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RESUMO

Introdugao: A periodontite crénica (PC) € uma doenga infecto-inflamatéria dos
tecidos de protecdo e sustentacdo dos dentes que, em seu ultimo estagio, pode
resultar na perda do elemento dentario. Estudos tém demonstrado que o tipo de
resposta imune do hospedeiro e o envolvimento de células imunes, como
macrofagos e linfécitos T, podem influenciar e alterar a evolugdo da doenga. Apesar
de estar restrita ao tecido periodontal e ser associada a outras doencgas, a
repercussao sistémica da PC sobre as células imunes ainda ndo esta esclarecida.
Objetivo: Caracterizar o perfil fenotipico das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de individuos com Periodontite crénica. Métodos: Trata-se de um
estudo do tipo transversal com pacientes portadores de PC moderada ou avangada,
atendidos na Clinica de Periodontia do Curso de Odontologia da UFMA. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da UFMA e todos os individuos receberam
informacdes a respeito da pesquisa e assinaram o TCLE. Foram formados o Grupo
Controle (GC)(n= 22), com individuos sadios e sem PC, e o Grupo Periodontite
Crbnica (GPC)(n=26), com pacientes com PC moderada ou avangada e sem
alteracdes sistémicas. Foram coletadas amostras de sangue (4 mL), para obtencéo
do plasma e dosagem das citocinas interleucinas (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-10, interferon
(IFN)-y, fator de necrose tumoral (TNF)-a e IL-17A pelo método CBA. Para
imunofenotipagem, as PBMCs foram obtidas por gradiente de densidade utilizando a
solugdo de Ficoll-Paque™ PLUS. Para fenotipagem de mondcitos, linfécitos B e
linfocitos T as PBMCs foram contadas, ajustadas e marcadas com os seguintes
anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD3 e anti-CD14
conjugados com FITC; anti-CD4, anti-CD25, anti-CD14 e anti-HLA-DR conjugados
com PE e anti-CD19, anti-CD86, anti-CD8 e anti-CD4 conjugados com PerCP. As
amostras foram adquiridas eno citdmetro FACSCalibur e os dados analisados nos
softwares FCAP ARRAY Versdo 3.0 e FlowJo Versdao 10. Resultados: Houve
aumento no numero total de Linfocitos T (CD3+), bem como de Linfécitos T
auxiliares (CD3+/CD4+) e dos Linfécitos T auxiliares ativados (CD3+/CD4+/CD25+)
no GPC quando comparado ao GC. Houve também um aumento no numero de
mondcitos (CD14+), bem como dos mondcitos apresentadores de antigenos
(CD14+/HLADR+/CD86+) quando comparados ao GC. N&o houve diferenga
estatistica entre 0 GC e GPC no numero de Linfocitos B (CD19) e de linfocitos T
citotoxicos (CD3+/CD8+). Nao houve diferenca na dosagem das citocinas dos perfis
Th1/Th2/Th17 entre os grupos. Conclusdo: A PC, sendo uma doenga infecto-
inflamatodria local, pode promover alteragdes no numero mondécitos e linfocitos T
auxiliares circulantes e induzir sua ativagdo, mas estas alteracbes parecem nao
refletir no perfil sistémico de citocinas.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontite Cronica, PBMC, citocinas, imunofenotipagem.



