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«“Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.

(Cora Coralina)
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1.RESUMO

A doenga perjodontal (DP) é caracterizada como infec¢do oral que resulta em
inflamagfio gengival, destruigfio de tecidos periodontais, perda 6ssea alveolar e algumas
vezes perda dos dentes em casos severos. Diabetes mellitus (DM) consiste de um grupo
de desordens que incluem redugfio ou auséncia de insulina. A inter-relagfio entre DM e
DP ¢ bem discutida. Estudos mostram que pacientes diabéticos tipo II tiveram niveis de
IgA séricos mais elevados (IgAl parece contribuir para esse evento) e alteragfio na
producfo de citocinas. A severidade da doenga periodontal pode sugerir alteragdes nos
titulos de IgA1 e na expressdo de citocinas. Neste trabalho foi testada a hipétese de que
pacientes diabéticos tipo II com doenga periodontal crénica moderada (DPCM)
poderiam apresentar diferengas nos titulos salivares de IgAl e expressdo de citocinas
quando comparados com pacientes com doenga periodontal cronica severa (DPCS). Foi
empregada a reatividade & Jacalina para se determinar os titulos de IgAl por ELISA, e
RT-PCR para expressio de citocinas em 13 amostras salivares de pacientes diabéticos
com DPCM e 11 com DPCS. Os resultados demonstraram que os titulos de IgAl em
DPCM foram maiores do que em DPCS, com maior prevaléncia do titulo de IgA1 64
em DPCS e do titulo 512 em DPCM. Além disso, foi mostrado que a expressio de
mRNA de IFN-y foi maior no grupo DPS que no grupo DPM, e a expressiio de TNF-¢.
foi similar em ambos os grupos. Por outro lado, ndo foi detectada expressio de mRNA
para as citocinas IL-13 € IL-4 em nenhum dos grupos. Portanto os dados do presente
trabalho sugerem que a IgAl pode estar exercendo parcial protegio ao grupo DPCM e

que a expressdo de mRNA para TNF-a ndo pode ser correlacionada ao grau de

severidade da doenga.

Palavras-chaves: IgAl, Doenga Periodontal, Diabetes Mellitus, Jacalina, Citocinas.



2.ABSTRACT

The periodontal disease has been characterized as an oral infection that results in
gingival inflammation, destruction of periodontal tissues, alveolar bone loss and
sometimes lost of the teeth in severe cases. Diabetes mellitus consists in a group of
hat include reduction or absence of insulin. The relationship between diabetes

disorders t

mellitus and periodontal disease is well discussed. Studies has been shown that diabetic

patients type II have higher levels of serum IgA (IgAl seems contribute for this event)
and alteration in the cytokine production. The severity of periodontal disease could
suggest some salivary differences in the IgAl titers and in the cytokine expression. In
this work was tested the hypothesis that the diabetic patients type II with moderate
periodontal chronic discase (MPCD) could present difference between IgAl salivary
titers and cytokine expression when compared with the severe periodontal chronic
disease (SPCD) cases. [t was employed the reactivity to Jacalin to determine IgA1 titers
by ELISA, and RT-PCR to detect the cytokines expression in saliva of 13 diabetic
patients with MPCD and 11 with SPD. The results showed that the titers of IgAl in
MPCD were higher than SPCD, with a higher prevalence of the IgA 1 titer 64 in SPCD

and IgAl titer 512 in MPCD. Furthermore, was showed that IFN-y mRNA was highly

expressed in SPCD group than MPCD group and the expression of the TNF-ao mRNA
was similar in both groups. On the other hand, IL-13 mRNA and IL-4 mRNA did not
detected in any saliva samples of the analyzed groups. Therefore the results of present

work suggest that IgAl could have a partial protection in MPCD group and mRNA

expression for TNF-o and was not correlate to disease severity degree.

Key words: IgAl, Periodontal Disease, Diabetes Mellitus, Jacalin, Cytokines.



3.INTRODUCAO

3.1. Doenga periodontal (DP)

A periodontite ¢ uma doenga inflamatéria cronica caracterizada por infecgfio oral
que leva & inflamagdo gengival, destruigdo de tecidos periodontais, perda de osso
alveolar e eventual esfoliagdo dos dentes em casos severos (SOCRANSKY:
HAFFAIJEE, 1992). A forma mais branda da doen¢a periodontal (DP) ¢ a gengivite,
caracterizada por inflamagdo nas papilas, edema, eritema e tendéncia ao sangramento
(AMAR; HAN, 2003).

A DP pode ser cronica ou agressiva ¢ ainda localizada ou generalizada (SLOTS.
2002). De acordo com a Academia Americana de Periodontia (1999) convencionou-se
uma nova classificagdo baseada em critérios clinicos e radiograficos, em que se avalia,

além da profundidade de bolsa, a perda de inser¢do como pardmetro de fundamental

importancia para o estabelecimento do diagndstico na doenga periodontal (Tabela 1),

Tabela 1. Classifica¢do das periodontites de acordo com a Academia Americana de
abela 1.

Periodontia (1999).
Periodontite Cronica Extensdo Severidade
Localizada < 30% dos sitios Leve: perda de insercdo de | — 2 mm
ocaliza
Moderada: perda de insercdo de 3 - 4 mm
; > 30% dos sitios . ) _
Generalizada 30% Severa: perda de inser¢io > Smm

Evidéncias baseadas em estudos microbioldgicos, imunoldgicos e clinicos tém
vidén

trado que algumas formas de DP em adultos podem permanecer estaveis por muitos
mostrado qu



anos sem oferecer riscos & dentiglo, enquanto outras necessitam tratamento intensivo
levando em tltimo caso & perda 6ssea (SEYMOUR, 1987).

A DP & causada por bactérias na placa dental, com evidéncias de que patégenos
periodontais especificos sio responsaveis pela forma progressiva da doenga
(SEYMOUR; GEMMELL, 2001). A DP cronica severa estd associada a uma complexa

flora microbiana contendo aproximadamente 500 tipos diferentes de bactérias e muitos

desses microrganismos possuem significante papel virulento, sendo que, algumas dessas

bactérias periodontopéticas especificas da cavidade oral como Actinobacillus

actinomicetemcomitans ¢ Porphyromonas gingivalis podem, ainda, causar infec¢des

crénicas e disseminar-s€ para a circulagdo sistémica e afetar outros orgdos

(KESAVALU et al., 2002).

Socransky et al. (1998) descreveram complexos bacterianos associados as

formas avancadas da DP cronica. Dentre estes, o principal denominado complexo

vermelho, ¢ formado pelos microrganismos Porphyromonas gingivalis, Treponema

denticola ¢ Tannerella forsythia. Coerente com 0 conceito de que a presenga da bactéria

patogénica per se € insuficiente para causar a doenga (SEYMOUR; TAYLOR, 2004), a

susceptibilidade do paciente € de fundamental importancia para o desenvolvimento da

DP (SEYMOUR, 1991).

Os fatores periodontopatogénicos bacterianos associados a DP podem ser

classificados em diretos € indiretos (LIEBANA et al., 2004). A patogenicidade direta é

devido a acio de elementos estruturais € metabolicos, exotoxinas e outros produtos

produzidos pelas bactérias que exercem influéncia direta nos tecidos periodontais e tém

como principais consequéncias: destrui¢do tecidual, diminui¢io da proliferagio do

fibroblasto, progressdo microbiana e penetragfo nas células epiteliais, aumento da

apoptose ¢ fen6menos citotoxicos (DARBY; CURTIS, 2001; EZZO; CUTLER, 2003;



YAMANO et al., 2003). Ji a patogenicidade indireta, diminui a resisténcia do

hospedeiro e pode interferir especialmente na fagocitose por diferentes mecanismos

(HOLT et al., 1999; EZZO; CUTLER, 2003).
Em relago ao tratamento, geralmente a DP cronica moderada (DPCM) pode ser

tratada com procedimentos nao cirtirgicos, incluindo raspagem e alisamento radiculares.

Para a DP cronica severa (DPCS), tratamentos cirurgicos podem ser necessdrios,

incluindo a eliminagdo de bolsas, reconstrugio de papilas e até mesmo enxertos, de

tecidos moles ou duros (6sseos) (AMAR; HAN, 2003).

3.2. Diabetes mellitus (DM)
O diabetes mellitus (DM) consiste em um grupo de desordens que sdo

caracterizadas por redugdo ou falta de produgdo de insulina (YOON, 1991; TAYLOR et

al., 1998). Ele ¢ causado pelo mau funcionamento do metabolismo de lipidios e de

glicose dependente de insulina e se apresenta como a triade cldssica de sintomas:

polidipsia, politria, € polifagia que sdo freqiientemente acompanhadas por fadiga

cronica e perda de peso (SOSKOLNE; KLINGER, 2001). O individuo pode possuir

tolerancia alterada a glicose, metabolismo prejudicado de carboidratos ¢ lipideos com

aumento de agticar no sangue ou hiperglicemia. A hiperglicemia que ocorre no diabético

pode predispor 0 individuo a complicagdes como aterosclerose, doengas renais ou

retineanas e comprometer a circulagiio nas extremidades (TAYLOR et al., 1998).

