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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da terapia periodontal nao
cirargica na contagem de células brancas do sangue (WBC) e niveis de fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) no soro de individuos com periodontite
grave. O soro de 28 individuos (idade média: 34,3616,24; 32% homens) com
periodontite (14 pacientes com diagnéstico de periodontite crénica generalizada
[GCP]; 8 pacientes com periodontite agressiva generalizada [GAgP]; 6 com
periodontite agressiva localizada [LAgP]) e 27 controles saudaveis (idade média:
33,18+6,42; 33% homens) foi coletado antes da terapia periodontal. Novas amostras
de sangue foram obtidas dos 23 individuos (12 pacientes com GCP, 5 com GAgP e
6 com LAgP) que completaram o tratamento periodontal (entre 9-12 meses apos).
Todos os pacientes eram nao fumantes, ndo usavam qualquer medicacido e nao
tinham histéria ou sinais e sintomas detectaveis de doencas sistémicas. Um
protocolo de tratamento periodontal bem controlado foi estabelecido em trés
estagios: terapia periodontal mecéanica (raspagem e alisamento radicular) por <14
dias, reinstrumentacao de sitios (3-6 meses) e terapia periodontal de suporte (SPT)
por 6 meses. Parametros periodontais (profundidade de sondagem, sangramento a
sondagem, nivel de inserg&o clinica, indice de placa) e sistémicos, tais como, o
numero total de WBCs e niveis de TGF-, uma citocina pleiotrépica produzida por
células T reguladoras (Tregs), acessados pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA)
foram incluidos. Houve decréscimo de todos os parametros clinicos periodontais
pos-terapia (p <0,0001). Quando todas as formas de periodontite (GCP, GAgP,
LAgP) foram consideradas um so grupo n&o houve diferenca estatistica na
contagem de WBC entre os individuos com periodontite e controle tanto antes como
pos-terapia. No entanto, apds a terapia, o valor médio correspondente aos linfocitos,
em pacientes com LAgP, foi estatisticamente maior que o valor médio em pacientes
com GCP (p <0,0357). Adicionalmente, os niveis de TGF-B, em pacientes com LAgP
e GCP, foram maiores comparados aos controles anteriormente a terapia (p<0,05 e
p<0,01, respectivamente). Para os grupos de doenga, nao houve diferenca
estatisticamente significativa nos niveis séricos de TGF-3 apds a terapia periodontal.



Em pacientes com LAgP, a terapia periodontal foi associada com o acréscimo do
numero de linfocitos no sangue periférico. O ensaio clinico foi registrado no
http://www .clinicaltrials.gov.br/, No. RBR-24T799.

Palavras-chave: inflamagado; periodontite; contagem de leucécitos; fator de

crescimento transformador beta.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the effects of nonsurgical periodontal therapy
on white blood cell (WBC) count and levels of transforming growth factor beta (TGF-
B) in serum from subjects with severe periodontitis. Serum from 28 subjects with
periodontitis (mean age: 34.3616.24; 32% men; 14 patients diagnosed with
generalized chronic periodontitis [GCP]; 8 generalized aggressive periodontitis
[GAgP] patients; 6 localized aggressive periodontitis [LAgP] patients) and 27 healthy
controls (mean age: 33.18+6.42; 33% men) were collected prior to periodontal
therapy. Blood samples were obtained from 23 subjects (12 GCP patients, 5 GAgP
patients and 6 LAgP patients) who completed therapy (9-12 months). All patients
were nonsmokers, were not under medication, and had neither history nor detectable
symptoms of systemic diseases. A well-controlled periodontal treatment protocol was
established in three stages: mechanical periodontal therapy (scaling and root
planning) for <14 days, reinstrumentation of sites (3-6 months), and supportive
periodontal therapy (SPT) for 6 months. Periodontal (probing depth, bleeding on
probing, clinical attachment level, plaque index) and systemic parameters such as
the total number of WBCs and TGF-3 levels, a pleiotropic cytokine produced by
regulatory T cells (Tregs), accessed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) were included. After therapy, all clinical periodontal parameters decreased
(p<0.0001). When all forms of periodontitis (GCP, GAgP, LAgP) were grouped
together, there were no statistical differences in WBC count between experimental
and control groups before or after therapy. However, after therapy, the mean value of
lymphocytes in LAgP patients was statistically higher than that of patients with GCP
(p<0.0357). Additionally, TGF-B levels in LAgP and GCP patients were higher
compared to controls before therapy (p<0.05 and p<0,01, respectively). For the
disease groups, TGF-B serum levels were statistically unchanged after periodontal
treatment. In LAgP patients, periodontal therapy was associated with increased
number of lymphocytes in peripheral blood. The clinical trial was registered at
http://www.clinicaltrials.gov.br/, No. RBR-24T799.




Keywords: inflammation; periodontitis; leukocyte count; transforming growth factor
beta.
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1 INTRODUGAO

As doencgas periodontais (DP) representam a manifestagdo patologica da
resposta imunoinflamatéria do hospedeiro frente ao desafio microbiano na interface
dentogengival. Variagbes individuais de resposta podem ser explicadas pela
conjungao de fatores, que conferem as mesmas uma natureza complexa. Entre
esses fatores, destacam-se susceptibilidade, atribuida especialmente a

polimorfismos genéticos, fatores ambientais e viruléncia (1).

As formas graves de DP sao conhecidas por afetarem até 15% da maioria das
populagdes (2,3). No Brasil, a mais recente Pesquisa Nacional de Saude Bucal —
2010, conhecida como Projeto SBBrasil 2010, analisou a situagdo da populagao
brasileira com relacdo a carie dentaria e doencas periodontais, dentre outros
aspectos. Um dos principais resultados apresentados, refere-se a distribuicdo das
formas mais graves da DP de modo mais significativo nos adultos com idade de 35 a
44 anos, nos quais se observa uma prevaléncia de 19,4% (4).

O termo periodontite reune, genericamente, formas crbénicas de DP, que
resultam de uma infecgdo polimicrobiana e se caracterizam por perda de fibras
colagenas e de insergdo a superficie cementaria, migracdo apical do epitélio
juncional, formagao de bolsa periodontal e reabsorgdo do osso alveolar. Tais danos
comprometem, parcial ou totalmente, a funcido dos tecidos periodontais e podem
resultar na perda do dente quando a doenga segue curso natural (1).

Sabe-se que a carga microbiana nao é rotineiramente aumentada em
pacientes com periodontite mais grave. Uma explicagdo alternativa para estes
achados foi apresentada, ainda em 1994, por Haffajee; Socransky (5), ao afirmarem
que a qualidade da ecologia microbiana confere maior probabilidade de
manifestacdes sistémicas dessa infecgao localizada. Outra explicacdo apresentada,
no mesmo ano, por Hernichel-Gorbach et al. (6), sugere a existéncia de um
subgrupo de individuos de alto risco com susceptibilidade aumentada. Tal
susceptibilidade foi atribuida a caracteristicas alteradas de resposta inflamatdria

local e/ou sistémica. Portanto, ambos aspectos, microbiota e alto risco podem estar
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implicados nas variagdes de resposta do hospedeiro que contribuem para o aumento

da susceptibilidade ou resisténcia a progressao da periodontite (7).

Mais de 700 espécies bacterianas podem ocupar as bolsas periodontais (8) e
a combinagdo de uma microbiota aerObia e anaerdbia é tipicamente vista na
infeccdo. Substancial destruicdo tecidual em pacientes com periodontite grave
caracteriza-se, em muitos casos, pela presenca de bolsas periodontais profundas ao
redor de muitos ou de todos os dentes. As lesdes epiteliais agregadas equivalem,
em tamanho, a uma ferida ulcerada com area de 8 cm? a 20 cm?, de acordo com
estimativas clinicas (9). No entanto, a doenga pode permanecer assintomatica por
décadas, tempo durante o qual sua detecgao € feita apenas por exame clinico com
sonda periodontal e/ou com radiografias intrabucais (9). Dessa forma, a natureza
crbnica e ciclica da condigdo periodontal oferece oportunidade para repetida
disseminagdo hematogénica de patdgenos periodontais, antigenos bacterianos e

mediadores inflamatorios (10,11).

Adicionalmente, a invasdo e multiplicagdo de micro-organismos patogénicos
em uma parte do corpo ou tecido, como ocorre na periodontite, podem produzir aos
tecidos subsequentes prejuizo e progressdo de outras doengas por meio de uma
variedade de mecanismos celulares ou humorais (1,12). Evidéncias, desde o inicio
da década de 1990, apontam a DP como um fator de risco para condi¢des
sistémicas, como doencgas cardiovasculares (DCV), desfechos adversos da gravidez,
diabetes e doenga pulmonar (13).

Recentemente, uma revisdo da evidéncia em associagdes entre DP e
doencas e condigdes sistémicas especialmente doencga respiratéria, doenga renal
cronica, artrite reumatdide, comprometimento cognitivo, obesidade, sindrome
metabdlica e cancer foi também elaborada. Houve forte evidéncia em que melhora
da higiene bucal tem efeitos positivos na prevencédo de pneumonias nosocomiais. As
evidéncias publicadas suportam associacdées modestas entre periodontite e doenca
renal crénica e obesidade e associagbes fracas entre periodontite e

comprometimento cognitivo, artrite reumatoide e sindrome metabdlica (11).

Na saude gengival, o epitélio sulcular e imunidade inata local agem como uma
barreira natural que previne a penetracao bacteriana. Nesta condigdo, apenas um
pequeno numero de bactérias, maioria anaerdbias facultativas, € encontrado no

fluido crevicular gengival (FCG) e corrente sanguinea. No entanto, na DP, o epitélio
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da bolsa subgengival ulcerado e inflamado é vulneravel a bactéria e provém uma

porta de entrada aos tecidos subsequentes (11).

As bactérias e antigenos bacterianos que sao sistemicamente dispersos
provocam inflamagao sistémica significativa. Leucdcitos, células endoteliais e
hepatocitos respondem a fatores de viruléncia com secre¢cdo de mediadores pro-
inflamatorios do sistema imunoldgico (citocinas, quimiocinas, proteina C-reativa
[CRP]). Com a exposi¢cado continuada, antigenos soluveis reagem com anticorpos
circulantes especificos para formar complexos imunes que amplificam a inflamacéao
nos locais de deposicdo. Da mesma forma, os mediadores pro-inflamatdrios, tais
como a interleucina (IL)-1B, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
prostaglandina E; (PGE->), entre outros, produzidos localmente nos tecidos gengivais
inflamados podem "avancar" para a circulagdo sistémica. As citocinas pré-
inflamatorias na circulagdo induzem leucocitose e proteinas de fase aguda (p. ex.
CRP) (11).

Neste contexto, o aumento do numero de células brancas do sangue (WBC)
esta associado ao risco aumentado de doenga cardiaca coronaria, DCV,
aterosclerose, trombose e isquemia do miocardio. Este aumento pode ser causado

pela natureza inflamatoria de infec¢des cronicas como a periodontite (14).