ABSTRACT

Introduction: Chronic periodontitis is an infectious inflammatory disease from dental
protecting and supporting tissues. lts final stages is tooth loss. Studies have shown
that the type of host immune response and the kind of immune cells involved, such
as, macrophages and T Ilymphocytes, can influence and change disease
progression. Despite its restriction to periodontal tissue and its association to other
diseases, the systemic effects of chronic periodontitis on immune cells are still not
clear. Objective: The aim of this study is to characterize the phenotypical profile of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from the individuals with chronic
periodontitis. Patient and Methods: It is a cross-sectional study with chronic
periodontitis patients, treated at the Periodontitis Clinic of UFMA Dentistry Course.
The Ethics Committee of UFMA approved the project and all the patients were aware
of the research and signed the TCLE. Two groups were established: the control
group (GC)(n=22), with healthy individuals and no trace of chronic periodontitis, and
the group of chronic periodontitis patients (GPC)(n=26) with no systemic alterations.
Blood samples were collected (4 mL) to obtain plasma to perform the IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IFN-y, TNF-a and IL-17A cytokines dosage, through CBA method. For
immunophenotyping, PBMC were obtained through Ficoll-Paque™ PLUS density
gradient solution method. For phenotyping of monocytes, B lymphocytes and T
lymphocytes, the PBMC were counted, adjusted and abeled with the following
monoclonal antibodies conjugated with fluorochromes: anti-CD3 and anti-CD14
conjugate with FITC; anti-CD4, anti-CD25, anti-CD14 and anti-HLA-DR conjugated
with PE e anti-CD19, anti-CD86, anti-CD8 and anti-CD4 conjugated with PerCP (BD
Biosciences-Pharmingen). Samples were acquired in cytometer (BD FACSCalibur -
BD Biosciences) and analyzed in FCAP ARRAY software Version 3.0 and Version 9
FlowdJo (TreeStar). Results: There was an increase of total T lymphocytes (CD3+) as
well as helper T lymphocytes (CD3+/CD4+) cells and activated helper T lymphocytes
(CD3+/CD4+/CD25+) on the GPC, compared to the GC. There was also an increase
in the number of monocytes (CD14+), as well as, antigen presenting monocytes
(CD14+/HLADR+/CD86+) when compared to the control group. There was no
statistical difference between the GC and GPC in the number of B lymphocytes
(CD19+) and cytotoxic T lymphocytes (CD3+/CD8+). There was no difference in
dosage of cytokines of profiles Th1/Th2/Th17 between groups. Conclusion: Chronic
periodontitis, a local infectious inflammatory disease, can cause changes in the
number of circulating monocytes and helper T lymphocytes and induce its activation,
but these changes do not seem to reflect on the systemic cytokine profile.
KEYWORDS: Chronic periodontitis, PBMC, cytokines, immunophenotyping.
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IFN - interferon
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RANK - receptor ativador do fator nuclear B

RANKL - ligante do receptor ativador do fator nuclear B
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1 INTRODUCAO

A PC é uma doenga infecto-inflamatéria dos tecidos de protecédo e
sustentagcdo dos dentes, causada por microrganismos especificos, principalmente
por bactérias gram negativas e anaerdbicas como Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans que formam placas bacterianas e calculos
dentais (LOE, 1993; DARVEOU, 2010). Caracteriza-se pela perda de inser¢do do
ligamento periodontal, destruigdo do osso alveolar adjacente, com formacéo de
bolsas periodontais, mobilidade excessiva e consequente perda dos dentes (LOE,
1993; CARRANZA, 2004).

Tem sido descrito que a PC pode ter um papel etiolégico e modulador em
doencas sistémicas, como as cardiovasculares e as cerebrovasculares (BECK,
2005; KHADER, 2004) artrite reumatoide (COBURN, 2015), diabetes
(KUDIYIRICKAL, 2014) doengas respiratorias (ZENG, 2012), doenga renal crdnica
(SALIMI, 2014; VILELA, 2011) e que possam provocar o nascimento de bebés
prematuros (SITHOLIMELA, 2013).

Desta forma, considerando o carater sistémico destas doencgas, com
comprometimento imunolégico, tem sido investigado se a periodontite crénica pode
por si so induzir alteragbes imunoldgicas sistemas que justifiguem, pelo menos
parcialmente, a progressdo ou regressdo da doenga. Assim, este estudo prop0s
avaliar as possiveis alteragdes na produgcdo das citocinas dos perfis Th1, Th2 e
Th17 no plasma de pacientes com PC, bem como alteragdbes em mondcitos,

linfocitos T e B sanguineos.

2 REVISAO DA LITERATURA

21 Consideragoes sobre periodontite cronica

A PC ¢é uma doenca infecto-inflamatéria dos tecidos de protecdo e
sustentagcdo dos dentes, causada por microrganismos especificos, principalmente
por bactérias gram negativas e anaerdbicas como Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans que formam placas bacterianas e calculos
dentais (LOE, 1993; DARVEOU, 2010)(Figura 1). Caracteriza-se pela perda de

insercdo do ligamento periodontal, destruicdo do osso alveolar adjacente, com
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formacédo de bolsas periodontais, mobilidade excessiva e consequente perda dos
dentes (LOE, 1993; CARRANZA, 2004).

Tem sido descrito que a PC possa ter um papel etioldogico e modulador em
doencas sistémicas, como as cardiovasculares e as cerebrovasculares (BECK,
2005; KHADER, 2006), artrite reumatoide (COBURN, 2015), diabetes
(KUDIYIRICKAL, 2014) doengas respiratorias (ZENG, 2012), doenga renal crénica
(VILELA, 2011; SALIMI, 2014) e que possam provocar o nascimento de bebés
prematuros de baixo peso (SITHOLIMELA, 2013).