Os critérios para O diagnostico da DM, segundo a American Diabetes

Association 2003, para que O individuo seja considerado positivo sdo: niveis de glicose

>200mg/dL medidos randomicamente em pessoas com sintomas como politria,

polidipsia ou perda de peso; individuos com niveis de glicose sanguinea >126mg/dL; e

niveis de glicose sanguinea >200 mg/dL, 2 horas apos ingestdo de 75g de glicose. A



classificagiio do DM reconhece diferentes formas da doenca. Dentre elas pode-se ter: do
tipo I (insulino-dependente); tipo II (ndo insulino-dependente); de outros tipos

especificos; e diabetes mellitus gestacional.

3.2.1. Diabetes mellitus tipo I

£ causada pela destruigio das células B do péncreas que produzem a insulina

necessaria para evitar a hiperglicemia. Essa destrui¢do pode ser causada por reagdo

auto-imune ou infecgdo viral (YOON, 1991; NISHIMURA et al, 1998) e essa

destrui¢iio ¢ acompanhada pela tendéncia desses pacientes em desenvolver cetoacidose,

se a insulina nio for administrada (SOSKOLNE; KLINGER, 2001).

A DM tipo I também ¢ conhecida por diabetes juvenil por acometer mais

freqlientemente individuos com menor faixa etaria, e compreende de 2 a 5% de todos os

casos de diabetes (MATTSON; CERUTIS, 2001).

3.2.2. Diabetes mellitus Tipo II

E resultado da combinagdo entre resisténcia a insulina pelas células e defeito na

secre¢o da insulina (SOSKOLNE; KLINGER, 2001). No primeiro caso, podem ocorrer

defeitos na molécula de insulina ou anormalidades nos receptores da membrana celular

para insulina. Essa condigdo impede seu funcionamento e essa resisténcia é tdo

prejudicial quanto sua falta (TAYLQR et al., 1998; REES, 1994).

Devido 4 DM tipo II acometer mais tardiamente, ela ¢ conhecida como DM do

adulto. A DM tipo II pode ser fregiientemente controlada por dieta e perda de peso. e

representa de 85 a 90% dos casos de DM (TAYLOR et al., 1998; REES, 1994). Esse

tipo pode também requerer insulina em determinado estagio da doenga.




3.2.3. Diabetes mellitus de outras causas especificas

Esse tipo estd associado a doengas sistémicas cronicas que resultam no mau
funcionamento do péncreas devido & inflamagio ou infecgdo, alterando com isso a

produgio de insulina (Associagdo Americana de Diabetes, 1997).

3.2.4. Diabetes mellitus Gestacional

Esse tipo desenvolve-se durante o periodo gestacional, podendo ser reversivel ou

ndio, e possui etiologia hormonal (Associagfio Americana de Diabetes, 1997).

3.2.5. Complicacdes do diabetes mellitus

As principais complicagdes do DM incluem: retinopatia, nefropatia, neuropatia e

anormalidades circulatorias resultantes da hiperglicemia (SOSKOLNE; KLINGER,

2001).

Dois possiveis mecanismos para explicar essas alterages t€m sido propostos. O

primeiro ¢ a via Polyol em que a glicose ¢ reduzida a sorbitol pela enzima

aldolreductase. O sorbitol € considerado uma toxina tecidual e tem sido implicado na

maioria das complicagdes do DM (ROBINSON et al., 1983). O segundo mecanismo

est4 relacionado & producdo de “Advanced Glycation Endproducts” (AGEs) devido a

acio ndo enzimdtica das hexoses as proteinas. Esta alteragdo de muitas proteinas

corporeas que incluem o colageno, a albumina plasmatica, proteinas oculares e

lipoproteinas, acaba comprometendo suas fungdes (BROWNLEE, 1992). AGEs sio.

portanto, produtos finais de reagdes ndo enzimaticas de proteinas, sdo encontrados no

plasma, acumulam-se em tecidos, e com isso, propiciam o agravamento no quadro do

DM (STERN et al., 2002).
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O controle do DM estd claramente relacionado & manutengdo dos niveis
sanguineos de glicose em limites considerados normais e existem claras evidénciés de
que as complicagdes podem ser evitadas pelo controle meticuloso da hiperglicemia
(SOSKOLNE; KLINGER, 2001). O monitoramento da eficiéncia desse controle ¢ fejto
pela medida dos niveis de proteinas séricas glicosiladas, especialmente a o-hemoglobina
que, devido a sua incorporagdio nas hemdcias, propicia indicagfio nos niveis de glicose
sérica dos tltimos 2 ou 3 meses (MATTSON; CERUTIS, 2001).

Tanto a DM tipo I quanto a tipo II sdio caracterizadas por hiperglicemia,

hiperlipidemia e complicagdes associadas (GABIRR et al., 2000).

3.3. Interacoes entre doenga periodontal e doengas sistémicas

Existem evidéncias de que as relagdes entre DP e doencas sistémicas
possam ser bidirecionais (AMAR; HAN, 2003). Segundo a USDoHaH (2000), nio
somente doencas sistémicas podem ter manifestagdes bucais mas a DP pode também
exacerbar certas condigdes sistémicas. Estudos mostram niveis circulantes de
componentes pr(’)-inﬂamatérios bacterianos como endotoxinas em pacientes com DP

cronica severa significativamente maiores quando comparados aos de pacientes com

satde periodontal (WILSON et al., 1996).

3.3.1. Doenga periodontal e doenga cardiovascular

Patogenos orais oriundos de lesdes periodontais alcangam a corrente sanguinea,
induzindo reagdes inflamatorias sistémicas e efetoras contra estas bactérias periodontais,
Além disso, a resposta inflamatéria local cronica e intensa da periodontite resulta em

mediadores da inflamagédo circulantes que poderiam iniciar ou exacerbar 0s

componentes inflamatérios da aterosclerose (BECK, 1999).
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Tem sido proposto que a infecgiio cronica bacteriana da periodontite pode
provocar e modificar a aterosclerose por estabelecer uma carga sistémica de patogenos,
endotoxinas e citocinas inflamatorias, que podem contribuir para o progresso dos
eventos aterogenéticos e tromboembdlicos (OFFENBACHER, et al., 1999).

Certas bactérias da placa dental podem causar endocardite e coagulagdo

disseminada intravascular e tém sido freqiientemente localizadas em ateromas humanos

(STELZEL et al., 2002). Logo, esses patégenos possuem a capacidade de promover o

desenvolvimento da aterosclerose € dar inicio a trombose corondria (AMAR; HAN,

2003).

3.3.2. Docnga periodontal € desordens respiratorias

Infecgdes respiratorias  como pneumonia e certas doengas pulmonares

obstrutivas cronicas (DPOC) envolvem a aspiragdo da bactéria da orofaringe para o

trato respiratorio (SETHI et al., 2000; BARNES, 2000). A aspira¢do dos conteudos

pela interagdo entre DP e infecgdes

orais ¢ provavelmente O maior responsavel

respiratorias. A relacdo entre pobre saude bucal (doenga periodontal) e doenga

respiratoria (pneumonia ou DPOC) tém também sido sugerida por um numero

consideravel de estudos epidemiolégicos (SCANNAPIECO; HO, 2001). Virios

patégenos orais tem sido identificados como presentes em infeccdes pulmonares como

Porphyromonas gingivalis, Bacteroides fragilis, Bacteroides oralis, e A. Actinomyces
(SCANNAPIECO, 1999).

A DP pode ainda agir em conjunto com outros fatores (fumo, alergia, fatores

genéticos, etc) para contribuir para a progressao e/ou exacerbacio das doencas
b

respiratérias. Entretanto, sdo necessdrios mais estudos para se determinar a relativa
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influéncia das condigdes orais na patogénese das doengas respiratérias (AMAR; HAN,

2003).

Muitos casos tém sido descritos sobre o papel potencial dos microrganismos
orais na patogénese das infecgdes respiratorias (SCANNAPIECO, 1999). Esses
microrganismos poderiam ser aspirados diretamente para o interior das vias aéreas em
altas concentragdes, especialmente em pacientes com periodontite severa, e entdo causar

infecgdo. E ainda possivel que as bactérias orais, especialmente espécies anaerobias,

liberem produtos biologicamente ativos como lipopolissacarideos (LPS) e enzimas

bacterianas especificas que seriam capazes de modificar a via aérea mucosa por

estimular liberagdo de citocinas inflamatérias pelas células epiteliais (AMAR; HAN,

2003).

3.3.3. Doenca periodontal ¢ 0steoporose

A maioria dos estudos que correlacionam DP e osteoporose investigam o papel

desta tltima no inicio € no progresso da periodontite € perda ossea (LUNDSTROM et

al., 2001). Sabe-se que a etiologia ¢ a patogénese da osteopenia oral e sistémica sdo

similares em vdrios aspectos, € tém ainda um carater multifatorial (LOZA et al.. 1996).

