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Introducdo

A periodontite € uma doenca inflamatdria de etiologia multifatorial, desencadeada pela resposta imune-
inflamatdria do hospedeiro aos periodontopatégenos presentes no biofilme subgengival, caracterizada clinicamente
pela destruigcdo dssea e perda de inser¢do conjuntiva, que se ndo tratada pode levar a perda dos dentes. (1)

Atualmente, a periodontite é classificada em estdgios e graus. Independentemente do estagio do diagndstico,
a periodontite pode progredir com taxas diferentes em individuos. A estratificacdo de risco é baseada em fatores de
risco bem validados, incluindo tabagismo, diabetes tipo Il ndo controlado, evidéncia clinica de progressdo ou diagnostico
de doenca em idade precoce e gravidade da perda dssea em relagdo a idade do paciente. (2)

Além de tais fatores de risco reconhecidos que afetam a taxa de progressdo da periodontite, o papel das
citocinas é extremamente importante na progressdo da doencga. Muitos estudos apresentam linhas de pesquisa que
vém sistematicamente mostrando um importante papel das citocinas pré e anti-inflamatorias.

Hoje, sabe-se que a interleucina-10 (IL-10) apresenta funcdes regulatdrias e anti-inflamatdrias, reduzindo a
expressdo de citocinas proé-inflamatorias como a IL-13 e TNF-a. Pesquisas investigaram a IL-4 e [L-10 como
biomarcadores importantes, atuando de forma protetora na quebra da perda dssea alveolar, ou seja, atenuando a
progressdo da doenga periodontal. (3,4) Além disso, A IL-4 foi determinada por meta-analise como uma citocina que se
mostra diminuida em pacientes com periodontite cronica e elevada apds o tratamento periodontal (5), indicando seu
papel protetor na periodontite.

Por outro lado, estudos investigaram o papel da interleucina-1f (IL-1B) na periodontite cronica e mostraram
gue a quantidade total dessa citocina no fluido gengival crevicular estd relacionada com a gravidade da periodontite.
(6) Assim como a IL-1B, foram constatados niveis significantemente maiores de IL-6 em individuos diagnosticados com
periodontite do que com salde periodontal. (5) Além dessas, estudos demonstraram que o Fator de Necrose Tumoral
(TNF) participa da patogénese da periodontite, atuando como uma citocina pro-inflamatéria, podendo exacerbar a
reabsorgdo dssea, através do aumento da atividade osteoclastica e reducdo de osteoblastos. (7)

Considerando que a dishiose subgengival é um fator determinante para que haja o inicio da periodontite,
diversas espécies vém sendo identificadas como essenciais para que esse processo ocorra, como a bactéria
Aggregatibacter actinomycetencomitans (Aa) que ha muito tempo estd associada a antiga periodontite agressiva
localizada. Os fatores de viruléncia de Aa interagem com células hospedeiras para iniciar uma resposta inflamatodria
exacerbada nos tecidos gengivais periodontias. (8) Quando em contato com as exotoxinas do Aa, o epitélio oral e o
tecido conjuntivo adjacente formam a primeira barreira de defesa contra esse patégeno. (9) Resumidamente, o Aa pode
migrar facilmente do sulco gengival para o epitélio interno por meio de sua capacidade de aderir as células epiteliais.
(10, 11) Apods penetrar no tecido conjuntivo subepitelial, suas exotoxinas estimulam os fibroblastos gengivais a
secretarem citocinas proé-inflamatdrias, como IL-6, IL-1B e TNF-a, que iniciardo o processo de defesa contra esse
patdgeno, confirmando a importancia na avaliacdo da resposta de fibroblastos contra estimulacdo bacteriana.



Posteriormente, essa resposta imune local recrutara as células inflamatdrias da resposta sistémica, como mondcitos e
macrdéfagos, induzindo mudangas nas vias de sinalizacdo e na expressao génica. (12)

Dessa forma, através da avaliacdo do perfil de expressdo proteica de células fibroblasticas gengivais primarias,
estimuladas por extrato proteico total de Aa, tanto de individuos com Periodontite grau A ou B (PerioAB), quanto de
individuos com periodontite grau C (PerioC) e de individuos com Saude Periodontal (SP), o presente estudo pretende
auxiliar no compreendimento da etiopatogénese da periodontite e seus niveis de progressdo, buscando um futuro onde
medidas terapéuticas e preventivas para combater essa doenca se tornem mais previsiveis.

Objetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de expressdo de IL10, L4, IL6, IL1 e TNF-a por células fibroblasticas
primdrias de individuos com PerioAB, PerioC de individuos com salde periodontal (SP) e, avaliar se este seria alterado
pelo estimulo com extrato proteico de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, nos trés grupos.

Materiais e Métodos

Para a realizacdo do projeto, foi delineado um estudo laboratorial, envolvendo cultura de células de origem
primaria, colhidas e isoladas de 5 pacientes com PerioAB, 5 pacientes com PerioC e 5 com SP, os quais apresentavam
necessidade de realizacdo de cirurgias orais. Além disso, os pacientes diagnosticados com periodontite deviam estar em
fase de terapia periodontal de suporte. O grupo controle foi representado por células ndo estimuladas pelo extrato
bacteriano.

A selecdo dos pacientes foi de acordo com os seguintes de inclusdo e exclusdo:

e PerioAB: perda dssea radiografica em pacientes com até 35 anos de idade; pelo menos 20 dentes presentes,
sendo 8 com PS> 5 mm e SS em 3 dentes ndo contiguos. (13, 14)

e PerioC: perda dssea radiografica em pacientes maiores de 35 anos de idade; pelo menos 20 dents presentes,
sendo 8 dentes com PS =5 mm e SS em 3 dentes ndo contiguos. (13, 14)

e SP: indice de sangramento gengival — IG, e sangramento a sondagem — SS < 10%, nivel de inserc3o clinica — NIC
<3mm; (15)

e C(Critérios de Exclusdo para todos os grupos: alteracBes sistémicas ou uso de medicamentos que possam
influenciar na resposta ao tratamento periodontal, nos 6 meses anteriores ao estudo; realizacdo de tratamento
periodontal incluindo instrumentacdo subgengival nos 6 meses anteriores ao estudo; habito tabagista, gravidez
ou periodo de lactacgdo.

Isolamento e cultivo celular

Para a obtencdo da cultura primaria de fibroblastos gengivais (FGs) foi adotado o protocolo de Silvério et al
(2010). (16) Foram coletadas bidpsias de tecido conjuntivo e esses foram colocados em meio de cultura padrdo. Em
seguida, esses FGs foram expandidos até que atingissem 80% de confluéncia. Apds expansdo, as células foram colocadas
em uma solucdo de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21mM e congeladas em nitrogénio liquido até o experimento, utilizando-
se como meio de congelamento o DMSO (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA).
As células utilizadas para os experimentos foram as células entre a segunda e quarta passagens e os experimentos foram
realizados em triplicata.

Obtencdo do extrato total da Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A cepa utilizada foi cedida pela FIOCRUZ/Manguinhos e foi armazenada na drea de Periodontia (FOP/UNICAMP).
As células foram reativadas em meio BHI Agar e foram deixadas por 24h para crescimento em 5% de CO,. Para a extra¢do
do extrato total do Aa (AaPE) foi utilizado o protocolo descrito por Albiero et al (2017) (17), onde foi acrescentado 700l
de agua ultrapura e =0,16g de beads de zirconia 0.1mm de didmetro (BioSpec Products, Inc., Bartlesville, OK, EUA). Os
microtubos foram levados em aparelho Mini-BeadBeater (Biospec) em forca maxima. As amostras foram centrifugadas
duas vezes e o sobrenadante livre de beads teve a concentracdo proteica dosada pelo reagente de Bradford (Sigma).

Avaliacdo da viabilidade celular




Para a determinacdo da viabilidade celular foi feito um ensaio de MTT onde os FGs de cada grupo foram
desafiados com 1 a 25 pg/mL de extrato proteico de Aa. Ao final desse ensaio, escolheu-se duas concentragdes que ndo
comprometeram a viabilidade celular: uma maior e uma menor (5 e 20 ug/mL, respectivamente).