Sulcular -

epithelium ~_, | - Tooth
! surface
_ Junctional L Gingival
Gingival — ok o) ingiva
eprtg}wlium Epithelins crevicular
S fluid
Cral — ke & \
| epithelium,’ 2 \1
//.. —
f/.-'" \\ _/»’ ™,

| | ~Pathogenic
Al |~ dental-plague
biofilm

Healthy —
bone

level — == Bone loss

Figura 1. Os efeitos da periodontite. Tecido periodontal saudavel (esquerda) contém tecido
conjuntivo e osso alveolar, que sustenta a raiz do dente. Além disso, o epitélio oral abrange este
tecido de suporte, e um epitélio especializado juncional liga-o a superficie do dente. O espacgo entre a
superficie epitelial e o dente € chamado o sulco e é preenchido com o fluido das fendas gengivais.
Em casos de periodontite (direita), um biofilme/placa dental se acumula na superficie do dente e da
raiz do dente e provoca a destruicao do tecido conjuntivo periodontal e do osso alveolar, sendo a
causa mais comum de perda de dentes em todo o mundo.(Darveou, 2010)

Ha uma variacdo global da prevaléncia, gravidade e progressao da
periodontite (PIHLSTROM, 2005; DYE, 2012). A prevaléncia da periodontite € de 5-

15% dos adultos no mundo (DYE, 2012) com alguma variagdo geografica; por
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exemplo, na Asia a prevaléncia é tdo elevada quanto 15-20% (CORBET, LEUNG,
2011). Atualmente, na China, Europa e Estados Unidos, a periodontite € relatada por
afetar mais de metade da populagao adulta. (PATEL, 2012; EKE, 2012, HU, 2011).

Aproximadamente 47% dos adultos com idade = 30 anos nos Estados Unidos
(cerca de 65 milhdes de adultos) tém periodontite: 8,7% com periodontite leve,
30,0% moderada e 8,5% com periodontite severa. Periodontite aumenta com a
idade; adultos com idade = 65 anos tém periodontite a taxas de 5,9%, 53,0% e
11,2% para as formas leve, moderada e grave, respectivamente. No envelhecimento
da populagao, a prevaléncia de periodontite € ainda maior. Relata-se que 70-90%
das pessoas com idades entre 60 e 74 sofrem de doenca periodontal (EKE, 2012).

Trabalhos baseados em estudos epidemiolégicos observaram que a doenga
periodontal na forma de gengivite ou periodontite é altamente prevalente na
populacdo. No Brasil, a prevaléncia de gengivite é de aproximadamente 100% e a
de periodontite também é consideravelmente alta, onde 70% da populacdo
apresenta perda de insergdo e 65% profundidade de bolsa = 5mm (ARAUJO,
SUKEKAVA, 2007), sendo a PC generalizada frequentemente associada a pacientes
portadores de doengas crénicas como a doenga renal (SOUZA, 2005; BASTOS,
2009).

A periodontite crénica caracteriza-se por apresentar um curso de progressao
de lento a moderado, porém, podem ocorrer periodos de destruicdo mais rapidos,
possivelmente modificada por doencgas sistémicas e fatores ambientais, sendo mais
prevalente em adultos, entre 30 e 65 anos (MACHTEI, 1992). Manifesta-se na sua
forma moderada entre 44 a 57% dos adultos, sendo que 10% podem apresentar um
quadro de periodontite severa (LOE, 1993; CARRANZA, 2004).

A PC pode ser classificada quanto a extensédo em: localizada (quando
acomete menos de 30% dos sitios) ou generalizada (para mais de 30% dos sitios).
Quanto a severidade de perda de inser¢ao do ligamento periodontal, divide-se em:
leve (1 a 2 mm), moderada (3 a 4 mm) ou severa (mais de 5 mm) (ARMITAGE,
2000).

A colonizacdo do ambiente subgengival com um biofilme microbiano
enriquecida em bactérias gram-negativas, pertencente ao complexo vermelho de
patdogenos, € o gatilho necessario para a iniciagcdo e perpetuagdo da resposta
inflamatoria da PC (DARVEOU, 2010). Concomitantemente a inversdo da microbiota

oral e formacao do biofilme, ocorre uma destruicdo tecidual envolvendo metabdlitos
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bacterianos (enzimas, endotoxinas, e outros componentes antigénicos)(DELIMA,
VAN DYKE, 2003).

A formacdo do biofilme € necessaria para o desenvolvimento da lesao
periodontal, mas outros fatores desempenham um papel na patogenia da
periodontite (KINANE, BOUCHARD, 2008). Pesquisas realizadas nas ultimas
décadas concluiram que o risco individual para periodontite é influenciada por
fatores microbiolégicos, genéticos e ambientais que contribuem para um perfil de
suscetibilidade (KORNMAN, 2008).