O mecanismo de perda ossea ¢ mais provéavel que seja pelo aumento da reabsorgdo

éssea, devido ao aumento da atividade osteoclastica local/sistémica. Somado a isso,
bl

tanto a perda 0ssea local quanto a sistémica possuem fatores de risco como: idade

(JEFFCOAT,; CHESNUT, 1993), deficiéncia de estrogeno (GENCO; GROSSI. 1998), e

fumo (PAYNE et al. 2000). Esse mecanismo de interagdo local/sistémico deve ser

melhor estudado para que S€ possa compreender melhor a interdependéncia dos dois

Processos.
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3.3.4. Doenca periodontal ¢ diabetes mellitus

Existem amplas evidéncias na literatura que associam diabetes e doenga
periodontal (KATZ et al., 2005). Ambas as doengas tém uma incidéncia relativamente

alta na populagdo geral e caracterizam algum grau de disfungdo do sistema imune

(AMAR; HAN, 2003).

A infecgdo periodontal possui um efeito adverso no controle glicémico

(STEWART et al, 2001) e estudos demonstram que pacientes diabéticos com

periodontite severa exibem mais complicagdes do DM e podem apresentar deficiéncias

no controle metabdlico quando comparados com diabéticos sem periodontites

(TAYLOR et al., 1996; TERVONEN; KARJALAINEN, 1997; COLLIN et al., 1998).

Um desses estudos mostrou que pacientes DM tipo II com periodontite severa foram

aproximadamente seis vezes mais propensos a ter baixo controle glicémico durante dois

anos em avaliagio que pacientes sem DP severa (TAYLOR et al., 1996). Isto sugere que

algumas alteragdes metabolicas induzidas pelo DM servem para diminuir a resisténcia

do hospedeiro e romper 0 equilibrio periodontal, € que estas altera¢des induzidas pelo

DM na resposta imune do hospedeiro podem ndo ser evitadas ou reversiveis com

controle glicémico (IACOPINO, 2001).

As cinco principais complicagdes do diabetes incluem: microangiopatias

(estando a retinopatia entre elas); nefropatias; neuropatias; doenga macrovascular e

retardo na cicatrizagao de feridas — pode ser que sejam causadas pela hiperglicemia

(ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2003). A periodontite tem sido

atribuido o status de sexta complicagdo do diabetes (LOE, 1993).

Historicamente, estudos que relacionam diabetes e periodontite tém se focado

nas mudangas vasculares 1n0s tecidos periodontais como microangiopatia gengival

(LISTGARNEN, 1974), hipofungao dos granuldcitos (MANOUCHEHR-POUR et al.,
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1981), aumento da labilidade do tecido resultando em diminuigdo da producdo de
coldgeno ou aumento na atividade da colagenase gengival (SORSA et al., 1992) e
mudahc;as na microflora oral (ZAMBON et al., 1988).

Os mecanismos bioldgicos importantes em DM também afetam a saude
periodontal e parecem ser multifatoriais. Mecanismos que contribuem para esse
processo tém sido citados tais como: microangiopatias, alteragdes no Fluido Crevicular
Gengival (FCG), alteragdes no metabolismo do colageno, resposta inflamatéria do

hospedeiro, alteragdes na microflora subgengival e predisposicdo genética (SALVI et

al., 1997).

Existem evidéncias substanciais para suportar que o diabetes seja fator de risco
para a pobre satde periodontal, e também hé evidéncia para a infec¢fio periodontal
adversamente afetar o controle glicémico no diabetes (TAYLOR, 2001). Evidéncias
indiretas vém de investigagdes de relages entre resisténcia a insulina e doencas
inflamatorias de tecidos associados (SVENSON et al, 1987; HALLGREN;
LUNDQUIST, 1983), outras doengas clinicas e infec¢lio aguda (DROBNY et al., 1984:
SAMMALKORPI, 1989). '

Em relagfio a esse sinergismo entre DM e DP, Pickup e Crook (1998) sugeriram
a hipétese de que a DM tipo II pode ser uma desordem do sistema imune inato e resulta
em um processo cronico e de baixo nivel inflamatorio. Os agentes desencadeantes da
inflamac#o sdo muitos e potencialmente incluem a infecgdo oral, que pode levar a uma
cascata de eventos como 0 aumento na brodugﬁo de citocinas (HOTAMISLIGIL, 1999),
ativacdo da sintese de proteinas de fase aguda (PICKUP et al., 1997) e conseqiiente

resisténcia a insulina. Esses fatores produzem mudangas patogénicas resultando no DM

tipo I (WINKLER et al., 1998).
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Virios mecanismos tém sido propostos para o aumento da susceptibilidade a
infecgdo em diabéticos, incluindo impedimento quimiotatico, fagocitico, e eliminagfo
bacteriana por células da resposta imune inata (PICKUP; CROOK, 1998).
Interessantemente, diabéticos ndo sdo mais susceptiveis a todas as infecgdes, mas
parecem ser particularmente mais vulnerdveis as infecgbes gram-negativas (JOSHI et
al., 1999).

O actmulo de AGEs afeta a migragdo e atividade das células mononucleares e
polimorfonucleares, resultando no estabelecimento de uma flora subgengival mais
patogénica (GROSSI; GENCO, 1998). Esta pode ser a explicagdo para o maior grau de
severidade periodontal, fregiientemente encontrado nos pacientes diabéticos. A
maturaciio e gradual transformagdo dessa microflora essencialmente Gram-negativa iria,
por sua vez, constituir via epitélio ulcerado da bolsa uma fonte cronica de desafio
sistémico (GROSSI; GENCO, 1998). Logo, o tratamento da DP em pessoas com DM ¢
claramente um importante componente na manuten¢do da satide bucal ¢ também possui

um papel fundamental na manuten¢do do controle glicémico (AMAR; HAN, 2003).

3.4. Resposta imunolégica na doenga periodontal/diabetes mellitus
3.4.1. Citocinas

E aceito que muito da destruigdo tecidual periodontal observada na periodontite
¢ mediada pelo hospedeiro atraveés da liberagdio de citocinas inflamatérias por células do
sistema imune ¢ tecidos, em resposta a flora bacteriana e seus produtos/metabélitos,
especialmente LPS (PAGE, 1991). Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular,
envolvidas no estagio efetor da imunidade e inflamagdo, que regulam a amplitude e
duragiio da resposta (SEYMOUR; GEMMEL, 2001). As citocinas interagem entre si;

primeiro por induzirem a si proprias; segundo por transmodularem os receptores de
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superficie celular e terceiro por interagdes sinérgicas, aditivas ou antagonistas no
funcionamento celular (BALKWILL; BURKE, 1989).

As citocinas tém sido estudadas em células in situ, células extraidas de tecidos
gengivais, células mononucleares de sangue periférico, linhagens e clones de células T
assim como populagbes de células purificadas. Virias técnicas tém sido empregadas
incluindo citometria de fluxo, “Enzime Linked Immunosorbent Assay” (ELISA),
hibridizagdo in situ e reagfo da cadeia polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR).
Além disso, componentes bacterianos incluindo produtos de sonicados, e células mortas
por formalina, outros componentes de membrana, e antigenos purificados tém sido
utilizados para estimular células in vitro comparando os perfis de citocinas (ZADEH et
al., 2000).

Fatores de viruléncia bacterianos resultam diretamente na degradacéio de tecidos
ou causam a liberagdo de mediadores biologicos por parte de células do hospedeiro.
Exemplos de mediadores envolvidos com essa destrui¢do sdo proteinases, citocinas e
prostaglandinas (OZMERIC, 2004).

As citocinas sfo sinalizadores intercelulares e representam um mecanismo
fundamental pelo qual as células envolvidas na resposta imune se comunicam
(SEYMOUR; TAYLOR, 2004). A produgdo de citocinas “apropriadas” ¢ essencial para
o desenvolvimento de imunidade protetora (SEYMOUR; GEMMELL, 2001), caso
contrario, a doenga pode adquirir cardter progressivo ou destrutivo (KELSO, 1990).

A forma pela qual o sistema imune seleciona a resposta frente a determinado
patogeno nfio estd bem esclarecida (MOSMANN; SAD, 1996). Entretanto, a
determinagfio das caracteristicas tanto do hospedeiro quanto do patégeno ¢ qu;a ra

direcionar qual perfil de células produtoras de citocinas serd ativado (Thl-resposta
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celular ou Th2-resposta humoral). Isso é importante na compreensdo ndo somente da
patogenia da DP mas também de outras doengas infecciosas (KELSO, 1990).

As citocinas sfo reguladores celulares que possuem influéncia principal na
produgiio e ativagdo de diferentes células efetoras. Células T e macroéfagos sdo a
principal fonte, embora, elas também possam ser produzidas por uma ampla variedade
de células que desempenham importantes papéis em muitas respostas fisiolégicas
(SEYMOUR; GEMMELL, 2001).