As células T CD4+ CD25+ que expressam o fator de transcricdo Foxp3 sao
células T reguladoras (Tregs) que impedem uma resposta imunoldgica adaptativa
hiperativa e podem ser associadas com a DP e a sua atenuacdo. Estas regulam
especificamente a ativacao, proliferagao e fungao efetora de células T ativadas, e
restabelecimento da homeostase apds a infecgao (15,16). Na presenca de Tregs
nota-se uma diminuicdo dos niveis de interferon gama (IFN-y), IL-17, TNF e IL-1
nos locais da DP (17). As citocinas produzidas por Tregs s&o IL-10, fator de
crescimento transformador beta (TGF-) e linfocito T associado a molécula 4 (CTLA-
4), os quais, em geral, subregulam a inflamacédo. IL-10, TGF-1 e CTLA-4 sé&o
relatados a diminuir a progressdo da DP (11). Além do papel protetor no dano
tecidual periodontal, as Tregs também desempenham papel importante na tolerancia
imunoldgica (18). Também, o TGF-B tem sido estudado como uma forma de
tratamento no contexto da cura e regeneragdo do osso periodontal (17). Por
exemplo, Tregs modulam negativamente citocinas proé-inflamatérias responsaveis

pela inibicdo de varios processos durante a regeneragao do tecido.
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Dessa forma, também a resposta sistémica a periodontite apresenta variagao
individual e pode ser modulada por aspectos genéticos (polimorfismos e fendtipo
hiperinflamatorio) e fatores ambientais (por exemplo, o tabagismo ou obesidade)
(19-21). Os individuos afetados pela doenga compartilham polimorfismos comuns
em genes especificos considerados importantes na regulagdo da resposta
inflamatoria (22,23). No entanto, os determinantes de susceptibilidade para a DP

destrutiva n&o sdo bem definidos (11).

A terapia periodontal n&o cirurgica atua na redugdo de marcadores de
inflamagdo no sangue (CRP, IL-6, entre outros) e revela alguns aspectos
importantes sobre o alcance sistémico da inflamagéo periodontal (22,24,25). Dessa
forma, partindo do conceito de resolugcdo da doenga, instituiu-se neste estudo que a
terapia periodontal seria considerada concluida somente apds se confirmar a
remissao dos sinais clinicos de inflamacgao, tais como auséncia de sangramento a
sondagem (SAS) e bolsas periodontais residuais. Contudo, ressalta-se que a
remogdo mecanica do biofiilme por meio da raspagem e alisamento radicular
associada ou ndo a outra modalidade coadjuvante ndo significa que, em alguma
magnitude, a inflamacéao/infec¢cao ndo persistam. Por vezes, a remogao dos fatores
locais é alcangada somente apds repetidas atuagdes pontuais nos sitios em que
ainda existam sinais clinicos de inflamacdo. Sitios com bolsas periodontais
residuais, que continuem sangrando a sondagem requerem, indubitavelmente, nova
instrumentacéo (raspagem e alisamento radicular) e reforgo de instrugdo de higiene
bucal. Além disso, a necessidade de reinstrumentacdo e resposta clinica sao
peculiares a cada paciente e, por esta razdo, ndo ha como se estabelecer,

genericamente, um mesmo tempo de conclusao da terapia para todos os pacientes.

Mediante o exposto, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da
periodontite grave, bem como as contribuicbes da terapia periodontal n&o cirurgica
na resposta inflamatodria sistémica, quanto aos niveis séricos de TGF-f e a
contagem de WBC. Além disso, a relagado entre numero de linfocitos, niveis séricos
de TGF-B e subgrupos de DP graves (periodontite agressiva generalizada [GAgP],
periodontite agressiva localizada [LAgP] e periodontite crénica generalizada [GCP]
generalizada) foi explorada. Para isto, a resposta individual de cada paciente a
terapia foi considerada, respeitando-se o tempo de resolugdo da inflamacdo em
cada individuo e, a partir desta, o estabelecimento da terapia periodontal de suporte



(SPT), também conhecida como manutengao periodontal, por seis meses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CLASSIFICACAO DAS DOENCAS PERIODONTAIS E ASSOCIACOES
MICROBIOLOGICAS

Na pratica clinica atual, dois importantes tipos de periodontite s&o
reconhecidos: periodontite cronica (CP) e periodontite agressiva (AgP), terminologia
empregada pela Classificagdo Atual das DP (Academia Americana de Periodontia,
AAP, 1999). A CP com maior prevaléncia em adultos, pode ocorrer também em
criangas e adolescentes (26). Nesta, ha compatibilidade entre gravidade da
destruicdo 6ssea e quantidade do biofilme bacteriano dentario e calculo subgengival,
além de taxa de progressdo moderada na maioria dos casos. Por outro lado, a AgP
se caracteriza pela perda rapida de insercdo clinica e osso alveolar. Nota-se
caracteristicas comuns para o diagnostico da AgP: ndo contribuicdo de historia
meédica, perda de insergcéo rapida e destruicdo 6ssea e agregacao familiar. Outras
caracteristicas consideradas como secundarias podem ou ndo estar presentes,
como depositos microbianos ndo consistentes com a gravidade da destruicao
periodontal, elevada proporgdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa),
anormalidades de fagocitos e macrofago de fendtipo hiper-responsivo. De acordo
com a AAP, o diagnostico baseia-se em dados clinicos, radiograficos e historico do
paciente. Ensaios de laboratorio podem n&do ser essenciais no diagnostico
diferencial. Além disso, uma revisao sistematica concluiu que ndo ha nenhuma
evidéncia para suportar a existéncia de diferenga na composicdo da microbiota
subgengival entre as formas de CP e AgP (27). Embora nenhum marcador sistémico
especifico tenha sido associado com a gravidade da destruicdo periodontal, tem sido
sugerido que a AgP pode mostrar um perfil sistémico hiper-responsivo associado a
susceptibilidade genética (28). Também, foi sugerido que titulos elevados para Aa e
Porphyromonas gingivalis (Pg) sao sugestivos de DP generalizada e grave (29,30).
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Recentemente, diferentes sorotipos de Pg tém sido associados a indugao de
um tipo distinto de resposta imunoldgica, o que sugere o papel da capsula durante a
ativacdo das células dendriticas. Pg, Tannerella forsythia e Treponema denticola
foram mais propensos a serem detectados em amostras de biofilme bacteriano
subgengival via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real em locais
que experimentaram a progressdo da DP do que nos controles correspondentes. Os
autores concluiram que os niveis de Pg e T. denticola no biofilme subgengival sao
potencialmente uteis para a identificagdo de locais de risco da progressado da
periodontite (31).

Curiosamente, tal como a biomassa bacteriana aumenta com o agravamento
da inflamagédo periodontal clinica, a sucessdo ecoldgica de saude a doenga
manifesta-se como emergéncia de membros da comunidade recém dominantes em
vez de aparecimento de novas espécies. Esta importante descoberta torna-se
consistente com a hipotese ecoldgica do biofilme, que prevé que os patdégenos
periodontais sdo membros da microbiota normal, mas em niveis muito baixos para
causar a doenga, enquanto que mudangas nas condi¢gdes ecologicas poderiam
favorecer o crescimento desses micro-organismos, além de um limite suficiente,

para levar a periodontite (32).

Ressalta-se que uma hipotese plausivel para individuos ndo susceptiveis a
periodontite, ou seja, que podem resistir ou tolerar a conversdo da microbiota
periodontal, de um estado de simbiose para um estado de desequilibrio na relativa
abundancia de espécies microbianas dentro do ecossistema que estdo associadas
com a doencga, torna-se em virtude do seu estado imunoinflamatério intrinseco. A
identificacdo de fatores relacionados ao hospedeiro que determinam a sua
susceptibilidade a subversdo imunolégica microbiana poderia fornecer informagdes
uteis, embora tal vulnerabilidade diferencial poderia adicionalmente ou,
alternativamente, ser explicada pela diversidade de cepas e viruléncia dentro da
estrutura populacional das bactérias implicadas (32).

A inflamagdo caracteriza-se como importante fonte de nutrientes
(especialmente para as bactérias assacaroliticas que obrigatoriamente dependem de
fontes como n&o carboidratos para a energia) e, portanto, exerce uma poderosa
influéncia na composicdo da microbiota periodontal favorecendo as espécies que
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podem utilizar produtos de degradacdo do tecido (por exemplo, proteinas
degradadas / peptideos e hemina - uma fonte de ferro essencial). Por outro lado, as
espécies que nao podem beneficiar dessas mudangas ambientais, ou para as quais
a inflamacao do hospedeiro € prejudicial, podem ter uma desvantagem de aptidao e,
portanto, serem superadas. O crescimento seletivo de bactérias que tém “afinidade
pela inflamagéo”, atuando como patogénicas, tem o potencial de desencadear um
“ciclo vicioso” de auto alimentagao para posterior destruicdo do tecido e crescimento
excessivo de bactérias (32).

Fatores de viruléncia, tais como citotoxinas, proteases e hemaglutininas,
moléculas estruturais das bactérias, incluindo o lipopolissacarideo (LPS) e
peptidoglicano (PGN), lipoproteinas, DNA bacteriano e RNA de cadeia dupla,
interagem com o sistema imunologico do hospedeiro. A maioria dessas moléculas
tem motifs conservados (dominios conservados) conhecidos como padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs), que s&o reconhecidos por
receptores de células hospedeiras chamados receptores de reconhecimento de
padroes (PRRs). Os PRRs detectam PAMPs no ambiente e ativam vias de
sinalizacao especificas em células hospedeiras que iniciam respostas inflamatérias.
Fatores de viruléncia de bactérias, incluindo PAMPs sdo LPS, PGN, acido
lipoteicoico (LTA), fimbrias, proteases, proteinas de choque térmico (HSPs), formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e toxinas. PRRs incluem os receptores Toll-like
(TLRs) e uma variedade de receptores acoplados a proteina G (GPCRs). No
entanto, é importante notar que a maioria dessas interagdes propostas foi observada

apenas in vitro ou em modelos animais (11,33).

Quanto a extensdo de acometimento da DP, a CP é classificada como
localizada, menos de 30% dos sitios (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiolingual, lingual e distolingual) s&o afetados, e como generalizada, quando

ultrapassa esse limite (34).

A LAgP caracteriza-se pela destruigdo dos tecidos periodontais localizada no
primeiro molar / incisivo com perda de insercio interproximal em pelo menos dois
dentes permanentes, sendo um deles o primeiro molar e envolvendo ndo mais que
dois dentes além dos primeiros molares e incisivos. Esta também apresenta forte
resposta do anticorpo sérico a agentes infectantes e normalmente é detectada e
diagnosticada durante a puberdade em individuos sistemicamente saudaveis (34).
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A GAgP normalmente afeta individuos abaixo de 30 anos, mas pode
acometer individuos com mais idade. A perda de insercéo interproximal caracteriza-
se como generalizada quando afeta pelo menos trés dentes permanentes, além dos
primeiros molares e incisivos e/ou mais de 30% dos sitios. Além disso, nota-se
natureza episodica pronunciada da destruicdo da insercdo e do osso alveolar e

resposta insuficiente do anticorpo sérico a agentes infectantes (34).

2.1.1 O Desafio Microbiano: Mecanismos Celulares e Moleculares na
Inflamacao Periodontal e Perda Ossea

Durante a ultima década, crescentes evidéncias apdoiam a ideia de que as
mudangas nas subpopulagdes de células imunolégicas no interior de tecidos
periodontais podem ter um impacto importante no fendtipo clinico e na progressao
da destruicdo periodontal. Enquanto os leucocitos polimorfonucleares (PMNSs)
representam a primeira linha de defesa (imunidade inata) para proteger o hospedeiro
de patogenos periodontais, o aumento do numero de macréfagos no tecido
conjuntivo subepitelial tem sido envolvido na progressao da DP. Estes apresentam-
se em um numero maior em lesdes periodontais ativas em comparagdo com o0s
sitios inativos. O fendtipo de macréfagos hipersecretores (hiperinflamatoérios) foi a
hipétese levantada para explicar o aumento da quantidade de IL-18 e TNF-a em
sitios periodontais em progressao da doenga em comparagédo com sitios inativos e
saudaveis. Além disso, o aumento da quantidade de mondcitos nos tecidos
periodontais pode promover a diferenciacdo de células de reabsorgdo Ossea
(osteoclastos) sob estimulo bacteriano, o que poderia ser responsavel pela perda
0ssea observada em sitios de periodontite progressiva (31).

