0s materiais bioldgicos e dados clinicopatoldgicos serdo
descartados.

7. Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos participantes da pesquisa
Durante o periodo de coleta de material biologico dos pacientes e controles, serdo ofertadas
consultas odontoldgicas e tratamento da DP, com retorno programado. A pesquisa também
propiciara o desenvolvimento do conhecimento cientifico sobre a participacdo do sistema
purinérgico e do estresse oxidativo no desenvolvimento e progressdo da doenca periodontal,
possibilitando avan¢os nos processos de diagnostico, tratamento e no progndstico geral.

8. Previsdo de riscos ou desconfortos

Esta pesquisa pode acarretar alguns riscos aos participantes, entretanto, cabe aos pesquisadores
ameniza-los ou eliminé-los. Para realizacao das analises bioldgicas, seré coletada uma amostra
de sangue (30 ml) dos participantes. Tal procedimento podera gerar desconforto, além de
hematoma no local da punc¢éo. Para amenizar ou eliminar os riscos de desconforto e possiveis
lesdes, este procedimento seré realizado por profissional da satde (enfermeira) devidamente
capacitado. Caso ocorra hematoma no local da puncéo sera realizado compressas de gelo por
15 minutos (paciente deve prosseguir com as compressas de gelo por 15 minutos a cada hora
pelas primeiras seis horas apos a puncéo). Outros danos que podem ser decorrentes da pesquisa
sdo os estéticos e funcionais, visto que a retirada de uma amostra do tecido gengival pode
ocasionar recessdo gengival e danos estéticos, porém, com o uso do punch, é possivel retirar o
minimo possivel de tecido gengival, e a rea de coleta sera distante da margem gengival, onde
resultard em uma cicatrizacdo rapida, sem necessidade de sutura e minimo desconforto ao
paciente. Caso ocorra a recessao gengival, o paciente recebera atendimento odontolégico onde
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sera realizado o reposicionamento cirurgico da gengiva, utilizando a propria gengiva adjacente
para recobrir a area exposta. O procedimento sera realizado por um dos pesquisadores
envolvidos, dentista na UBS onde seréo realizadas as coletas.

9. Divulgacéao dos resultados da pesquisa

A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa sera realizada por meio de publicacdes
cientificas e participacdo em eventos cientificosda area, com palestras e com o uso de poster e
banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo divulgados em
nenhum momento, preservando o anonimato. Os principais resultados provenientes da pesquisa
serdo divulgados individualmente para cada participante por contato telefénico e/ou por e -mail.

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficard em seu poder e a outra sera entregue
ao pesquisador. Desde j& agradecemos sua participacéo!

Belmonte — SC, de de

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Contato profissional com o(a) pesquisador(a) responsavel: Tel: 49-30254508/ e-mail:
sarah.maciel@uffs.edu.br. Em caso de duvida quanto a conducdo ética do estudo, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS: Tel e Fax - 49- 2049-3745/ e-mail:
cep.uffs@uffs.edu.br.

Endereco para correspondéncia: Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Universidade
Federal da Fronteira Sul, Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia SC 484 Km 02,
Fronteira Sul, CEP 89815-899, Chapec0, Santa Catarina, Brasil.

Declaro que entendi os objetivos e condi¢des de minha participacdo na pesquisa e concordo em
participar.

Nome completo do participante e contato:

Assinatura:



mailto:sarah.maciel@uffs.edu.br
mailto:cep.uffs@uffs.edu.br