Na DP, A alta vascularizagdo do periodonto inflamado pode servir como fonte
semelhante 4 endocrina, para fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) e outros
mediadores inflamatérios (GROSSI; GENCO, 1998; OFFENBACHER et al., 1996). O
TNF—q, a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-1 (IL-1), todos mediadores importantes
na inflamagdo periodontal, t€m sido mostrados por terem importantes efeitos no
metabolismo da glicose e de lipideos, particularmente seguido a uma infecgio aguda ou
trauma (FEINGOLD et al., 1989; LING et al., 1995). Tem sido relatado que o TNF—q,
a lL-6 e a IL-1 interferem com o metabolismo glicidico por serem antagonistas da
insulina (LING et al., 1995; MICHIE, 1996; PICKUP et al., 1997, FEINGOLD:
GRUNFELD, 1992; GRUNFELD et al., 1990).

A resisténcia induzida pela infec¢do, se cronica, serviria como precursor para
ativar o DM. A destrui¢do de células § pancreaticas pode resultar de um desequilibrio
pré-inflamatorio criado por niveis elevados de IL-1 e TNF-o (MOLLER, 2000). Diante
disso, alguns pesquisadores .tém especulado se citocinas pré-inflamatdrias como I1-] e
TNF-0, produzidas em resposta sistémica 4 DP poderiam ser responsaveis pela

resisténcia 4 insulina e subsequente baixo controle glicémico nos pacientes com DP

(LOSCHE et al., 2000).
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Localmente, os LPS  bacterianos  estimulam monocitos,  leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), macréfagos e outras células a produzirem IL-1, TNF-q e
prostaglandina E2 (PGE2). A IL-1 e o TNF-o parecem possuir importante papel na
destruicio tecidual e PGE2 parece ser parcialmente responsivel pela perda ossea
associada a DP (OZMERIC, 2004.). O LPS produzido por Porphyromonas gingivalis é
um potente indutor de IL-1B, TNF-o ¢ PGE2, as mesmas citocinas pro-inflamatérias
estimuladas pelos AGEs em DM (GROSSI, 2001). Niveis elevados de TNF-a estdo
presentes na obesidade, principal causa de resisténcia & insulina e bem conhecido fator
de risco para o DM tipo IL E provével que os niveis mais elevados de TNF-q possam
contribuir para o inicio do DM em individuos obesos (MEALEY; RETHMAN, 2003).

Células do tecido periodontal estimuladas por bactérias associadas & DP severa
secretam citocinas incluindo IL-1B, interleucina 8 (IL-8) e TNF-a. A IL-1B, potente
estimulador de reabsorgio Ossea, estd relacionada a patogénese da destruigdo do tecido
periodontal (GORE et al., 1998). A IL-1B pode modular a reabsor¢do 6ssea por ativar
osteoclastos e estimular a sintese de PGE2 (ALEXANDER et al., 1996).

De acordo com Gemmell e Seymour (1994), as similaridades entre a lesdo
periodontal inicial/estabelecida e o tipo de hipersensibilidade apresentada sugere que o
perfil de citocinas T auxiliadoras 1 (ThI) seja o principal mediador. Tal conceito ¢é
consistente com a proposta de que a forte resposta imune inata leva a produgiio de
interleucina 12 (IL-12) e interleucina 18 (IL-18) por mondcitos ¢ neutréfilos. A IL-18
foi descoberta em 1989 como um forte indutor de interferon gama (IFN-y) e ¢
estrutaralmente homologa a IL-1P resultando em mecanismos de sinalizagio e
transmodulacdo de sinais similares. A IL~18 ¢ capaz de acelerar a maturacdo de células

T virgens para células Thl tendo como co-fator a IL-12 e conseqiientemente a producio

de IFN-y (SEYMOUR; TAYLOR, 2004). A produgdo de IFN-y aumenta a atividade
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fagocitica dos neutréfilos e macrofagos favorecendo a contengdo da infecgio.
Entretanto, a lesdo persiste devido a formagio continua do biofilme bacteriano
(GEMMELL; SEYMOUR, 1994). Além disso, respostas T auxiliadoras 2 (Th2)
aumentadas também t€m sido relatadas. Células T de sangue periférico de paciémes
com DP ¢ com altos titulos de anticorpos anti-Porphyromonas gingivalis produziram
maiores quantidades de interleucina 4 (IL-4) que células de pacientes sadios, quando
estimuladas in vitro com a bactéria (AOYAGI et. al.,, 1995). A IL-13 mimetiza os
efeitos da IL-4 em células ndo linféides como os macrofagos, porém, parece ter um
efeito menor que a IL-4 sobre os linfécitos T ou B. A principal agdo da IL-13 ¢ agir
como antagonista de IFN-y, inibindo sua ativagdo (ABBAS, 2003).

A interleucina 10 (IL-10) no DM, tem sua secrecdo significativamente
aumentada em resposta ao LPS (STEIN et al., 1997), e na DP possui niveis detectiveis
em FCG de bolsas em pacientes com periodontite, mas nfio detectavel em controles
(GAMONAL et al., 2000).

Diante desses achados, sugere-se que a desregulagdo na produciio de citocinas
associada ao DM pode explicar as seqiielas mais severas das infeccoes apresentadas em

pacientes com DM quando comparadas aos individuos controle (NAGHIB et al., 2004).

3.4.2. “Advanced glycation endproducts” (AGEs)

Os AGEs sfo quimiotaticos para linhagens mondcito-macréfago ¢ sio
capturados por monoécitos ou células endoteliais via receptores especificos conhecidos
como receptores “Scavenger” de macréfagos (MSR) (HORIUCHI et al., 1986) ou

receptores para “Advanced Glycation Endproducts” (RAGE) (NEEPER et al., 1992)

estimulando os mondcitos a proliferar (YUI et al., 1994),
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Os AGEs sdo biologicamente ativos e podem iniciar uma série de respostas
celulares incluindo estimulagio da quimiotaxia de mondcitos, reabsorgdo ossea induzida
por osteoclastos, proliferagdo de células musculares vasculares, agregacio plaquetdria e
estimulagdo da secregdo de citocinas inflamatorias, colagenases e varios fatores de

crescimento. Seu efeito é mediado pelo menos em parte pelos RAGEs (LI; SCHMIDT,

1997).

A formagdo de AGEs pode ser responsavel pelo aumento da severidade da DP

freqlientemente encontrado em pacientes com DM (MATTSON; CERUTIS, 2001).

Uma explicagdo bioldgica para €sse processo ¢ que o acimulo de AGEs afeta a

migragio ¢ a atividade fagocitica das células mononucleares e polimorfonucleares.

resultando no estabelecimento de uma flora subgengival mais patogénica. A maturagio

e transformagdo gradual dessa microflora subgengival, essencialmente de bactérias

Gram-negativas, constitui, através do epitélio ulcerado da bolsa, fonte de desafio

sistémico (GROSSI; GENCO, 1998). O modelo proposto por Grossi e Genco (1998)

retrata ainda que a infeccdo periodontal aumenta a resisténcia a insulina e a

hiperglicemia no diabético pelo aumento dos AGEs e sua adesio aos RAGEs nos

monocitos. Esta ligagdo resulta em regulagdo positiva dos fagdcitos. com aumento da

produgdo de mediadores pré-inflamatorios. O mondcito produz citocinas catabolicas

como IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a que, por sua vez, aumentariam a produgfo de PGE2, um

metabolito do acido araquidénico . Essa interacdo IL-1B/PGE2 parece ser fundamental

para 0 processo de reabsor¢do do 0ss0 alveolar.

Foi mostrado também que 0s RAGEs sdo induzidos por AGEs e¢ TNF-u

(TANAKA et al., 2000). Com isso, a ativaciio de RAGEs propaga o estado cronico

inflamatério da doenga € continua a gerar AGEs (ZHOU et al.,, 2003). Os RAGEs

possuem algumas caracteristicas bioldgicas que desempenham papel fundamental na
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patogénese da DP (KATZ et al., 2005). Funcionam como um importante co-fator no
aumento da expressdo de receptores para moléculas de adesdo sendo encontrado em
células endoteliais de pacientes com DM (SCHMIDT et al., 1995), e estas moléculas
também estdo associadas ao grau da DP (JOE et al., 2001).

Estudos recentes demonstram pela primeira vez que os AGEs modulam a
maturago ¢ fungdo das células dendriticas do sangue periférico e reduzem seu potencial

estimulatdrio. Tais efeitos propiciam a ligagfo entre a formagio dos AGEs em DM e

algumas conseqiiéncias imunoldgicas da doenga (PRICE et al., 2004).

3.4.3. Resposta imune celular e alteragdes cclulares

O coldgeno, primeira barreira do periodonto, ¢ produzido por ﬁbrobl‘astos
gengivais ou do ligamento periodontal. A hiperglicemia reduz a proliferacio e 2
maturacio do fibroblasto. Os fibroblastos gengivais e os do ligamento periodontal
obtidos a partir de pacientes diabéticos tém sido relacionados a uma menor sintese de
coldgeno, quando comparados a fibroblastos de pacientes ndo diabéticos (GOLUB et a]..
1982;). Ha homeostase continua entre destrui¢dio e reparo nos tecidos periodontais. O
aumento na destruicio enzimatica do coldgeno ou a diminuicio na formagio do
colageno pelo fibroblasto ird resultar no balango negativo na renovagiio do tecido com
resultante perda do mesmo (MATTSON; CERUTIS, 2001). Essa destruiciio tecidual ¢
mediada por vérias enzimas conhecidas como proteinases e metaloproteinases (GOLUB
et al., 1982), sendo as proteinases responsaveis pela ampla destruicio do colageno
(MATTSON; CERUTIS, 2001).