O envolvimento dos neutrofilos na patogénese de uma doenga crénica como
a periodontite pode parecer surpreendente, ja que 0s mesmos sao geralmente
associados com a resposta aguda do hospedeiro a infecgdes. No entanto, os

neutrofilos desempenham um papel cada vez mais reconhecido em doencas



27

inflamatdrias cronicas, como artrite reumatoide e psoriase. Além disso, € incerto se a
natureza crbnica da periodontite representa um processo patolégico constante ou
uma serie persistente de breves agressdes agudas (bursts) separadas por periodos
de remissdo. Se um ou ambos destes modelos sao relevantes indica a necessidade
de mais investigagdo, embora o “modelo burst” seja consistente com o envolvimento

de neutrodfilos na periodontite (32).

Juntamente com a barreira epitelial, a acdo de fagocitos, do sistema do
complemento, as células natural killer (NK) desempenham papel importante na linha
de frente na defesa contra os antigenos (35).

A imunidade inata representa a resisténcia hereditaria a infec¢do e demonstra
notavel especificidade de discriminacdo entre o hospedeiro e os agentes
patogénicos por meio do sofisticado sistema baseado em TLRs. Os TLRs presentes
nas ceélulas epiteliais gengivais sdo continuamente estimulados, resultando na
producdo de citocinas e defensinas que ajudam a manter a saude bucal. Se a
barreira epitelial torna-se violada, permitindo a invasdo de bactérias no tecido
conjuntivo subjacente, os TLRs em outras células residentes (neutrofilos,
macrofagos e células dendriticas) e n&do residentes do periodonto sao ativados. Isto
conduz a uma liberagdo exagerada de citocinas pro-inflamatorias e outros
mediadores bioldgicos, os quais podem causar a destruicdo do tecido do hospedeiro
(33,36).

ApoOs a interagdo com os PAMPs, TLRs ativam as células imunoldgicas inatas
por meio de vias de sinalizagdo intracelular. Esta resposta imunoldgica inata
mediada por TLRs também torna-se fundamental para a ativacdo da imunidade
adaptativa (33). Mais recentemente, tem sido demonstrado que TLRs também s&o
expressos em células responsaveis pela imunidade adaptativa, isto €, os linfécitos T
e B (linfocitos Tyd e B1). Os TLRs expressos em linfocitos T e os seus respectivos
ligantes podem modular diretamente a fungao das células T (33).

Os TLRs envolvem a ativagado da expressdo de moléculas co-estimuladoras e
produgdo de citocinas e quimiocinas, que sao criticas para a proliferacdo e
diferenciagado de células T (33). Sabe-se atualmente que as células imunoldgicas

liberam quantitativa e qualitativamente diferentes citocinas quando estimuladas por
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bactérias Gram positivas e Gram negativas, o que indica a especificidade da
resposta (33).

A regulacdo genética que leva a secrecédo de citocinas pro-inflamatérias de
uma variedade de células é geralmente dependente da ativagdo do fator nuclear do
fator de transcricdo kB / fator nuclear kappa beta (NFkB). As vias regulatorias NFkB
s&o ativadas por PAMPs tais como LPS por meio da via TLR (11).

Recentemente foi sugerido que a mucosa bucal desenvolve tolerancia apos
exposicao repetida a produtos bacterianos. A sub-regulagdo da expressao de TLRs
e inibicdo da sinalizagdo intracelular podem ser os mecanismos subjacentes a
tolerancia. No entanto, pesquisas recentes tém indicado que, em condi¢gbes de
homeostasia entre parasita e hospedeiro, a ativacdo de TLRs por bactérias
comensais torna-se fundamental para a manutengdo da saude bucal. Células
epiteliais gengivais expressam TLR 2, 3, 4, 5, 6 e 9 e reconhecem diversos micro-
organismos com a ajuda destes receptores. Portanto, a sinalizagdo dos TLRs limita
a invasao microbiana e evita micro-organismos comensais violem a barreira epitelial,

assim, mantendo a saude gengival (33).

Os macréfagos, células fagociticas da linhagem mieldide, ingerem
eficientemente antigenos particulados e expressam moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) classe Il que induzem as células T. Os macréfagos
sdo células amplamente distribuidas que desempenham um papel indispensavel na
homeostase e defesa. As células dendriticas também expressam moléculas do MHC
classe |l e tém atividade co-estimulatéria. E evidente que os sistemas inato e
adaptativo estdo coordenadamente envolvidos na resposta inflamatéria e destruicéo
de tecidos, embora ndo haja uma completa compreensdo do mecanismo de muitas
doencas inflamatorias, incluindo periodontite, obesidade, diabetes, artrite reumatoide
e DCV (11). Também as células B podem ser células apresentadoras de antigenos
(APCs) (37).

Sabe-se que quando a lesdo periodontal aguda persiste sem resolugéo,
antigenos bacterianos sdo processados e apresentados ao sistema imunologico
adaptativo por macréfagos e células dendriticas. Em termos gerais, os linfécitos T
reconhecem células imunoldgicas apresentadoras de antigenos de patogenos

intracelulares. Linfocitos B suportam a molécula imunoglobulina (Ig) na sua
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superficie, que funciona como receptor de antigenos (macromoléculas nao
peptidicas, p. ex. lipidios). Os anticorpos, que sdo formas soluveis de Igs, séo
secretados apos ativagédo de células B ao se ligarem a patdégenos e material “ndo
préprio” (pequenas moléculas quimicas) nos espagos extracelulares (imunidade
humoral). As células T sdo as células efetoras da imunidade mediada por células
(hipersensibilidade tardia). O receptor de antigeno de células T € uma molécula
ligada a membrana que reconhece fragmentos peptidicos de agentes patogénicos. A
ativacédo do receptor de células T (TCR) requer o MHC. Duas classes de moléculas
do MHC sao necessarias para a ativacao de distintas subpopulacdes de células T.
Varias subpopulacdes de células T eliminam células alvo infectadas (MHC da classe
| liga-se a linfécitos T CD8+) e ativam macrofagos (MHC da classe |l liga-se a
linfocitos T CD4+), células B e outras células T (11).

Recentemente, Gonzalez et al. (2014) (36), demonstraram, em tecidos
gengivais de macacos Rhesus, um aumento da transcricdo de genes relacionados
com a classe Il do MHC (endocitose de antigenos) e regulagado negativa de células
NK com o envelhecimento nos tecidos gengivais saudaveis. Em contraste, tecidos
gengivais induzidos a periodontite apresentaram diminuigdo da transcricdo de genes
para expressao do MHC classe Il, coincidentes com aumento da regulagcéo de genes
MHC classe l-associados que poderia refletir auto antigenos associados com o

hospedeiro ou visando micro-organismos intracelulares citoplasmaticos.

Sabe-se que a linfangiogénese, o crescimento de novos vasos linfaticos da
rede vascular pré-existente, ocorre durante o desenvolvimento da DP e os vasos
linfaticos permanecem expandidos apds o estabelecimento da periodontite crénica.
Fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFs) sdo constantemente produzidos
pelos queratindcitos na gengiva e VEGF-C foi abundantemente expresso em células
imunologicas recrutadas, o que torna provavel sua importéncia para a resposta

linfangiogénica observada (38).

ApoOs estimulagcédo antigénica, as células T CD4+ naive tornam-se ativadas,
proliferam e diferenciam-se em subpopulagbes de células efetoras distintas
caracterizadas por seus especificos perfis de producédo de citocinas e especificas
funcdes (31). Estas foram inicialmente subdivididas em duas subpopulagdes
designadas Th1 e Th2. Células Th1 secretam IL-2 e IFN, IL-12, IL-13, TNF-a e TNF-

B, e estdo envolvidas na erradicagdo de agentes patogénicos intracelulares
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(bactérias, protozoarios e virus) e tém sido implicadas na hipersensibilidade tardia e
doencas inflamatdrias, enquanto que as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10 e IL-13 (11).

O papel importante das citocinas Th1 (IL-2 e IFN) caracteriza-se em aumentar
as respostas mediadas por células, enquanto que o papel da citocina Th2 (IL-4)
caracteriza-se em suprimir as respostas mediadas por células. Subpopulagbes de
células T também sao importantes no comportamento de células B. Por exemplo, as
células Th1 afetam diretamente a secregao de 1gG2 pelas células B, enquanto as
células Th2 aumentam a secregao de IgG1 (11).

Células Th2 medeiam a imunidade humoral, incluindo a producéo de IgE e
ativacdo de mastocitos, que medeiam as respostas imunoldgicas para helmintos.
Esta subpopulacao esta implicada em reagdes alérgicas. Ambos os tipos de células
produzem IL-3, TNF-a e fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), assim sabe-se que a secregdao de algumas citocinas nem sempre é
associada a apenas uma subpopulagdo de células Th (11).

As células T CD8+ citoliticas sao células imunoldgicas efetoras que também
secretam citocinas de ambos os tipos Th1 ou Th2 (11).

Na resposta imunoldgica, a taxa de células T auxiliares / T citotoxicas (CD4+ /
CD8+) e usada como um indice importante que determina o caracter desta (39).

Também, reagdes autoimunes sdo evidentes nas lesdes periodontais pela
producdo de autoanticorpos contra componentes do tecido periodontal (colageno,
proteinas desmossomais, neutrofilos, fosfolipidios) (32,40-42).

Sabe-se que as respostas de células Th fornecem as citocinas necessarias
para a proliferacdo de células B e a ativagdo policlonal dessas (facilitada pela
presenca de LPS), que conduzem a niveis elevados de anticorpos e a produgéo
continua de IL-13 a qual contribui para a reabsorgao 6ssea (43,44).

O paradigma Th1/Th2, criado no final de 1980, elegantemente explicou muito
sobre células T e imunidade, embora em muitos casos as doengas de etiologia
imunoldgica tenham sido classificadas em uma categoria ou outra, muitas vezes
sem evidéncia de suporte adequada. A descoberta da subpopulacdo Th17 foi

solicitada a re-examinar o papel das células T em doencas inflamatorias (32).
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Assim, outras duas subpopulagdes bem definidas de células T CD4+, Th17 e
Tregs desempenham, quando ativadas, papéis antagénicos como células efetoras e
supressoras respectivamente, e sdo ambas também importantes na resposta do
hospedeiro e na patogénese da DP (11,32). O equilibrio entre as células Th17 e
Tregs € mantido pela diferenciagéo restrita e imunorregulagéo (18).

Recentemente, foram sugeridas as vias Th9 e Th22, mediadas pelas IL-9 e
IL-22 respectivamente, em lesdes periapicais estaveis, onde estas citocinas teriam
papéis anti-inflamatorios protetores. A IL-9, inicialmente designada como uma
citocina Th2, exerce atividades pro-inflamatérias ou anti-inflamatorias pela
modulag¢do do desenvolvimento e fungdo de células Tregs e/ou células Th17. A IL-22
também caracteriza-se como citocina pleiotropica (45).