Exposicéio ao extrato do Aa e identificacdo da especificidade do estimulo bacteriano

Foi feita a estimulacdo dos FGs por AaPE nas concentracdes de 5 e 20 ug/mL (concentragBes que ndo
comprometeram a viabilidade celular determinada no ensaio de MTT) por 1.5 e 3 horas. Apds cultivo e estimulacéo, o
RNA foi coletado seguindo o protocolo do reagente TRIzol (Invitrogen) e congelado a -802C para posterior extracdo e
analise de expressdo génica.

Andlise de expressdo génica
Apods a coleta do RNA total das células, a qualidade e a concentracdo de RNA foram medidas através de um

espectrofotémetro (Nanodrop 2000, 10 Thermo Scientific) e 10uL de aliquotas do sobrenadante foram usadas para
sintetizar a fita complementar de DNA (Roche Diagnostic Co., Indianapolis) em um volume final de 20ul. O gPCR
(Quantitative Polymerase Chain Reaction) foi realizado pela tecnologia LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche
Diagnostic Co.) para detecgcdo dos genes IL10, IL4, IL6, IL1B e TNFa. Cada experimento foi realizado em triplicata,
utilizando a dgua como controle negativo. O nivel de expressdo génica foi determinado através do método cycle
threshold (Ct) e o gene 18S foi usado como “housekeeping” gene. A férmula 6Ct foi utilizada para calcular o nivel de
expressdo do gene alvo.

Resultados e Discussdo
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Figura 1. Niveis de expressdo de IL-10 em células de pacientes com SP, PerioAB e PerioC.

A Figura 1 apresenta os niveis de expressao da interleucina 10 nas diferentes populagdes estudadas. Observa-
se que esta foi expressa nos grupos de saude periodontal, tanto no grupo controle quanto no induzido por AaPE. Ja nos
grupos de periodontite, houve uma diferenca estatistica entre os grupos controle da PerioAB e controle da PerioC
(p=0.0152). A interleucina foi expressa em altos niveis apenas na PerioC, podendo ser associada a doenca periodontal
em seu estagio de rdpida progressao. Além disso, o grupo controle da PerioC expressou maiores niveis IL-10 do que as
células com estimulo bacteriano, indicando que o estimulo foi responsavel pela menor producdo de citocina anti-
inflamatoria.
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Figura 2. Niveis de expressdo de IL-6 em células de pacientes com SP, PerioAB e PerioC.

Apesar da interleucina 6 ndo apresentar diferencas estatisticas, a Figura 2 nos permite concluir que tal citocina
pode ser fortemente associada aos pacientes com doenca periodontal de progressdo lenta a moderada, visto que a
populacdo de PerioAB foi a Unica que expressou a citocina IL-6. Estudos indicavam que os niveis de IL-6 em individuos
diagnosticados com periodontite eram significantemente maiores do que em individuos com saude periodontal, porém,
nesse estudo, foi possivel analisar ainda que a expressao € ainda maior quando as células sdo estimuladas pelo extrato

de AaPE. (5)
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Figura 3. Niveis de expressdo de IL1B em células de pacientes com SP, PerioAB e PerioC.

Enguanto a IL-6 estd associada a periodontite de progressdo lenta a moderada, a Figura 3 nos permite concluir
gue a interleucina 1B esta intimamente relacionada a periodontite de rapida progressdo (PerioC), visto que apresentou
uma diferenca estatistica entre o grupo com estimulo bacteriano da PerioAB e o grupo estimulado da PerioC (p=0.0016).
Esse resultado se relaciona com outros estudos da area, os quais afirmavam que a quantidade total da interleucina 1B
no fluido gengival crevicular estava relacionada com a gravidade da periodontite. (6)

Os resultados da IL-4 e TNFa ainda ndo foram obtidos, mas de acordo com o cronograma de execuc¢do do

projeto, terdo seus resultados expressos no relatério final.

Conclusao

Podemos concluir que as citocinas IL10, IL6 e IL1p podem apresentar um potencial papel na etiologia da doenca
periodontal, visto que foram expressas de acordo com cada perfil periodontal. Porém, mais estudos avaliando a sua

interagdo com outras citocinas sdo necessarios.
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