A DP ¢ uma infecgdo, e quando essa infecgfio atinge um nivel critico. isto irg

iniciar uma resposta imune do hospedeiro (ROSENTHAL et al., 1988:

OFFENBACHER, 1996). Os PMNs sdo elementos essenciais na defesa do hospedeiro
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contra infecgdes por microbios Gram-negativos (MEALEY, 1999-).’ Defe‘itos que
rometam a fungdo dos PMNs podem predispor qualquer individuo a doenga
Corflpd tal mais severa. Para neutralizar efetivamente a infecgdo periodontal, os PMNs
. Ondaerir 4 parede do vaso (marginagio), atravessar o vaso (diapedese), se mover
de'vm:’ aﬁlme dental (quimiotaxia) e entdo internalizar e destruir as bactérias, fenémeno
::]Eeclizo por fagocitose (OFFENBACHER, 1996). H4 uma constante interacio
ot tre os PMNs e a microflora subgengival. Qualquer defeito ou falha na
:::t:: IZZ::MNS pode propiciar mudangas no balango entre destrui¢do e reparo com o
., c resso da doenca periodontal. Isto € verdade tanto em individuos com DM
u:::oee:()fﬁo diabéticos (CIANCIOLA et al., 1982). Logo, o prejuizo na func;ﬁ(.) dos
q DM ¢ multifatorial e estd provavelmente relacionado aos niveis de glicose
. ein al.. 1993) e & glicosilagdo das proteinas dos PMNs tais como nicotinamida-
z:::d; nu;eoﬁ deo fosfato hidrogenase (NADPH) oxidase € mie]operoxidise. +
dos tém demonstrado diminuigdo na propor¢do de células T CD4/CD8” em
les F;::d:ntais de adultos comparados aos do sangue periférico (COLE et al., 1986;
esoes | | |
T AUBII:/I AN et al., 1984). Além disso, células T obtidas de tecidos periodontais doentes

: l., ] 8 .

delo que inter-relaciona as citocinas e o perfil de resposta (GEMMELL;

O rI:o 1699: 1994; SEYMOUR et al., 1993) demonstra que a dominancia de

S?iMOB[j l’asméc;tos na lesdo avancada/progressiva sugere um papel decisivo p.ara

:::Sascélulljas Th2 nesses estigios. Logo, se a resposta imune inata € de ba1xj

. : baixos niveis de IL-12 sfio produzidos € por conseqiiéncia a resposta- Th

thnSldjl:e;er capaz de conter a infecedo. Em um segundo momento, a ativagio
pode ni

UNIVERSIDADE FEDERAL bi UBERLANDI4
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com maior ativagdo de células B e maior producdo de anticorpos. Se estes anticorpos
sdo protetores € debelam a infecgdo, a doenga ndo ird progredir, mas se por outro lado
eles ndo sdo protetores, a lesfo ird persistir ¢ a ativagio continuada de células B pode

resultar em produgdo exacerbada de IL-1 e subseqiiente destrui¢io tecidual.

3.4.4. Resposta imune humoral

O sistema complemento desempenha papel central em alterar a resposta iml_me e
também influenciar a biossintese de imunoglobulinas (ANIL et al., 1990). O papel do
complemento na DP € provavelmente participar na protecdo contra bactérias
periodontais patogénicas (GENCO, 1992). Estudos também demonstram que baixos

niveis de C4 e anormalidades de outros componentes como Clq e C3 esto associados a

DM (REEVES; WILSON, 1992).
A ativacdo de linfocitos B localmente ¢ dependente de células T. Se ha deplegdio de
células TCD4" , isto resulta em redugdo da atividade humoral e conseqiiente redugiio na

producdo de anticorpos (GEMMELL; SEYMOUR, 1992).

Dependendo  do estimulo antigénico, as células B podem ser ativadas
policlonalmente ou suprimidas (TEW et al., 1989). Em tecidos gengivais inﬂamad'os, a
producio de anticorpos especificos para Actinobacillus actinomycetemcomitans esta
suprimida, porém, conira Porphyromonas gingivalis dos isotipos imunoglobulina G
(IgG), imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina A (IgA) esta aumentada (SHENKER.
1987). Isotipos especificos para P.gingivalis contra fimbrias e LPS bacterianos estiio
aumentados com desenvolvimento da lesdo; assim, células produtoras de anticorpos
presentes na lesdo periodontal progressiva estdo em maior numero que na lesdo inicial
ou moderada. De acordo com a especificidade antigénica, células produtoras de I1gG e

IgA isoladas de gengiva inflamada podem estar aumentadas na lesdo avancada.
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corroborando a hipétese de que a lesdo progressiva ou severa deva ser caracterizada

predominantemente por células B (SEYMOUR, 1993).

Altos niveis de IgA salivar contra bactérias na placa dental podem proteger contra o
desenvolvimento da gengivite (SCHENK et al., 1993). Embora o infiltrado celular
inflamatério nos tecidos periodontais seja composto principalmente por neutréfilos; as
células B compreendem porgdo substancial do infiltrado de células mononucleares na
DP. Estas células plasmaticas so produtoras essencialmente de IgG, com niveis baixos

de IgA em tecidos de granulagdo de pacientes com periodontite (EBERSOLE, 2003).

3.5. Utilizagiio de saliva em diagnostico
Embora as bactérias sejam obviamente os agentes iniciadores da doenca
periodontal, a complexidade da microflora associada e o papel critico do hospedeiro na

determinagéo da resolugdo ou ndo da infeccdo bacteriana, torna dificil o estabelecimento

de marcadores especificos em doenga periodontal (OZMERIC, 2004).

Indices clinicos usados no diagndstico das doengas periodontais sio
freqiientemente de uso limitado em indicar se a doenga esté latente ou ativa. Além disso,
como sdo varios os mecanismos imunopatogénicos envolvidos, as combinagdes de
indicadores sdo necessdrias para otimizar o diagnostico (OZMERIC, 2004).

Andlises de saliva podem ser especialmente utilizadas na determinacdo do
estagio periodontal. A determinacdo de constituintes salivares em pacientes diabéticos
pode ser empregada na descrigdo e no entendimento de manifestagbes orais na DM, a

partir de estudos que relatam que a composi¢do das secre¢des das glandulas

submandibulares e par6tidas podem estar alteradas em pacientes com DM (MARDER et

al., 1972).
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Devido 4 natureza simples e ndo invasiva da coleta, a saliva pode ser utilizada
nos processos de avaliagdo e monitoramento da resposta ao tratamento em periodontites.
Indicadores salivares incluem enzimas, imunoglobulinas, marcadores fenotipicos,

células do hospedeiro, horménios, bactérias € seus produtos, ions e compostos volateis

(KAUFMAN; LAMSTER, 2000).

3.5.1. Enzimas

Enzimas, especialmente proteinases, desempenham um importante papel na
destruigdo do periodonto, por exemplo, a dipeptidilpeptidase IV (DPP IV) que contribui
para a ampla degradagéo do colageno (GOSSRAU, 1979).

A analise de p-glicuronidase salivar € util em predizer a presenca de doenga
periodontal. Medidas do aumento no influxo de neutrofilos e mediadores associados

coma

B-glicuronidase na saliva podem propiciar a2 medida de risco para pacientes com DP
(OZMERIC, 2004).

Outras enzimas que devem ser descritas sdo as proteases, especialmente as
proteases de imunoglobulinas. Lappin et al. (2003) relatam que microrganismos orais
possuem seletiva vantagem em colonizar e que eles possuem também a habilidade de
inibir a imunidade mucosa e propiciar a degradagfo proteolitica da IgA. Esta reagdo
especifica das proteases bacterianas pode contribuir para o progresso da doenca na
periodontite agressiva (KILLIAN et al., 1989). A conseqilente liberagdo de fragmento
cristalizavel (Fc) de IgA no tecido periodontal pode aumentar a inflamagfo, ja que esses
fragmentos possuem atividade mitogénica sobre as células B (MORGAN et al., 1986).
Desse modo, a degradagio de IgA por proteases pode facilitar a penetragdo ¢

disseminagdo de substincias potencialmente toxicas e de antigenos liberados pela flora
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subgengival. Esse processo desempenha um importante papel na perpetuagdo das

alteragdes inflamatorias associadas a doenca periodontal destrutiva (HAGEWALD et

al., 2002).

3.5.2. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas séo os principais componentes soliveis de interagdes com

antigenos do sistema imune. Nas secrecdes, a IgA € a imunoglobulina predominante.

como conseqiiéncia da resposta imune humoral induzida pela reatividade dos clones de

linfécitos B, assim como da migragdo destas células com atividade secretoria

(HAGEWALD et al., 2000).