Células Th17 sdo assim nomeadas por terem como marca a producio de IL-
17 (embora a IL-17 tenha também fontes celulares inatas) e atuarem contra
bactérias e fungos extracelulares que foram fagocitados por APCs. As células Th17
também produzem IL-6, IL-1B, TNF-qa, IL-21, IL-22, IL-23, IL-26 e ligante do receptor
ativador de fator nuclear kappa beta (RANKL) (11,32). A expansé&o das células Th17
humanas é regulada pela IL-23, enquanto que a IL-1, TGF-B1 e IL-6 iniciam a
diferenciagdo de Th17 (46).

Também, a IL-21, como fator regulador autécrino de células Th17,
desempenha importante papel na indugdo da diferenciacdo de células Th17 e na
inibicdo da fungédo Th1 e Tregs (18).

A caracterizagdo funcional de trés novos membros da superfamilia TNF
(ligante e receptor): RANKL, seu receptor RANK e o receptor soluvel de RANKL, a
osteoprotegerina (OPG), tem contribuido significativamente para o estabelecimento
da osteoimunologia e da participagcdo como moduladores chave da fisiologia e
patologia da reabsorgao Ossea.

O RANKL exerce seus efeitos biologicos por meio da indugao a diferenciagao
de osteoclastos, a maturacéo e ativagao e inibicdo da apoptose (31). O RANKL na
presenca do fator estimulador de col6nias de macrofagos (M-CSF) se liga ao RANK
presente em osteoclastos e precursores de osteoclastos (OCP) e os ativam.
Também, muitos fatores osteotropicos bem conhecidos, incluindo TNF-a, IL-1p3, IL-6
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e IL-17, exercem as suas atividades osteoclastogénicas pela indugdo da expressao
de RANKL em osteoblastos e células T CD4+ (31).

Por conseguinte, osteoblastos, células T e B, e fibroblastos expressam o
RANKL. Os osteoblastos expressam TLR1, 2, 4, e 6 e respondem aos ligantes
TLR2/6 e TLR2/1, aumentando os niveis de ativacdo de NFkB e expressdo de
RANKL. O chamado fator de protecado 6ssea, OPG, produzido pelos osteoblastos e
células estromais da medula d&ssea, por exemplo, fibroblastos residentes no
periodonto e células endoteliais, inibe a interagdo RANK/RANKL e previne a
reabsorgéo 6ssea (33,47,48).

Também, a proteina inflamatoria quimiotatica para macrofagos (MIP)-3 alfa é
crucial para a quimiotaxia e manutencao de células imunologicas e, especialmente,
células Th17 em tecidos inflamados. Um papel quimiotatico de fibroblastos do
ligamento periodontal para atrair células Th17 no periodonto inflamado
provavelmente ocorre por meio da regulagao positiva da MIP-3 alfa (46).

Dessa forma, os linfocitos Th17 influenciam na lesdo tecidual mediada por
células, uma vez que podem ser sede de protecdo por meio da mobilizacido de
neutroéfilos e expressao de fatores antimicrobianos. Porém, inversamente, colaboram
na patogénese da doenca inflamatéria autoimune, por exemplo, provocando a
osteoclastogénese (IL-17 e RANKL) (46).

Células Th17 sao observadas em sitios com CP e citocinas Th17

relacionadas sao produzidas em lesdes periodontais (11,32).

Também, estudos recentes abordaram que a bactéria Pg caracteriza-se como
manipuladora da resposta do hospedeiro, em vez de uma indutora potente de
inflamagéo, ou seja, esta possui atividade normalmente associada com uma bactéria
envolvida em uma doencga inflamatdria. Especificamente, ao subverter a sinalizagao
imunoldgica inata, incluindo a interferéncia entre complemento e TLRs, Pg pode
prejudicar as defesas do hospedeiro de forma que sdo alterados o crescimento e
desenvolvimento de toda a comunidade microbiana. Dessa forma, provoca uma
mudanga destrutiva na relagdo homeostatica com o hospedeiro. Além disso, sugere-
se que a Pg pode modificar a resposta imunologica adaptativa. A interagdo de Pg
com células dendriticas induz a um padrao de citocinas que favorece a polarizagao

de células Th17 a custa da linhagem Th1. Também, Pg inibe a producédo de
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quimiocinas pelas células epiteliais gengivais que recrutam células Th1, bem como a
producdo de IFN-y por células T. Por conseguinte, poderia-se supor que Pg, ao
favorecer a inflamacé&o mediada por Th17 e na auséncia da efetividade de células
Th1, que atuam na imunidade celular mediada, tem sua depuragcdo imunologica

prejudicada (32).

Em resumo, os mecanismos inflamatérios que levam a perda éssea na
periodontite referem-se aos neutrofilos recrutados para o sulco gengival/bolsa
periodontal que, por sua vez, ndo conseguem controlar o desequilibrio na relativa
abundancia de espécies microbianas dentro do ecossistema. Invadem, assim o
tecido conjuntivo e interagem com outros tipos de células do sistema imunolodgico,
tais como os macréfagos, as células dendriticas e células T yd, uma subpopulagéo
de linfécitos “inatos-semelhantes”. Estas células produzem mediadores pro-
inflamatdrios, tais como as citocinas que desencadeiam a reabsor¢cdo 6ssea como
TNF, IL-1B e IL-17, e também regulam o desenvolvimento de células Th, o que
também contribuira para a resposta inflamatéria e sua exacerbacédo. A IL-17 atua
sobre células do sistema inato e adaptativo e células do tecido conjuntivo, tais como
neutrofilos, fibroblastos e osteoblastos. Por meio dessas interagdes, a IL-17 induz a
producdo de quimiocinas CXC (cisteina-aminoacido-cisteina) que recrutam
neutréfilos, metaloproteinases da matriz (MMP) e outras moléculas relacionadas a
destruicdo de tecidos, por exemplo, espécies de oxigénio reativo (ROS), bem como
a expressao de RANKL em osteoblastos, o que leva a maturacdo dos OCP.
Linfocitos ativados (células B e T, especificamente do tipo Th1 e Th17)
desempenham papel importante na reabsor¢do dssea patoldgica pelo mesmo
mecanismo dependente de RANKL, ao passo que a OPG é um receptor chamariz
soluvel que inibe a interacdo de RANKL com o seu receptor funcional RANK em
OCP. A razdo RANKL/OPG aumenta com o aumento da atividade inflamatoria, ja
que a OPG encontra-se regulada negativamente. Os neutrofilos ativados expressam
RANKL ligado a membrana e podem estimular diretamente a osteoclastogénese se
0s mesmos estiverem préoximos o suficiente do osso. A citocina anti-inflamatoria IL-
10 produzida por células Tregs, assim como, IFN-y produzido por células Th1, e IL-4
e IL-13 produzidas por células Th2 podem suprimir a osteoclastogénese. No entanto,
ressalta-se que a interacdo das células da imunidade inata e adaptativa é

consideravelmente mais complexa, embora estes principais mecanismos destrutivos
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operem no contexto da nao erradicada infecgao periodontal e inflamagao (32).

Recentemente, foram elaboradas importantes hipoteses em relagado ao papel
fisiopatologico da IL-33 na DP. A IL-33 € um membro recentemente descoberto da
familia IL-1. As células endoteliais e epiteliais produzem constitutivamente essa
citocina. A IL-33 é o ligante do receptor ST2, um membro da superfamilia TLR/IL-1R.
Esta provavelmente desempenha trés funcdes em relacdo a DP: como um alarme,
um quimioatraente e uma citocina sistémica. A liberacdo de IL-33, quando atua
como um alarme, resulta na destruicdo de diversas células por necrose,
principalmente fibroblastos e células epiteliais. No contexto da doenga inflamatéria, a
IL-33 induz outras respostas: degranulagdo dos mastécitos e a produgao de células
pré-inflamatérias (por exemplo, macrofagos, eosindfilos e basofilos). A liberagdo de
mediadores inflamatérios e de IL-33 ira induzir a ativagcdo de osteoblastos, o que
leva a producao de RANKL e diminui a produg¢ao de OPG, e a subsequente ativacao
de osteoclastos, aumentando fatores de transcricdo de osteoclastos. Além disso, a
degranulacdo de mastécitos em adigdo ao estado de inflamagao ira produzir
sensibilizagdo dos mondcitos circulantes e, neste microambiente, esses vao

diferenciar-se em osteoclastos (49).

Além disso, o papel da resposta de células B e plasmécitos ndo é totalmente
compreendido na periodontite, embora se considere que a resposta do anticorpo néo
seja protetora. De fato, o aumento da deposicdo de complexos imunoldgicos,
juntamente com fragmentos do complemento na gengiva doente sugerem que os
anticorpos secretados de plasmécitos podem estar envolvidos na resposta
inflamatéria. Também, a capacidade das células B para a produgdo de citocinas
inflamatorias e MMPs pode contribuir ainda mais para a lesdo do tecido. Talvez mais
importante, as células B constituem, juntamente com as células T, a maior fonte de
RANKL secretados e ligados a membrana, nas lesdes de reabsorgdes 0sseas da
periodontite. O papel protetor postulado das células Th1 torna-se consistente com a
correlagdo negativa de citocinas relacionadas com o tipo Th1 (IFNy e IL-12) com a
gravidade da periodontite em alguns estudos, e a capacidade das mesmas citocinas
para promover a imunidade mediada por células e para inibir a osteoclastogénese.
No entanto, outros estudos tém atribuido efeitos destrutivos para as células Th1 e
IFNy na periodontite, de acordo com a capacidade das células Th1 ativadas para
também expressar RANKL. Tais discrepancias, portanto, podem, em parte, ser
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atribuidas a papéis opostos desempenhados pela mesma subpopulagédo de células
T na periodontite. No mesmo sentido, as células Th2, que promovem respostas
destrutivas de células B, podem também secretar IL-4 e IL-13, que podem inibir a
osteoclastogénese (32).

Assim, a disseccado da resposta periodontal do hospedeiro, em termos de
aspectos de protecdo e destrutivos, parece ser confundida pela propria natureza da
doenca, em que uma resposta antimicrobiana protetora potente pode ser
compensada por danos teciduais inflamatorios colaterais. Isto se torna,
possivelmente, também verdadeiro para outras doengas inflamatorias com etiologia
polimicrobiana complexa. Atualmente, por conseguinte, ndo €& possivel atribuir

fungdes definidas para subpopulagdes de células T efetoras na periodontite (32).

E provavel que diferentes subpopulacdes de células T predominem em
diferentes fases da DP e a incapacidade para determinar a atividade da doenca

clinicamente torna-se uma limitagao importante, em todos os estudos (50).

2.1.1.1 Resposta Local e Sistémica da Doenga Periodontal

Em células creviculares diferengas significativas foram estabelecidas entre os
pacientes com AgP, CP e controles em relagdo a média do numero de linfécitos T
citotoxicos - CD8+ (LAgP > CP e controles) e linfécitos B - CD20+ (LAgP / GAgP >
CP e LAgP / GAgP > controles). Foram observadas variagdes significativas na taxa
de linfocitos T auxiliares CD4+ / CD8+ (LAgP < controles e GAgP < controles), bem
como uma correlagdo entre o numero de células T e o grau de inflamagéo. Isto
suporta a hipotese de uma patogénese imunoinflamatéria alterada em pacientes
com AgP (51).

Também, amostras de bidpsias gengivais de pacientes com CP foram
principalmente dominadas por células T CD4+ e CD8+. Contrariamente, nos
pacientes com AgP todos os quatro tipos de células (CD4+, CD8+, CD20+
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[plasmocitos] e CD68+ [macrofagos]) foram notavelmente aumentadas. Células

CD20+ foram significativamente mais prevalentes na AgP do que na CP (52).

Ja, em relagcdo a resposta sistémica, o soro fornece informagdes sobre o
estimulo inflamatério e resposta gerada na circulagdo frente aos patdégenos
periodontais (53).

Os niveis séricos de IFN-y, TNF-a e IL-10 foram significativamente
aumentados, enquanto que os de IL-2 foram significativamente menores nos
pacientes com periodontite em comparagdo com controles saudaveis. Aumento dos
niveis séricos de IFN-y e TNF-a em pacientes com periodontite foi associado com o
aumento no biofilme dentario de Aa e Pg, respectivamente. Também, a presenca de
Aa e Treponema denticola foi associada com um aumento da populacdo de CD3-
/CD16+ e células CD3+/CD8+, respectivamente (54).

Além disso, a resposta imunolégica humoral a bactérias torna-se estimulada
em pacientes com DP, como determinado por anticorpos IgG no soro a bactérias
especificas e/ou seus antigenos (55).

Embora alguns estudos tenham demonstrado que formas graves de DP
apresentem perfis inflamatorios sistémicos semelhantes (56-58), Lima et al. (2011)
(59), encontraram fontes celulares distintas de citocinas imunorregulatorias em
pacientes com AgP em relagdo a pacientes com CP, em que a frequéncia de IL-10
de células que expressam CD14+ foi maior na CP, mas ndao na AgP, em
comparagao com controles saudaveis. A quantidade de células T CD4+ envolvida na
producgao de IL-4 foi maior na CP do que em controles saudaveis.

Também, Nowak et al. (2013) (60) encontraram uma distingao bioldgica entre
os dois tipos da periodontite (AgP e CP), especialmente quanto a producéo de IFN e
ativacdo de células NK, em que uma infiltragdo de células NK tipo Th1 acentuada

em lesdes periodontais agressivas associadas ao Aa foi observada.

A evidéncia de que a periodontite constitui um fator infeccioso e inflamatorio
capaz de aumentar a sintese de mediadores inflamatorios provém também da
relevante contribuicdo que os estudos envolvendo terapia periodontal tém

proporcionado.

O efeito da terapia periodontal ndo cirurgica demonstrou niveis de IL-17 e IL—
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21 diminuidos e de IL-4 aumentados no fluido gengival, no entanto ndo foram
observadas diferengas no nivel de IFN-y. De modo correspondente, a expressao de
fatores de transcricdo como RORC (Th17) diminuiu 1,99 vezes e de GATA-3 (Th2)
foi aumentada em 1,76 vezes no sangue periférico. Novamente, ndo houve
diferengas no nivel de T-bet (Th1). Além disso, a quantidade de células Th17 no
sangue periférico foi reduzida, em especial a subpopulagdo IL-17+, IFN-y+. Estes
resultados sugeriram que as ceélulas Th17 desempenham um papel destrutivo no
equilibrio imunolégico da periodontite e o efeito das células Th1 ndo se tornou
significativo, enquanto que as células Th2 tiveram um efeito protetor (18). Também,
uma diminui¢do significativa nas concentragcdes séricas de IL-17 seis meses poés-

terapia foi encontrada (61).

Além disso, sabe-se que individuos com melhor resposta a terapia periodontal
tiveram diminuida sua categoria de risco inflamatério (OR 4,8, 95% CI 1,4-15,8),

apos correcao para idade, género, etnia e tabagismo (62).

Cabe ressaltar que a eficacia claramente estabelecida da terapia periodontal
sobre a resolucdo da inflamacdo e cura dos tecidos periodontais envolve a
modificagdo da microbiota, com recolonizacdo de bactérias comensais e
restabelecimento da homeostasia. Isto significa, entre outros beneficios, baixa na
producdo de mediadores inflamatérios e, consequentemente, pouco ou nenhum

alcance sistémico dos mesmos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar os efeitos sistémicos da terapia periodontal ndo cirurgica na
contagem de leucocitos e niveis de fator de crescimento transformador — beta no

sangue periférico.

3.1.1 Objetivos Especificos

- Avaliar a correlagdo entre os niveis de TGF-B e leucometria no sangue
periférico e os diferentes tipos de periodontite grave (periodontite agressiva
localizada; periodontite agressiva generalizada; periodontite cronica generalizada) e
os efeitos da terapia periodontal mecéanica sobre tais niveis.



39

4 MATERIAL E METODOS

4.1 INDIVIDUOS E GRUPOS DE ESTUDO

O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude — Universidade de Brasilia (045/2008 — ANEXO A).
O ensaio clinico foi registrado no http://www.clinicaltrials.gov.br/, No. RBR-24T799.

A fase clinica deste estudo foi conduzida na Clinica de Periodontia do Curso
de Odontologia da Universidade de Brasilia (UnB) e as fases laboratoriais,
hemograma com contagem diferencial para leucdcitos e quantificagdo dos niveis
séricos de TGF-B, no Hospital Universitario de Brasilia, Laboratério Hematologico —
HUB e Laboratério de Imunologia Molecular do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho — IBCCF-UFRJ, respectivamente. A avaliagcao e selecdo da amostra ocorreram
entre agosto de 2008 e agosto de 2010. O total da amostra (amostra de
conveniéncia) compreendeu 55 individuos sistemicamente saudaveis. Todos os
pacientes eram ndo fumantes e ndo usavam qualquer medicagdo. O grupo
periodontite consistiu de 19 mulheres (68%) e nove homens (amplitude de idade de
20-45; idade meédia: 34,36+6,24), com a presenca de pelo menos 18 dentes. A
classificagdo da DP foi de acordo com Armitage (1999) (63) e Armitage e Cullinan
(2010) (34). O grupo controle consistiu de 18 mulheres (67%) e nove homens
(amplitude de idade de 21-44; idade média: 33,1816,42), com profundidade de
sondagem clinica (PS) <3 mm e nivel de inserg&o clinica (NIC) <3 mm, <10% dos

sitios com SAS e nao evidéncia radiografica de perda 6ssea (Figura 1). Os critérios
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de exclusdo foram os seguintes: histéria positiva de tabagismo; gestantes ou
lactantes; terapia periodontal anterior; terapia antimicrobiana para condigcbes
sistémicas ou uso de antimicrobianos orais tdpicos nos ultimos doze meses;
diabetes; doenca autoimune; infecgdes agudas; alergias graves; doengas
gastrointestinais e renais; cancer; obesidade moérbida (IMC >40 kg/m?) ou abaixo do
peso (mal nutridos IMC <185 kg/m? (64), ou qualquer condicdo que os
investigadores julgaram poder alterar a fungédo do sistema imunoldgico, incluindo o
uso de medicagdes imunossupressivas, tais como terapia com corticoides, que pode
alterar o nivel de mediadores inflamatorios. Todos os individuos foram informados
verbalmente e por escrito do objetivo do estudo e, ao concordarem com as
implicagdes do tratamento, foram convidados a assinarem o termo de consentimento

Livre e Esclarecido.
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Figura 1. Flowchart delineamento do estudo

4.1.1 Exame Clinico

O exame clinico, realizado por um unico examinador experiente, incluiu o
registro de placa bacteriana visivel (IP) (65), sem o uso de qualquer corante, PS,
SAS (65) e NIC. As mensuragbes foram registradas em quatro sitios ao redor de
cada dente, vestibular, lingual e sitios proximais (para cada superficie proximal a
maior profundidade foi considerada), com o uso de sonda manual (sonda Michigan
O com marcagdes de Williams), excluindo terceiros molares. A calibragdo e medidas
de PS e NIC foram repetidas dentro de 24 horas e demonstraram concordancia
acima de 80%. O SAS foi calculado pelo coeficiente de Kappa e a concordancia
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intra-examinador foi >0,85. O exame clinico foi realizado no momento inicial € no fim

do periodo de seis meses da terapia de manutencéo.

4.1.1.1 Protocolo de Tratamento e Analise Laboratorial

Os individuos do grupo periodontite foram tratados em trés estagios: 1-
terapia periodontal mecanica (raspagem e alisamento radicular) com curetas Gracey
(5/6, 7/8, 11/12 e 13/14), 2- reinstrumentacdo de sitios, 3- terapia periodontal de
suporte (SPT). O estagio 1 foi realizado em <14 dias. Um més apds, no estagio 2,
realizou-se nova instrumentagdo mecanica nos pacientes em que persistiam bolsas
profundas, sangramento a sondagem e calculo. Nesse estagio, fez-se raspagem e
alisamento radicular meticulosa até o alcance das seguintes condi¢gdes periodontais
pré-determinadas: profundidade de sondagem acima de 4 mm em apenas trés ou
menos sitios, profundidade de sondagem acima de 5 mm em dois sitios no maximo,
indice de placa <15% e sangramento a sondagem <10%. No estagio 3, os individuos
foram agendados, quinzena ou mensalmente, de acordo com a necessidade de
controle de formagdo de biofilme dentario. A terapia periodontal de suporte foi
realizada por seis meses (Figura 2). Os individuos do grupo controle receberam

instruc&o de higiene bucal no momento inicial.

Dos 28 individuos do grupo periodontite, quatorze foram diagnosticados como
GCP, oito como GAgP e seis como LAgP. Cinco individuos com periodontite n&o
completaram o tratamento e o seguimento: doze com GCP, cinco com GAgP e seis
com LAgP. Vinte e trés individuos concluiram os trés estagios do protocolo
periodontal. Entre os 23 individuos que completaram o tratamento periodontal, dez
(43%) completaram em nove meses, dez (43%) em dez meses e trés (14%) em
doze meses. Nenhum dos pacientes com periodontite reportou efeitos adversos do
tratamento tais como febre ou indisposigao.
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As amostras de sangue foram coletadas para analise bioquimica no momento
inicial para todos os 28 individuos do grupo periodontite e 27 individuos do grupo
controle. Novas amostras de sangue foram coletadas dos 23 individuos do grupo
periodontite que completaram o tratamento periodontal, nos respectivos periodos
apos o inicio do tratamento: nove meses (dez individuos), dez meses (dez
individuos) e doze meses (trés individuos). O sangue venoso em jejum foi coletado
em tubos de gel separador entre 7:00 e 8:00 horas. Cada tubo EDTA foi analisado
dentro de trés horas no laboratério hematolégico do Hospital Universitario da
Universidade de Brasilia (HUB) para hemograma com contagem diferencial para
leucocitos, que incluiu mensuragdes padrao do numero de neutrdfilos, linfocitos,
mondcitos, basofilos e eosindfilos. Amostras de soro e plasma foram imediatamente

colocadas no gelo e estocadas em -80°C.