A IgA exerce fung¢do protetora, antiinflamatoria e regula negativamente a

inflamagéio por inibir as fungdes moduladas pela IgG e IgM (HAGEWALD et al..

2002). Ha duas subclasses de IgA, IgAl e IgA2, que se diferem basicamente na porgéo

Fc (DELACROIX, et. al, 1982), devido a delegio de 13 aminodcidos e 4

acetilglicosaminas na regiao de dobradica da IgA2 (KILIAN et al., 1983), que torna a

[gAl mais susceptivel a clivagem e & inativag@o por proteases que a IgA2 (FRANDSEN

et al., 1995, LAPPIN et al., 2003). Além da porgdo Fc, as subclasses de IgA diferem

devido as propriedades antigénicas, bioquimicas e biologicas (LOOMES et al., 1991).

Aproximadamente de 40 a 50% da IgA das secregGes sdo IgAl, ao passo que para IgA2

a porcentagem ¢ de 50 2 60% (HANSON; BRANDTZAEG, 1980).

A resposta humora!l da IgA em saliva de pacientes com periodontite agressiva.

em que foram avaliadas subclasses de IgA reativas a microrganismos associados a DP.

apresentou concentragdes significativamente menores ¢ indices de secregdo mais baixos

nesses pacientes (HAGEWALD et al., 2002).
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3.6. Lectina jacalina

As lectinas sdo proteinas que se ligam especifica e reversivelmente a

carboidratos (VAN DAMME et al, 2002). As lectinas de plantas tém sido amplamente
utilizadas em varios estudos imunolégicos devido ao seu alto grau de especificidade por
acticares e poderem, em alguns casos, estimular células do sistema imune. A lectina
extraida de Artocarpus integrifolia, a jacalina, inicialmente foi descoberta devido as

suas propriedades mitogénicas (BUNN-MORENO; CAMPOS-NETO, 1981). Em

funcio de observagdes que abordam como propriedades da jacalina, a sua capacidade de

precipitar proteinas do sOro e colostro humano, a purificagdo de IgA foi revolucionada.

uma vez que se observou que €ssa propriedade era devido a ligagfio dessa lectina a

residuos de D-galactose presentes na regido de dobradica da IgA (ROQUE-

BARREIRA; CAMPOS-NETO, 1985).

Trabalhos posteriores demonstraram que a Jacalina precipita IgA humana da

subclasse IgAl monomérica € dimérica porém, ndo IgA2, indicando que essa lectina

pode ser usada para distinguir e isolar subclasses de IgA (KONDOH et al., 1986).
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4.0BJETIVOS

1 - Avaliar por ELISA os titulos salivares totais de IgAl no grupo de pacientes com

diabetes mellitus tipo II, portadores de doenga periodontal cronica moderada (DPCM) e

severa (DPCS).

2 - Analisar por RT-PCR a expressdo do dcido ribonucléico mensageiro (mRNA) das

citocinas IFN-y, TNF-a, IL-13 e IL-4 no grupo de pacientes com diabetes mellitus tipo

I portadores de DPCM e DPCS.

3 - Correlacionar os titulos de IgAl e expressao de citocinas com o grau de severidade

da doenga periodontal em amostras de saliva de pacientes diabéticos tipo II.
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5.MATERIAIS E METODOS

5.1. Sele¢io dos pacientes

A utilizagdo de amostras clinicas de pacientes foi registrada no comité de ética
da Universidade Federal de Uberldndia, Registro CEP: 053/04 e aprovada conforme
parecer 085/04 em 16 de abril de 2004 (Anexo 1). Foi ainda assinado termo de
consentimento (vide modelo - Anexo 2) por cada um dos pacientes submetidos ao
estudo. Pacientes com diagndstico prévio de diabetes tipo I e em tratamento, foram
triados do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlindia (Especialidade
Endocrinologia) e, posteriormente, submetidos ao exame clinico periodont.al e
anamnese. Foram excluidos do estudo: pacientes fumantes, pacientes que fizeram uso

de terapia antimicrobiana nos ltimos seis meses, bem como, aqueles que sofreram

qualquer tipo de tratamento periodontal em igual periodo.

De acordo com o0s critérios convencionadbs pela Academia Americana de
Periodontia em 2003 e que relacionam o grau de severidade da DP com a perda de
insercdo, foram selecionados 24 pacientes os quais foram agrupados em pacientes
diabéticos portadores de doenga periodontal cronica moderada (DPCM) e pacientes
diabéticos portadores de doenga periodontal cronica severa (DPCS). Foi realizada a
completa documentagio radiografica periapical de todos os pacientes, complementar ao
exame clinico dos grupos DPCM e DPCS (Fig. 1A e B, respectivamente). A sondagem
foi realizada sempre pelo mesmo operador utilizando a sonda milimetrada periodontal
Hu-Friedy™. Associado a isso, foram colhidas caracteristicas clinicas dos pacientes

envolvidos no estudo (Tabela 2). Todas as amostras foram colhidas e manipuladas de

acordo com as normas de biosseguranga (COSTA, 2002).



Figura 1. Alteragdes alveolares em pacientes com diabetes mellitus tipo II
com doenca periodontal crénica moderada (A e B) e severa (C e D). As

setas nas figuras A € B indicam perda 6ssea moderada e em C e D perda

dssea severa.
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Tabela 2. Caracteristicas Clinicas dos pacientes submetidos ao estudo.

Critérios Moderada Severa
Masculino 6 5
Feminino 7 6

=+
Idade (anos) 54,46£9,47  53,63+14,23

Numero de pacientes Insulino 6/13 6/11

dependente

5.2. Obtencdo das amostras de saliva

As amostras de saliva total foram coletadas sempre no periodo da manh4, entre
8:00 e 10:00 h, de forma ndo estimulada, na qual os pacientes depositaram em recipiente
plastico, ndo reﬁu‘lizz’wel, um volume de 4mL de saliva e mantidos em gelo até seu
processamento. Em seguida, as células e os sedimentos foram separados da parte
solivel por centrifugagdo a 1000 x g. O sobrenadante foi coletado, distribuido em
aliquotas e congelado a -20°C para utilizagdo na dosagem de IgAl e. ao sedimento, foi

adicionado 50 pL de RNAlater™ (Qiagen Inc., Valencia CA, USA) para conser\;a(;ﬁo

do RNA. O material foi congelado a -20°C até o momento do uso.

5.3. Ensaio para detecgiio de IgAl por ELISA

5.3.1. Padronizacio do ELISA para detec¢io de IgAl
Placas de poliestireno (96 pogos) de alta (Costar, Corning Inc. NY, USA) e

baixa (Montegrotto Terme, Padova, Italy) afinidades, foram sensibilizadas com
diferentes concentragdes de Jacalina (Sigma Chemical CO. St. Louis, MO, USA) nas

concentragbes de 1, 5 e 10 pg/mL de tampéo carbonato/bicarbonato, 0,06 M, pH 9,6,
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por 18 hs a 4°C. Dilui¢des duplas das amostras de saliva de pacientes sadios dilul';ias a
partir de 1:2 até 1:128 e de IgA humana de colostro (Sigma) diluida a partir de 200 até
0,10 pg/mL de salina tamponada com fosfatos (PBS) contendo 0,05% de Tween 20
(PBST) ou em PBST contendo 2% de gelatina (PBSTG, Difco) e incubados por 1 h a
37°C. Apo6s lavagens, foi adicionado o conjugado imunoenzimatico (IgG de cabra anti-
IgA humana ligada a peroxidase, Sigma) nas diluicges de 1:500, 1:1000 e 1:2000 em
tampdo PBST ou PBSTG. Em seguida, as placas foram lavadas, e, adicionado o
substrato enzimatico [(0,03% de peréxido de hidrogénio em tampdo citrato-fosfato pH
5,0 contendo 0,1 pg de orto-fenileno de amino (OPD, Sigma)]. Ap6s 15 min, a reagio

foi interrompida com écido sulfarico a 2N (HSOy) € a leitura efetuada em leitor de

microplacas a 492 nm.