A analise laboratorial também constou da reacdo de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay — ensaio imunoenzimatico) que foi utilizada para quantificagao
dos niveis sorologicos de TGF-B, de acordo com as instrugbes do fabricante por
meio de kits comercialmente disponiveis (R&D Systems, Abingdon, UK) com limite
de deteccdo de 9,375 pg/mL. Em resumo, placas de 96 pogos foram sensibilizadas
com anticorpos monoclonais humanos (anticorpos de captura) para o alvo. Apos o
bloqueio por duas horas, a fim de evitar a ligacdo n&o especifica, TGF-$
recombinante humana ou amostras coletadas de soro dos pacientes desta pesquisa
foram adicionadas. A citocina foi detectada apds a ligacdo dos anticorpos de
deteccéo (biotinilados) depois da ligagdo da enzima estreptavidina em cada pogo. A
microplaca foi lavada para remover anticorpos nao ligados com a enzima. A reagao
colorimétrica resultante da adicdo do substrato foi parada pela adicdo de acido
sulfurico 1 M e as placas foram lidas a 492 nm por um leitor de microplacas (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). As concentragdes de TGF-B em cada amostra foram
determinadas por interpolagdo de uma curva padrao e foram apresentadas como
pg/mL (média + desvio padrdo). Os niveis séricos de IL-6 foram também

investigados, mas n&o foram detectaveis nas amostras.
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Estagio 1 - Terapia periodontal mecanica

1 més Entre
apos 3-6

Estagio 2 - Reinstrumentagao de sitios messe

Até o alcance das seguintes condi¢oes periodontais pré-determinadas:

Estagio 3 - Terapia periodontal de suporte

Figura 2 — Protocolo de tratamento (Grupo periodontite)

4.1.1.1.1 Analise Estatistica

As caracteristicas demograficas, paradmetros clinicos bucais/periodontais e
hematologicos (hemograma com contagem diferencial para leucocitos) iniciais e
apos a terapia periodontal de suporte, para ambos os grupos periodontite e controle
saudavel, foram apresentados em média + desvio padrdo (SD). Os parametros
clinicos periodontais IP, PS menor ou igual a 3 mm, PS 5 e 6 mm e SAS iniciais e
apos a terapia periodontal no grupo periodontite foram comparados pelo teste t
Student emparelhado por apresentarem distribuicdo gaussiana, como também as
células linfécitos, mondcitos, neutrofilos, leucocitos totais. Nos dois momentos
avaliados para este grupo, o teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi empregado
quando as variaveis numero de dentes (ND), PS 4 mm e maior ou igual a 7 mm,
eosindfilos e basoéfilos ndo apresentaram normalidade. As medidas ND, IP, SAS e
parametros hematolégicos, quando comparados entre o grupo controle e
periodontite, antes ou pés-terapia, foram confrontados pelo teste t Student para as
variaveis que apresentaram distribuicdo gaussiana em ambos os grupos. Nos casos
em que nao se observou a normalidade nos dois grupos foi empregado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Os dados foram analisados por meio do programa
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SAS 9.2 para Windows. Para efeito de analise foi empregado um nivel de
significancia de 5% (p <0,05).

Para evitar interferéncia da classificacdo da DP na interpretacdo dos
resultados foram feitas comparacdes dos valores médios das variaveis estudadas,
no pos-tratamento, entre os trés tipos de DP do grupo periodontite (GCP, GAgP,
LAgP). Dessa forma, comparacdes de todas as medidas testadas, anteriormente
citadas, foram feitas com o uso do modelo de analise de covariancia (ANCOVA).
Considerou-se como variavel dependente o valor da medida no pos-tratamento e,
como variavel auxiliar o valor da medida no momento inicial. Ajustamento de Tukey
foi empregado para se ajustar trés comparagbes multiplas e contrastes pré-
especificados foram usados para testar trés hipdteses: primeira, os valores meédios
no subgrupo GAgP n&o diferem estatisticamente dos valores médios no subgrupo
LAgP; segundo, os valores médios no subgrupo GAgP n&o diferem estatisticamente
dos valores médios no subgrupo GCP; e terceiro, os valores médios no subgrupo
LAgP néo diferem estatisticamente dos valores médios no subgrupo GCP. Para a
variavel idade, foram feitas comparacdes dos valores médios apos a terapia entre os
trés grupos com o uso do modelo de analise de variancia (ANOVA). Ajustamento de
Tukey foi empregado para se ajustar trés comparag¢des multiplas, e contrastes pré-
especificados foram usados para testar as mesmas trés hipdteses citadas
anteriormente. A comparagdo da proporgdo de individuos do género masculino,
como também do género feminino, entre os grupos foi testada por meio do teste de
Qui quadrado.

Para finalizar, os dados sorolégicos, pré e poOs-terapia, referentes a
quantificacdo de TGF- por ELISA foram analisados por meio do teste ANOVA a um
critério seguido de pos-teste de Tukey no programa GraphPad Prism (v5.0). Para
efeito de analise foi empregado um nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
CLINICOS BUCAIS DA POPULAGCAO DE ESTUDO PRE E POS-TERAPIA
PERIODONTAL NAO CIRURGICA

Inicialmente, foram envolvidos no estudo, 28 pacientes sem doencas
sistémicas, ndo fumantes e com DP (idade média: 34,36+6,24; 32% homens) e 27
controles saudaveis (idade média: 33,1816,42; 33% homens). Ndo houve diferencga
entre grupo periodontite e controle para as variaveis idade (p =0,4955) e género (p
=0,9251). Do total de pacientes do grupo periodontite, 23 foram acompanhados até
a remissdo da DP e mantidos na terapia periodontal de suporte. Os parametros
clinicos bucais iniciais e apos a terapia periodontal de suporte estdo mostrados na
Tabela 1.

No grupo periodontite, os valores médios apdés a SPT para as medidas ND,
IP, SAS e PS igual a 4 mm, 5-6 mm e =7 mm foram estatisticamente menores que
os valores médios para as mesmas medidas antes da terapia periodontal. O valor
meédio apds a SPT para a medida PS <3 mm foi estatisticamente maior que o valor
meédio antes da terapia. A terapia periodontal levou a um significativo decréscimo em
todos os parametros clinicos. A diferenga intragrupo entre o momento inicial e apos
a SPT teve P valor de 0,0001 para o ND e P valor <0,0001 para todos os outros
parametros clinicos. Nao foi possivel aplicar testes estatisticos para a medida NIC,
pois este parametro clinico foi mensurado apenas anteriormente a terapia

periodontal.

O grupo controle foi significativamente diferente no momento inicial do grupo
periodontite (p <0,0001 para IP e SAS). Os valores médios dessas medidas para o
grupo periodontite antes da terapia foram estatisticamente maiores em relagdo aos

valores médios para as mesmas medidas no grupo controle. Nos controles, o valor
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médio da medida ND n&o diferiu estatisticamente do valor médio para a mesma
medida quando comparada ao grupo periodontite antes da terapia.

A partir das comparacgdes entre o grupo controle e grupo periodontite apés
terapia obteve-se os seguintes resultados: o valor médio da medida IP para o grupo
periodontite n&o diferiu estatisticamente do valor médio para a mesma medida
quando comparada ao grupo controle; o valor médio para o IP no grupo periodontite
foi bastante reduzido em relagdo a esse mesmo valor antes da terapia.
Adicionalmente, aproximou-se muito do valor médio para essa mesma medida no
grupo controle. O valor médio da medida ND para o grupo periodontite foi
estatisticamente menor em relagdo ao valor médio para a mesma medida no grupo
controle. O valor médio para a medida SAS no grupo periodontite foi
estatisticamente significativo e menor do que o valor médio para o SAS no grupo

controle (p <0,0001).

Tabela 1 — Parametros clinicos bucais pré e pés-terapia periodontal de suporte.

Pos- p valor p valor
Controle Pré-terapia p valor
Parametros * terapia controle x | controle x
(n=27) (n =28) pré x pos
(n =23) pré pos
ND 28,78+2,01 27,25+4,84 24,7045,79 0,0001" 0,5317° 0,0294°
IP (%) 4,742,30 63,6133,64 4,8316,73 <0,0001° <0,0001° 0,0679°
SAS (%) 2,67+1,49  44,46+29,35 1,63£3,35 <0,0001° <0,0001° <0,0001°
PS (mm)
=3 mm 100,00£0,00  68,71+14,38 98,32+1,79 <0,00012 NA NA
4 mm 0,00£0,00 4,02+4,02 0,63+0,96 <0,0001" NA NA
5-6 mm 0,000,00 17,08+8,85 0,85+1,22 <0,0001° NA NA
27 mm 0,00+0,00 10,45+8,89 0,17+0,61 <0,0001" NA NA
NIC (mm)
=3 mm 100,00+0,00  62,56+18,20 NA NA NA NA
4 mm 0,00£0,00 4,97+4.77 NA NA NA NA
5-6 mm 0,000,00 18,74+8,96 NA NA NA NA
27 mm 0,00+0,00 13,73+11,49 NA NA NA NA

* Resultados apresentados em média + desvio-padrao.

' Teste de Wilcoxon; * Teste t emparellhado; ° Teste de Mann-Whitney; NA — nao aplicavel.
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Como mostrado na Tabela 2, ndo existiram diferengas nos parédmetros

hematoldgicos entre o grupo controle e grupo periodontite, tanto antes como apos

SPT.

Comparacgdes intragrupo nos pacientes com periodontite, mostraram que os

valores meédios pos-terapia para as medidas eosindfilos, basdfilos, linfocitos,

mondcitos, neutréfilos e leucdcitos totais ndo diferiram estatisticamente daqueles

registrados antes da terapia.

Tabela 2 — ParAmetros hematoldgicos pré e pos-terapia periodontal de suporte.
i p
. ) Pos- p valor | p valor
R Controle Pré-terapia . valor
Parametros * terapia . controle | controle
(n =27) (n =28) pré x ] .
(n =23) ] X pré X pos
pos

Eosindfilos (mm®)

o 143,74+102,00 227,96+179,80 178,26+95,26 0,1666'  0,0549° 0,2548°
referéncias: 45 a 400
Basdfilos (mm®)

L 14,19+31,35 8,714£21,97 13,30+21,30 0,2188"  0,5765° 0,6033°
referéncias: 0 a 100
Linfécitos (mm®)

o 2238,52+520,45  2136,75+508,12  2075,22+550,65 0,3018>  0,4663" 0,2870*
referéncias: 900 a 3300
Mondcitos (mm®)

L 428,22+141,26 368,75+128,59 366,65£138,50  0,5187°  0,1082* 0,1277*
referéncias: 90 a 800
Neutréfilos (mm?®)

L 3208,56+865,86  3548,64+1279,78 3104,59+1496,55 0,0871>  0,3279* 0,8049*
referéncias: 2295 a 6500
Leucdcitos totais
(mm3) referéncias: 4500 a  6171,48+1260,51 6297,50+1515,88 5970,00+1734,72 0,1808°  0,7393" 0,6373*

10000

* Resultados apresentados em média + desvio-padrao.

' Teste de Wilcoxon; * Teste t emparellhado; ° Teste de Mann-Whitney; * Teste t.
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Entre os 23 individuos que completaram o tratamento periodontal, doze
apresentavam GCP (oito mulheres e quatro homens; idade meédia: 37,17+1,63),
cinco, GAgP (quatro mulheres e um homem; idade média: 31,60+2,53) e seis, LAgP
(quatro mulheres e dois homens; idade média: 30,67+2,31). Os valores médios para
a idade, como também a proporc¢ao de individuos do género masculino e feminino,
no grupo periodontite, apos terapia, nao diferiram entre os trés subgrupos de DP (p
=0,553; p =0,8485; respectivamente). Uma vez que o grupo periodontite, neste
estudo, constou de trés subgrupos de DP grave, foram feitas comparagbes dos
valores médios, no pods-tratamento, entre estes subgrupos para as medidas
anteriormente citadas (Tabelas 3 e 4). Do ajuste dos modelos, foi observado que os
valores médios das diversas medidas, exceto células linfocitos, ndo diferiram
estatisticamente entre os trés subgrupos de periodontite grave (GCP; GAgP; LAgP).
No entanto, o valor médio correspondente as células linfécitos, no subgrupo LAgP,
foi estatisticamente maior que o valor médio no subgrupo GCP (p <0,0357) e n&o
houve diferenga estatisticamente significativa entre os outros subgrupos. Os valores
meédios para as células linfocitos nos trés subgrupos, em ordem decrescente, foram
LAgP > GCP > GAgP.
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Tabela 3 — Parametros clinicos bucais pré e pés-terapia periodontal de suporte nos subgrupos de periodontite.

Subgrupos Periodontite Grave p-valores
Peri ntit Peri ntit Peri ntit mparacga
e odo_ e e odo' e e oAdq e Comparacéo GAgP | GAgP LAGP
. Agressiva Agressiva Crbnica entre os
Variaveis . . . VS Vs Vs
Generalizada Localizada Generalizada | Subgrupos — LAgP§ ccPt | Gopt
(GAgP) (LAgP) (GCP) Teste F'
ND 22,81+ 1,09 24,79 + 1,01 25,43 + 0,72 0,1722 0,3736 0,1551 0,8729
IP (%) 9,71+2,18 3,26 + 2,02 3,57 + 1,41 0,0624 0,1035 0,0701 0,9916
SAS (%) 3,22+ 1,26 1,61+1,16 0,98 + 0,77 0,3304 0,6541 0,3012 0,8946
PS (mm)
<3 mm 98,16 + 0,77 98,66 + 0,75 98,21 + 0,47 0,8742 0,9029 0,9984 0,8702
4 mm 0,89 + 0,45 0,43 + 0,42 0,63 + 0,29 0,7568 0,7364 0,8791 0,9204
5-6 mm 1,63 £ 0,54 0,07 + 0,53 0,91+0,35 0,1719 0,1480 0,5138 0,4220
27 mm 0,06 + 0,30 -0,05 + 0,27 0,33+0,18 0,4406 0,9664 0,7131 0,4794

* Valores mais ou menos sdo média ajustada + erro padrao.

T p-valores calculados com o uso de ANCOVA,; § p-valores entre subgrupos calculados com o

uso de ANCOVA. Multiplas comparagdes foram ajustadas por Tukey.
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Tabela 4 — Pardmetros hematolégicos pré e pds-terapia periodontal de suporte nos subgrupos de periodontite.

Subgrupos Periodontite Grave p-valores
Peri ntit Peri ntit Peri ntit mparaca
e odo_ e e odo' e e C{dQ e Comparacéo GAgP | GAgP LAGP
Variaveis Agressiva Agressiva Cronica entre os vs vs vs
Generalizada Localizada Generalizada | Subgrupos — LAgP§ GcPt | Gopt
(GAgP) (LAgP) (GCP) Teste F'
T o 3
Eosindfilos (mm”) 143,65 + 41,92 214,29 + 38,38 174,67 + 27,30 0,4625 0,4374  0,8143  0,6887
referéncias: 45 a 400
s 3
Basdfilos (mm”) 16,62 + 8,64 10,92 + 7,92 13,11 + 5,68 0,8840 08741 09411  0,9740
referéncias: 0 a 100
Linfécitos (mm®) 2397,50 +
1939,53 + 153,83 ’ 1970,61 + 89,95 0,0372 0,1100  0,9840  0,0357
referéncias: 900 a 3300 ’ ’ 132,14 ’ ’
PO 3
Mondcitos (mm”) 384,91 + 57,47 353,58 + 54,42 365,58 + 36,34 0,9282 09234 09556  0,9823
referéncias: 90 a 800
Neutréfilos (mm?®) 2890,54 +
3397,12 + 903,39 ’ 3153,11 + 391,02 0,8672 0,8785  0,9684  0,9205
referéncias: 2295 a 6500 ’ ’ 542,42 ’ ’ ’ ’ ’ ’
Leucdcitos Totais 6124.48 +
(mm®) referéncias: 4500  6028,84 + 628,26 503 06 5868,24 + 411,66 0,9360 0,9933  0,9751 0,9357

a 10000

* Valores mais ou menos sdo média ajustada + erro padréo.

T p-valores calculados com o uso de ANCOVA,; § p-valores entre subgrupos calculados com o

uso de ANCOVA. Multiplas comparagdes foram ajustadas por Tukey.

5.1.1 ELISA pré e pés-Terapia Periodontal Nao Cirargica

No grupo periodontite, as amostras dos grupos de doenca (LAgP, GAgP,

GCP) apresentaram maior quantidade de TGF- anteriormente a terapia, no entanto

nao houve diferenga estatisticamente significativa quando os niveis de TGF-3 foram

comparados antes e poés-terapia para todos os grupos (Figura 3). Além disso, os
niveis de TGF-3 foram estatisticamente maiores nos pacientes com LAgP (p<0.05) e
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GCP (p<0.01) em relagdo aos controles anteriormente a terapia. A IL-6 n&o foi

detectavel em nenhum grupo de doenga e momento analisados.
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Figura 3 — Niveis séricos de TGF-[3 pré e pés-tratamento



53

6 DISCUSSAO

Em individuos susceptiveis a DP, a nao resolugdo natural da inflamacao
periodontal resulta em uma inflamacgao crbnica, que pode ter impacto sistémico
(11,66-70). A resposta inflamatoria aguda é protetora, mas um fracasso para
remover as ceélulas inflamatérias, neutrofilos especialmente, caracteriza a lesao
cronica, destrutiva e patolégica (11). Portanto, torna-se evidente a partir dos dados,
que os trés aspectos da patogénese da DP: infecgdo, inflamagado e imunidade
adaptativa tém um papel potencial e impacto na resposta imunoinflamatoria

sistémica, que tanto iniciam ou medeiam uma gama de doencas sistémicas (11).

Anteriormente a este estudo, foram encontrados niveis de proteina C-reativa
ultrassensivel (hs-CRP) >0,3 mg/dL em individuos com periodontite grave em
comparacgao a individuos controles (60,87 versus 23,08 respectivamente; p=0,0216)
(24) e a terapia periodontal foi associada com o decréscimo dos niveis de hs-CRP
circulantes no soro e aumento de lipoproteina de alta densidade (HDL).

O presente estudo investigou a contagem de WBC no sangue periférico e os
niveis de TGF-B nos trés grupos de DP grave (GAgP, LAgP e GCP), bem como os
efeitos da terapia periodontal ndo cirurgica sobre os mesmos.

Nota-se que os tecidos periodontais doentes apresentam elevada expressao
de citocinas reguladoras, como o TGF-B (71). Embora as células Tregs e Th17
desempenhem papéis diferentes durante a patogénese da infec¢do, tem sido
demonstrado que existe uma via de desenvolvimento reciproco. Células T naive
expostas ao TGF-B sobrerregulam a Foxp3 e tornam-se células Tregs induzidas,
porém, quando cultivadas com TGF-3 e IL-6, as células T naive geram células Th17
com atividades patologicas (osteoclastogénese). Assim, quando a resposta
imunologica ndo esta ativada, o TGF-B favorece a geragdo de células Tregs
induzidas que suprimem a inflamacao. No entanto, quando uma infecgdo torna-se
estabelecida, por exemplo, durante a gengivite ou fase precoce da periodontite, a IL-
6 é sintetizada, durante a resposta imunoldgica inata, inibindo a geracéo de células
Tregs e induzindo a diferenciagdo de células Th17 que sao pré-inflamatérias e proé-
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reabsorgcéo na presenca de TGF-f3 (31).

Este estudo demonstrou, anteriormente a terapia periodontal, um aumento
nos niveis de TGF-B no soro de pacientes com LAgP e GCP comparados aos
controles (Figura 3). Isso sugere uma repercussao sistémica da doenga, em que o
TGF-B em pacientes com periodontite aparece como um componente molecular
associado a imunossupressao da resposta inflamatéria, pois os niveis de TGF-3
foram maiores nestes em relacdo aos controles. Os niveis de IL-6 ndo foram

mostrados, pois esta citocina nao foi detectavel nas amostras.

Uma vez que a prevaléncia de LAgP €& menor (34,63,72), o critério de
agrupamento adotado permitiu também a obtencdo de um numero maior de
individuos com doenga grave no grupo periodontite (Tabelas 1 e 2). No entanto, a
analise destes individuos também em subgrupos da DP (LAgP, GAgP e GCP) torna-
se justificada por estudos anteriores (56,60,72,73) terem demonstrado uma distingao

biolégica em relacdo aos marcadores inflamatoérios sistémicos entre a AgP e CP.

A contagem de WBC caracteriza-se como marcador n&o refinado de
inflamacéo sistémica e correlaciona-se com a resposta do hospedeiro quanto a uma
variedade de estimulos. Este marcador também tem sido associado com uma
previsao significativa de eventos cardiovasculares futuros e intolerancia a glicose em

diferentes populagbes (74,75).

O numero de eosinodfilos, basdfilos, linfocitos, mondcitos, neutrofilos e
leucdcitos totais encontrado nos pacientes com periodontite grave neste estudo
(Tabela 2) ndo configurou um quadro de leucocitose, indicando que a inflamagéo
sistémica suscitada pela infeccdo periodontal foi menos pronunciada. Isso também
sugere que, em geral, os pacientes participantes no estudo tinham saude sistémica
e a terapia periodontal ndo produziu mudangas na contagem diferencial para

leucocitos.

Estes resultados confirmaram os dados de estudos anteriores (76,77) que
demonstram que células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
periodontite ndo proliferaram em resposta aos antigenos bacterianos. No entanto,
outros estudos (78,79) confirmaram um numero maior de leucocitos totais e

neutréfilos no sangue periférico de pacientes com periodontite moderada a grave,
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com uma relagdo positiva entre gravidade da doenga e numero de leucdécitos no

sangue.

Recentemente, foi demonstrado um aumento significativo no numero de
neutréfilos no sangue periférico de pacientes com GAgP (79). No presente estudo,
apos a terapia periodontal, o numero de linfocitos nos pacientes com LAgP foi
estatisticamente maior que em pacientes com GCP (p <0,0357) (Tabela 4). Entre os
outros subgrupos (GAgP versus LAgP e GAgP versus GCP) ndo houve diferencga
estatisticamente significativa (Tabela 4). Os numeros de linfocitos nos trés
subgrupos foram, em ordem decrescente, LAgP > GCP > GAgP, similarmente ao
reportado por Berglundh et al. (2001) (80). Estes autores compararam a composigao
das lesbes gengivais de 21 individuos com CP e seis criangas LAgP. Avaliagbes
estereoldgicas e analise histoquimica revelaram que os linfécitos e células B, em
especial, ocuparam fragbes de volume significativamente maior na LAgP do que na
CP. Também, Cairo et al. (2010) (56) encontraram uma forte resposta de anticorpos
no soro para agentes infecciosos na LAgP e pobre resposta de anticorpos no soro
para a GAgP.

Os niveis séricos de varias citocinas em pacientes com periodontite foram
investigados em diversos estudos anteriores, e muitas vezes, os resultados s&o
controversos (18,54,61). As contradi¢ées nos dados existentes foram provavelmente
causadas pela heterogeneidade entre os varios individuos, diferentes
susceptibilidades a DP, diferengcas na microbiota bucal e baixos niveis de citocinas
no soro (54).

Uma vez que Th1, Th2 e Th17 sdo mutuamente inibidoras, pode-se
argumentar que a agao simultanea das células T no desenvolvimento da periodontite
seria improvavel, e que estas subpopulacbes de células T podem levar
independentemente a progressdao da DP. No entanto, mais estudos ainda sé&o
necessarios para a determinacdo exata do crosstalk entre citocinas de células T
auxiliares na DP e seu impacto na evolugédo da doenga (40).

Diferentes combinagdes de moléculas de adesdo e seus ligantes, ou a
expressao de citocinas e quimiocinas distintas no microambiente, contribuem para

as diferencas de recirculacdo ou recrutamento seletivo de subpopulacdes celulares
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para os locais de inflamagao, o que por sua vez, pode influenciar o resultado da
doenga (59).