5.3.2. Titulagiio da IgAl em amostras de saliva de pacientes DPCM ¢ DPCS
Placas de poliestireno (96 pogos) de alta afinidade (Costar) foram sensibilizadas
(50 uL/pogo) com Jacalina (Sigma) a 1 pg/mL e incubadas por 18 hs a 4°C. Em seguida,

as placas foram lavadas com PBST e adicionado 50 pL/pogo das amostras de saliva em

diluicdes duplas seriadas a partir de 1:8 até 1:1024 em PBSTG e incubadas por 1 h a
37°C. Apos lavagens, foram adicionados 50 pL/pogo do conjugado imunoenzimatico

diluido 1:1000 em PBSTG ¢ incubadas por 1 h a 37°C. Em seguida, as placas foram

lavadas e adicionados 50 pl/pogo do substrato enzimético. Apds incubagdo por 15 min a
reagdo foi interrompida com H,SO4 ¢ a reatividade determinada pela leitura da

absorbéncia a 492 nm. Os titulos de JgAl em cada amostra foram estabelecidos pela

reciproca da maior diluigdo em que 2 absorbincia foi maior que o branco da reacio

(PBSTG).
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5.4. Transcri¢fio reversa-reagio da cadeia polimerase (RT-PCR)

O RNA total do sedimento foi extraido utilizando o Kit de extragdo de RNA
(Rneasy Mini Kit, Qiagen) de acordo com as especificagbes do fabricante. O produto
obtido foi dissolvido em 50ul de H;O bidestilada “RNase free”(Gibco ' Life
Technologies, Rockville, MD) estocado a — 70°C até o momento do uso. O ¢cDNA foi
obtido utilizando o iScritpt™M¢DNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA
USA). Para a reagdo da PCR, 8 uL do “master mix” [(0,2 mM de dNTP, I uL de PCR
buffer 10x, 0,2 pM de cada primer (senso e anti-senso de cada citocina analisada, IFN-y

' GTAACTTTTGACTTGAATGTCCAA-3’ e 5’GTAACTGACTTGAATGTCCAA-

3, TNF-u 5’CTGGTAATGAGCCCATCTTATCTGG-3’ e
S TTGGATGTTCGTCCTCCCA-C-3, IL-4 5’GGGTCTCACCTCCCAACTGC-3 e
IL-13

5" TGTCTGTTACGGTCAACTCGGT-’3,
S TCGAAGTAGCCCACTTTATAACAAAA-3 e 5 "GAAAATGAGTCCACA-

GCTCAGATG-3"), 4,4 pL de 4gua, 1 unidade de Taq. Polimerase, 1,5 mM de MgCl,
(Invitrogen life Technologies, Carlsbad, CA,USA)], foi misturado com 2 uL do ¢cDNA
de cada paciente. A mistura foi entfio colocada no termociclador (Applied Biosystems).

programado para amplificagdo iniciando com denaturacdo por 3 min a 95°C, seguida por
37 ciclos de amplificagdo com denaturagdo de 30 seg a 95°C, anelamento de 30 seg a

S7°C e extensdo por 1 min a 72°C. Os produtos da PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose a 1% em tampdo Tris-borato-EDTA (TBE) a 0,05 M pH

8,0 contendo 0,4 pg/mL de brometo de etidio, a 127V durante 60 min.As bandas foram

visualizadas em transiluminador (Hoefer Pharmacia Biotech Inc. San Francisco, CA.

USA) e fotografada em camara Polaroid filme tipo 667 (FisherBiotech, Cambridge.

MA, USA).
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3.5. Analise Estatistica
A andlise da variacéio dos titulos de IgA1 presentes nas amostras de saliva total

de pacientes diabéticos nos grupos DPM e DPS foi realizada pelo teste ANOVA

(GraphPad Prism, versdo 3 para Windows), onde valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

URIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
BIBLIOTECA
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6.RESULTADOS

6.1. Parimetros da reagio ELISA

Observou-se maior discriminagéo entre as dilui¢des das amostras de saliva assim
como, a reatividade da IgAl do colostro, com a jacalina na concentragio a 1 pug/ml na
sensibilizagdo das placas, dilui¢do do conjugado imunoenzimdtico a 1:1000 e a
utilizagdo de placas de alta afinidade (dados ndo mostrados). Sendo assim, esses

parimetros foram utilizados em todos os experimentos subseqiientes de titulacdo da

IgA1 salivar, apresentadas no presente trabalho.

6.2. Determinagio dos titulos de IgAl

Houve variacio entre os titulos de IgA] nas amostras de salivas nos diferentes
pacientes com diabetes mellitus e doenga periodontal (Fig. 2). Os titulos de IgAl entre
0s pacientes diabéticos dos grupos DPCM e DPCS (Fig.3), mostraram-se
estatisticamente diferentes (P< 0,05) pelo teste ANOVA. Observou-se que 61,5% dos
pacientes diabéticos do grupo DPM apresentaram niveis de IgAl = 128 (Tabela 3). Por
outro lado, em mais da metade dos pacientes diabéticos do grupo DPS (54,5%). os
titulos de IgA1 observados foram < 64 (Tabela 3). Em apenas 1 amostra de cada grupo

de pacientes detectou-se o titulo de IgAl 16 e, o titulo 1024 ndo foi detectado em

nenhuma das amostra de saliva analisadas (Figura 2).
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Tabela 3. Porcentagem de pacientes nos respectivos

titulos de IgAl
Pacientes (%)
Titulos de IgAl DPCM* DPCS
16 7,7 9,0
32 15,4 0,0
64 15,4 45,5
128 23,0 18,2
256 7,7 0,0
512 30,8 27,3
1024 0,0 0,0

DPCM: doenga periodontal cronica moderada;

DPCS: doenga periodontal cronica severa. *P<0,05.

6.3. Anilise da expressio mRNA de citocinas

Foi avaliada a expressdo de mRNA por RT-PCR para as citocinas IFN-y, TNF-q,
IL-4 e IL-13. Observou-se que em apenas 2 dos 13 pacientes com diabetes mellitus e
doenga periodontal cronica moderada (DPCM) analisados, detectou-se a expressdo de

IFN-y. No grupo de pacientes com diabetes mellitus ¢ doenga periodontal cronica severa

(DPCS), em 5 dos 10 pacientes houve a expressdo de IFN-y (Fig4 A e B,

respectivamente). A expressio de TNF-o foi detectada em 8 pacientes do grupo DPCM
e 6 do grupo DPCS (Fig4 A€ B, respectivamente). Houve a expressio de mRNA para a
enzima GAPDH em ambos os grupos de pacientes (Fig.4), demonstrando a eficiéncia do
RT-PCR. No entanto, ndo foi detectada a expressdo de mRNA para as citocinas IL-4 ou

IL-13 em todas as amostras de saliva de ambos os grupos analisados (dados nio

mostrados).
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Figura 4. Expressdo de mRNA para citocinas por RT-PCR. (A) amostras de saliva de

pacientes diabéticos com doenga periodontal cronica moderada (DPCM); (B) amostras

de saliva de pacientes diabéticos com doenga periodontal cronica severa (DPCS). Como

controle interno da reagao foi utilizada a analise da expressdo de mRNA para enzima

GAPDH em amostras de salivas de pacientes dos grupos DPCM e DPCS.
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6.4. Correlago entre os titulos de IgAl e expressio de citocinas

Houve detecgdo da expressdo mRNA para TNF-o em pacientes tanto com altos

quanto com baixos titulos de IgAl em amostras de saliva de pacientes dos grupos

DPCM ou DPCS (Tabela 4). A deteccdo da expressdo mRNA para IFN-y foi observada

apenas em pacientes com titulos iguais ou superiores a 64, em amostras de saliva de

ambos os grupos de pacientes analisados (Tabela 4).

Tabela 4. Correlagio entre os titulos de IgAl e expressdo de mRNA

para citocinas em amostras de saliva de pacientes DPCM

e DPCS.

Expressio de mRNA para citocinas
Titulos de 1gA1 DPCM DPCS
Paciente DPCM pPCS IFN-y TNF-a IFN-y TNF-a

No.
1 32 64 ND D ND D
2 64 512 ND D ND D
3 32 128 ND D ND ND
4 512 512 ND ND ND D
5 512 128 ND ND D D
6 128 64 ND ND D ND
7 128 64 ND ND D ND
8 512 64 ND D ND ND
9 256 512 ND D D D
10 128 64 ND D D D
11 512 16 D D NR NR
12 64 NR D D NR NR
13 16 NR ND ND NR NR

&ico mensageiro; DPCM: doenca periodontal
CS: doenga periodontal cronica severa; NR:
do; ND: ndo detectado.

mRNA: acido ribonucl
cronica moderada; DP
ndio realizado, D: detecta
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7.DISCUSSAO

Na determinagio de indices clinicos adequados ao diagnéstico da doenca
periodontal (DP), quanto ao estagio de atividade ou laténcia do processo inflamatério,
devem ser considerados mecanismos imunoldgicos, microbiolégicos e predisposicao
genética (OZMERIC, 2004; LIEBANA et al., 2004). A diabetes mellitus (DM), devido
as desordens no metabolismo enddcrino, leva a efeitos variados nos tecidos orais,
provavelmente como consegiiéncia da redugfio da resisténcia do individuo e alteragdes
na resposta a injurias. A interagfio entre DP ¢ DM ¢ sinérgica e apresenta resposta
inflamatéria mediada por diferentes fatores (MEALEY; RETHMAN, 2003)

O proposito do presente estudo foi avaliar os niveis de IgAl e a expressdo de
mRNA para citocinas, em amostras de saliva de pacientes com diabetes mellitus
apresentando doenga periodontal cronica moderada (DPCM) e severa (DPCS), e C'lesse
modo contribuir para o esclarecimento da inter-relagdo entre essas patologias. A analise
de niveis de anticorpos, proteinas, ou outros mediadores associados & resposta
imunolégica do paciente com DP tem sido descrita em amostras de saliva
(HAGEWALD et al., 2002), fluido crevicular gengival (BUCHMANN et al., 2002),
soro (PRICE et al., 2004), biopsias de tecidos periodontais (KATZ et al., 2005; LAPPIN
et al., 1999) e urina (OZMERIC et al., 2002).