Sabe-se ainda que a auséncia de células Tregs torna-se indicagdo para uma
grande variedade de disturbios, tais como autoimunidade, dermatite, periodontite e
mesmo rejeicao de transplantes. Uma opgao de tratamento em potencial para esses
transtornos torna-se em aumentar o numero de Tregs em sitios locais (81,82). Os
meétodos atuais para a expansao in vivo de Tregs contam com terapias bioldgicas,
que nao sao especificas de Tregs, e estdo associadas com muitos efeitos colaterais
adversos. Formulagbes sintéticas capazes de induzir Tregs poderiam ser uma
estratégia alternativa para atingir um aumento in situ em numeros de Tregs. O
desenvolvimento e testes in vitro de uma formulagéo sintética de Tregs indutoras
que consistiam de veiculos de liberagdo controlada de IL-2, TGF-3 e rapamicina foi
relatada (combinagao de citocinas e droga que foram previamente reportadas para
inducédo de Tregs). A IL-2, TGF-B e rapamicina sdo liberados ao longo de trés a
quatro semanas a partir destas formulagdes. Além disso, Tregs induzidas na
presenca destas formulagbes expressaram os marcadores estabelecidos para Tregs
(fendtipo) e suprimiram a proliferagdo e fungdo de células T naive a niveis
semelhantes ao fator soluvel indutor de Tregs, bem como a ocorréncia natural de
Tregs. Essas formulagbes também foram capazes de induzir Tregs Foxp3+ em
células humanas in vitro. Em geral, os autores relataram que a combinagao destas
formulagcdes de microparticulas tem potencial de serem utilizadas in vivo para
inducdo de Tregs em sitios locais de rejeicdo de transplantes ou de autoimunidade
(82).

Outro critério estabelecido no estudo com o intuito de aperfeigoar possiveis
falhas de trabalhos anteriores refere-se ao que se determinou como conclusao da
terapia. Quando se |é nos artigos publicados “avaliagdo poés-terapia periodontal”,
nota-se que nado ha uma uniformidade quanto a confirmacgao clinica de tal resolugao.
A maioria dos estudos determinaram que novos dados seriam coletados apds
conclusao da terapia, sem no entanto, mencionarem que, efetivamente, a remissao
dos sinais clinicos foi aferida. Este estudo atendeu rigorosamente a estes principios
ao determinar, de acordo, com a resposta de cada paciente, o tempo individual de
conclusao da terapia periodontal ativa. Um periodo de manutencédo de seis meses
(SPT), desde entdo, como conduta estritamente necessaria no tratamento de
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periodontite grave, constituiu outro aprimoramento metodolégico do estudo.

Quanto aos efeitos da terapia periodontal nao cirurgica sobre os parédmetros
periodontais clinicos, tornou-se claro um significativo decréscimo em todos estes (p
<0,0001) (Tabela 1). Ressalta-se a significativa redugédo do IP de 63,61+£33,64 para
4,8316,73 e SAS de 44,46+29,35 para 1,63+3,35. O ND foi estatisticamente menor
poOs-terapia, devido a exodontia de dentes condenados periodontalmente (p
=0,0001) (Tabela 1).

Este conjunto de medidas, relativas a terapia periodontal ativa e SPT
garantiram adequada resposta clinica a todos os pacientes. Adicionalmente, rigoroso
protocolo terapéutico e de manutengao contribuiu para o restabelecimento da funcao
fagocitaria em neutrofilos do sangue periférico (83) e reducao dos niveis de hs-CRP
em pacientes com DP grave (24). Sdo achados que também apoiam as conclusdes
de D'Aiuto et al. (2004) (22,25) e Kamil et al. (2011) (84) ao relatarem maior redugao
nos niveis de marcadores inflamatérios sistémicos entre aqueles com melhores

respostas clinicas a terapia periodontal.

Com base no papel da terapia e manutencdo periodontal (SPT), deve-se
enfatizar que, como parte dos critérios do estudo, dos 23 pacientes que
completaram o tratamento, dez (43%) completaram em nove meses, dez (43%) em
dez meses e trés (14%) em doze meses. As amostras de sangue, pos-terapia, para
quantificar os niveis de TGF-3 e contagem de WBC foram coletadas apenas apods a
resolucao da inflamacé&o periodontal, ou seja, entre nove e doze meses apos o inicio
do estudo, dependendo da resposta de cada paciente a terapia. Tal conduta
permitiu, com maior seguranga, verificar os efeitos da terapia sobre os niveis de
TGF-B e contagem de WBC e, assim, confirmar o papel da periodontite grave na

inflamacgéao sistémica nestes pacientes.

Neste estudo, a antibioticoterapia sistémica ou local ndo foi usada na terapia
periodontal, ou mesmo o uso de qualquer outra medicagéo, por exemplo regimes de
anti-inflamatérios, como empregados em outros estudos (7,74,85,86). Isto se pautou
no fato de poderem afetar a resposta imunoinflamatéria por parte do paciente e,

assim, interferirem nos resultados clinicos.

O seguimento de critérios estritos de inclusdo estabelecidos no estudo,

conducdo rigorosa da terapia periodontal ndo cirargica, com tempo de
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acompanhamento relativamente longo invibializaram uma amostra com maior
numero de pacientes. Pacientes fumantes, obesos e que faziam uso de qualquer
medicagéao, principalmente, agentes anti-inflamatdérios, estatinas, ou qualquer terapia
hormonal foram excluidos da amostra. Dessa forma, se evitou ajustes para os
efeitos destes como fatores de confusdo nas analises estatisticas e, especialmente,
os efeitos potenciais destes na resposta inflamatoéria para o tratamento periodontal.

Deve-se considerar que a interpretacdo dos resultados dos estudos se torna
dificil devido a algumas diferengas metodolégicas entre os mesmos. Amostras de
pequeno tamanho, populacdes de estudo ndo comparaveis, quanto a idade, etnia,
localizagdo geografica, diferentes medidas e definigdes de periodontite sdo aspectos
que dificultam a comparagao entre os resultados. Da mesma forma, os parametros
utilizados para avaliar os efeitos do tratamento periodontal e a melhoria nos niveis

circulantes de marcadores biolégicos divergem entre os estudos (67,87)

Uma caracteristica unica do biofilme da cavidade bucal, particularmente do
biofilme subgengival é sua estreita proximidade a tecidos altamente vascularizados.
Qualquer rompimento da integridade natural do epitélio subgengival, cuja espessura
€ no maximo dez camadas, pode levar a bacteremia (88). Na periodontite, por sua
vez, o epitélio da bolsa periodontal é caracteristicamente fino e ulcerado e, por isto,
frequentemente se abre, permitindo o acesso das bactérias ao tecido conjuntivo e
vasos sanguineos. Em pacientes com periodontite moderada a grave, a area total do
epitélio da bolsa em contato direto com o biofime subgengival é
surpreendentemente grande, podendo chegar ao tamanho aproximado ao da palma
da mdo humana ou, em casos de doenga avancada, muito maior (89). Portanto,
ambos, 0 acesso de micro-organismos a corrente sanguinea e a instalagdo de uma
inflamagédo crénica com area e intensidade suficientes para suscitar significativa
resposta do hospedeiro fornecem a base para o estudo da inter-relagdo entre DP e
DCV, obesidade, entre outras.

Dessa forma, a complexidade dos processos imunolégicos envolvidos na
resposta do hospedeiro conduz a diferengas na manifestagdo e progressao da DP
(40), o que leva a necessidade de diferentes abordagens terapéuticas.

Novos tratamentos para a DP devem abordar a importante contribuicdo das

células imunologicas na reabsor¢do Ossea, particularmente no tocante ao curso
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natural da doenga (periodos de remissao e progressao) (32). Os tratamentos atuais
para a DP, embora obtenham excelentes resultados clinicos locais e sistémicos,
dependem de procedimentos mecanicos (raspagem e alisamento radicular), pois o
biofilme dentario deve ser desorganizado e sempre que possivel eliminado. Porém,
tais procedimentos negligenciam, na maioria das vezes, as células imunolégicas. No
entanto, com base no entendimento atual das respostas imunoldgicas, torna-se
essencial reavaliar as formas de tratamento ja disponiveis para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas que visam o controle da perda ossea alveolar
provocada pela resposta imunolégica mediada por células. Como exemplo, pode-se
citar a inibigcdo da producao e/ou expressdao de RANKL (atuagdo na transcricdo e/ou
traducgéo) pelas células imunologicas ativadas e/ou bloqueio da interagao fisiologica
RANKL-RANK. Embora os modelos animais tenham demonstrado resultados
promissores para varias abordagens terapéuticas, alguns problemas de efeitos

secundarios sdo apontados.

Uma vez que a DP caracteriza-se como infec¢ado polimicrobiana, patégenos
podem modular a resposta de células T para promover sua propria capacidade de
adaptagdo, e a resposta imunolégica em si torna-se uma mistura de respostas
imunologicas mediadas por todos os micro-organismos representados no biofilme
(32, 40). Portanto, pode nao ser possivel dissecar padrdoes de atividade dominante
de Th1, Th2, Th17 ou Tregs de forma confiavel entre as amostras de tecido
periodontal doente coletadas. Assim, pode ser mais simples e mais produtivo
considerar os papéis de cada citocina Th1, Th2, Th17 ou Tregs na infec¢ao
periodontal, ja que torna-se notavel o desempenho das células T na manutencéo da

homeostasia entre micro-organismos do biofilme e hospedeiro.

Ainda é incerto quais vias de sinalizagao especificas precisam ser bloqueadas
para atenuar a doenga ou aprimoradas para promover a defesa do hospedeiro. Por
outro lado, a modulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro por meio de
farmacos pode resultar em efeitos adversos secundarios, 0 que exige
monitoramento cuidadoso desta abordagem (82). Portanto, estudos adicionais séo
necessarios para entender o inicio e progressdo da DP e desenvolver intervengdes

terapéuticas para controla-las.
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7 CONCLUSOES

Os critérios estabelecidos para o alcance de redugdo e remissao dos sinais
clinicos de inflamacédo da doenga e a eficiente terapia de suporte individualizada
adotada constituiram importantes diferenciais metodolégicos deste estudo. A adogao
de tais critérios assegurou eficacia da terapia periodontal mecénica na resolugao
clinica da doenca.

A partir dos resultados observados quanto aos indices dos marcadores
bioldgicos de inflamacéo leucécitos e TGF-B, antes e apds terapia periodontal, pode-

se concluir que:

- A ndo existéncia de diferenca na contagem de leucdcitos, apos terapia
periodontal ndo cirurgica, entre os individuos com periodontite e controle confirma
que esse constitui um marcador ndo especifico de inflamacao. Tal constatacdo é
consonante com o estado inflamatério de baixo grau observado na doenga

periodontal,

- Nao obstante o numero de linfocitos ndo apresentar diferenga significativa
entre os individuos com periodontite e os controles antes da terapia periodontal, a
elevagao do numero de linfocitos em pacientes com LAgP, apds terapia periodontal,
demonstra a existéncia de um perfil inflamatorio distinto na LAgP. O certo de grau de
imunossupressdo durante a doenca, apontado por esse perfil, foi confirmado pelo

sensivel aumento do numero de linfécitos mediante a resolugéao clinica do quadro;

- O aumento nos niveis de TGF- no soro de pacientes com LAgP e GCP,
comparados aos controles, significa que este consiste em um componente de
imunossupressao da resposta inflamatoria e, provavelmente, age como uma citocina
anti-inflamatdria. Além disso, a elevagao dos niveis séricos sugere uma repercussao

sistémica da doencga periodontal.
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