MARDER et al. (1972) mostraram que em pacientes com DM hd alteragdes na
composicdo salivar das glandulas submandibulares e parétidas. No presente trabalho foi
utilizada a saliva total sem estimulagdo, uma vez que, tem sido relatado que a ind_ugﬁo
pode alterar as concentragdes das imunoglobulinas salivares (SHANNON et al., 1974,

HAGEWALD et al., 2002), bem como sua atividade especifica contra microrganismos

(HAGEWALD et al., 2000).
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A imunoglobulina A secretora (sIgA) € um dos principais componentes
imunoldgicos contidos nas secregdes salivares e possui a capacidade de inibir a adesdo
bacteriana a superficie mucosa, neutralizagio de enzimas microbianas, virus e toxinas, e

2

assim, controlar a microflora da cavidade oral (HAGEWALD et al., 2002, WILLIAMS:

GIBBONS, 1972). A IgAl salivar constitui cerca de 40-50% dentre as subclasses de

IgA (HANSON; BRANDTZAEG, 1980)

No presente trabalho, foram detectados titulos mais altos de IgAl em amostras
de saliva do grupo de pacientes DM com DPCM. Esses achados sugerem que esses
anticorpos estejam exercendo uma parcial protegdo contra os microrganismos
periodontopaticos, ja que, de acordo com Grossi ¢ Genco (1998) a severidade na DP
estd intimamente relacionada a flora subgengival mais patogé€nica. Por outro lado, os
niveis mais baixos de IgAl detectados nos pacientes do grupo DM com DPCS, podem

estar associados a diferentes fatores tais como, a0s processos de sintese da

imunoglobulina e & degradagdo proteolitica. (KESAVALU et al., 2002; HAGEWALD
et al., 2002; FRANDSEN et al., 1995).

Além das imunoglobulinas, outros mediadores soluveis também exercem papel
importante nos processos inflamatérios. Na doenga periodontal, tem sido relatado que
danos ocorridos nos tecidos gengivais sdo mediados pela liberagio de citocinas pro-
inflamatérias no local, como por exemplo, IL-1B, TNF-o, IFN-y, IL-12, 1L-6, IL-4, IL-
13 (OZMERIC, 2004; JACOPINO, 2001; SEYMOUR; GEMMELL, 2001). E, em
pacientes com DM e periodontite a alta produgdo de TNF-o. ¢ IL-1B leva ao

agravamento da lesdo no periodonto, bem como a disfungfio no metabolismo glicidico

(IACOPINO, 2001; NISHIMURA et al., 1998).

No presente trabalho, a detecgdio da expressdo de mRNA para TNF-a em 62%

dos pacientes DM com DPCM e de 60% com DPCS, sugere a participagiio dessa
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citocina na manutengdo da resposta inflamatéria crénica. Stashenko et al. (1991)
demonstraram que TNF-a e IL-1 estdo aumentados em sitios de lesdo ativa. Além disso,
a alta vascularizagdo do periodonto inflamado serve como fonte, semelhante 2
enddcrina, para a produgéio de TNF-a e outros mediadores inflamatorios (MEALEY,
RETHMAN, 2003; GROSSI, GENCO, 1998; OFFENBACHER et al., 1996), e esta
associado & apoptose celular e reabsorg¢fio ¢ssea IACOPINO, 2001).

A detecgio de mRNA para IFN-y em apenas 2/13 (15%) do pacientes DM com
DPCM sugere que a resposta imune celular envolvida na periodontite cronica moderada
seja predominantemente do perfil Th2. Sigusch et al. (1998) observaram que células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com doenca periodontal apresentavam
baixa expressio de mRNA para IFN-y, quando estimuladas por mitégeno,
demonstrando a supressdo da resposta Thl. Por outro lado, no grupo de pacientes DPCS
houve detec¢do da expressdo de mRNA para IFN-y em maior nimero de amostras
(50%) sugerindo que 0 perfil de resposta Thl nesses pacientes esteja proporcionando
maior destruicdo dos tecidos periodontais. Ebersole e Taubman (1994) também
encontraram que a expressdo de mRNA para IFN-y predominantemente aumentada em
células de tecido periodontal doente. Embora IL-4 ¢ IL-13 sejam indicadores do perfil
Th2 de resposta, no presente estudo nio houve detecciio dessas citocinas em nenhum

dos grupos avaliados. A inabilidade na deteccdo de mRNA para IL-4 e IL-13 poderia

ser atribuida a meia vida curta ou até mesmo & auséncia das mesmas nas secregoes

salivares (SEYMOUR, GEMMELL, 2001).
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8.CONCLUSOES

1 — Pacientes diabéticos do grupo DPCM apresentaram niveis de IgA1 salivar total

maiores que os pacientes do grupo DPCS.

2 — A expressdo de mRNA para a citocina IFN-y nos grupos DPCM e DPCS foi

dependente dos titulos de IgAl.

3 — A expressio de mRNA para TNF-a néo pdde ser correlacionada com o grau de

severidade da doenga periodontal e nem com os niveis de IgA1 na saliva total,

em nenhum dos grupo analisados.

4 — A expressio de TNF- a foi independente dos niveis de IgAl.

5 — A IgAl salivar pode estar exercendo parcial prote¢io ao grupo DPCM.
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10.,ANEXO 1

Aprovaciio do comité de ética em pesquisa

U Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n° 2160 - Bloco J - Campus Santa Monica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034) 239-413}

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 085/04

Registro CEP: 053/04
Projeto Pesquisa: “Avaliagdo da resposta imune salivar de pacientes diabéticos portadores

de doenga periodontal”,
Pesquisador Responsavel: Maria Aparecida de Souza

D¢ acordo com as atribuigbes definidas na Resolugio CNS 196796, o CEP manifesta-se pela
aprovacio do projeto de pesquisa Pproposto.

Situacdo: Projeto Aprovado
Uberlindia, 16 de abril de 2004,

Prof. Dr.t o Eduardo Bonella
Coordenador do CEP/UFU

Onentagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagoes) ) .

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar o de refirar seu consentimento em
qualquer fasc da pesquisa, sem penalizaclo alguma e sem prejuizo ao scu cuidado (Res. CNS
196/96 .- Item IV.1f) ¢ deve receber uma copia do Termo de Consenlimento Livee ¢
Esclarecido, na integra, por cle assinado (Item I'V.2.d).

» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovada e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o

Res. CNS Item [11.3.2), aguardando seu parceer, exceto quando pcwagr TiSCO ou dano
fgowpr(z:l:'i(ito ao sujeito participantc ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que requeiram agio imediata.

. O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS ltem V.4). E pap_cl do pesquisador assegurar medidas imediatas
adcquadas frente a evento adverso grave ocomrido (mesmo que tenha sido em outro centro) ¢
enviar notificacio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ~ ANVISA -~ junto com

ici to.
" Evcms::isp‘r):]oﬂi%m ou emendas ao protocolo devem ser aprcsen:adas‘ ao'CEP_de forma clara ¢
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em casa de
rojetos do Grupo I ou II apresentados antcriormentc 8 ANVIS'A.. © pesquisador ou patxpcmador
e vi-las também 4 mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas
:g‘;r::)colo inicial ( Res. 251/97, item Il.2.¢). O prazo para entrepa de relatorio ¢ dc 121(;:/13;
apbs o término da execucao prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res.

CNS.
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11.ANEXO II
Termo de Consentimento
Eu, , portador do documento de
identidade niimero concordo em participar do projeto de pesquisa intitulado Avaliagiio
tadores de Doeng¢a Periodontal, que sera

da Resposta Imune Salivar de pacientes diabéticos por

realizado no Hospital de Clinicas da UFU, estando ciente dos seguintes aspectos:
sa é realizar analise da resposta imune em saliva de pacientes diabéticos

- 0 objetivo da pesqui
com e sem Doenga Periodontal, pela demonstragio de niveis de IgA secretora por ELISA e perfil da
expressdo de citocinas contidas na saliva, por PCR.

- necessidade de coleta de amostra de saliva.
Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta, ou esclarecimento a qualquer duvida acerca dos
os relacionados com a investigagao.

procedimentos, riscos, beneficios e outros assunt
entimento em qualquer fase da pesquisa sem

Terei garantia de recusar a participar ou at¢ retirar meu cons
receber qualquer penalidade ou prejuizo no que s¢ refere a0 meu atendimento atual ou no futuro.
Sera respeitado o carater confidencial das informagdes fornecidas, ndo sendo permitida minha

identificagdo.

Uberldndia,___ de de

Pesquisador responsavel
Maria Aparecida de Souza
Laboratério de Imunologia — UFU
Av. Para 1720, bloco 4C

Tel. (34) 3218 2195
E-mail: masouza@triang.com.br

Comité de Etica em Pesquisa UFU: (34) 3239 4131