Tem sido sugerido que os fatores genéticos sdo importantes determinantes da
susceptibilidade a periodontite, pois podem determinar e modificar as respostas do
hospedeiro ao desafio microbiano. Respostas inumes improprias ou exageradas
contra o estimulo bacteriano podem causar variagdes na susceptibilidade a
periodontite. Fatores genéticos envolvidos nas respostas do hospedeiro podem
determinar a severidade da doenga em casos de PC e agressiva. Embora seja
aceito que a placa dentaria microbiana € o principal fator causador da periodontite,
ha evidéncias de que fatores genéticos desempenham um papel crucial na
suscetibilidade, especialmente na periodontite agressiva (TURKOGLU, 2011).

Inicialmente ocorre um desequilibrio entre bactérias e defesas do hospedeiro
que leva a alteracdes vasculares e a formacao de exsudato inflamatério, fase que se
manifesta clinicamente com alteragdo da cor da gengiva, hemorragia e edema,
sendo essa situacao reversivel se a causa for eliminada. Esta situacao definida
como gengivite, promove a fragilizacdo das estruturas e maior acesso de bactérias e
seus subprodutos a areas subjacentes, podendo resultar na migragado do epitélio,
consequente formacgao de bolsas periodontais e perda 6ssea. Este processo culmina
com a destruicdo dos componentes do periodonto, ou seja, cemento radicular,
ligamento periodontal e osso alveolar (CARRANZA, 2004; ALMEIDA, 2006).

O reconhecimento de que o hospedeiro contribui para a destruigdo tecidual e
reabsor¢cao do osso alveolar, que sao caracteristicos da doencga periodontal, foi um
grande avango conceitual; uma consequéncia do aumento nas concentragdes de
mediadores inflamatoérios € a reabsorcdo de osso alveolar, o que é a principal
caracteristica da doenga periodontal (PAGE, 1997).

A integridade dos tecidos 6sseos depende da manutengdo de um equilibrio
delicado entre a reabsor¢ao do 0sso por osteoclastos e osteoblastos por deposicéo

o0ssea. Os osteoclastos sao originarios a partir de precursores hematopoiéticas da
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linhagem dos mondcitos e macrofagos que residem no interior da medula ossea e,
guiados por quimiocinas, emigram da circulagéo periférica para o 0sso. A ativagao
dos osteoclastos € realizada apenas com a presenga do ligante do receptor ativador
do fator nuclear kB (RANK) (SILVA, 2007).

O principal mecanismo que regula as atividades normais de reabsorgao e de
deposicdo Ossea que ocorrem durante a remodelacdo O6ssea € a proporcao de
RANKL (também conhecido como TNFSF11) para OPG (osteoprotegrina, também
conhecido como TNFRSF11B) (COCHRAN, 2008; NAGASAWA, 2007) e este
mecanismo, provavelmente, também contribui para a perda 6ssea observada na
periodontite (Figura 2).

A RANKL esta presente em varios tipos de células e se liga a RANK (receptor
ativador do fator nuclear kB, também conhecido como TNFRSF11A) sobre os
precursores de osteoclastos, promovendo a diferenciagdo em células semelhantes a
macrofagos ativos que segregam enzimas que degradam o osso. OPG é um
receptor soluvel de RANKL que impede a interacdo RANK-RANKL. Em altas
concentragbes de OPG, a RANKL néo se liga aos precursores de osteoclastos e a
perda de massa 6ssea é evitada (NAGASAWA, 2007).

Os niveis OPG sao regulados através da transformacdo do fator de
crescimento relacionado com [ proteinas morfogénicas do osso de crescimento,
enquanto que a sintese de RANKL ¢é induzida por citocinas pré-inflamatdrias, tais
como IL-13 e TNF. Portanto, o aumento da concentragdo de citocinas pro-
inflamatdrias no tecido periodontal saudavel pode afetar diretamente a perda de
0sso, aumentando a proporgao de RANKL/OPG (DARVEOU, 2010).

O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo denso, localizado entre o
cemento e o0sso alveolar, suportando o dente. Este ligamento é composto
principalmente por fibras de colageno e fibras do sistema elastico. A destruicdo do
ligamento periodontal € iniciada pela degradagcéo da matriz extracelular (MCE). As
enzimas envolvidas na degradacao da MCE compreendem as metaloproteinases de
matriz (MMPs) e proteases de serina (elastase de neutrdfilos, incluindo e catepsina
G) (TSUJI, 2009).
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Figura 2. Alteragdao microbiana da homeostase 6ssea leva a perda 6ssea localizada. A - osso
alveolar esta constantemente sendo remodelada, mas a quantidade de formagdo de osso -
desencadeada por um excesso de OPG (osteoprotegrina, também conhecido como TNFRSF11B) - é
normalmente igual ao valor da perda de massa 0ssea - desencadeada por um excesso de RANKL
(ligante do receptor-ativador de fator nuclear-kB, também conhecido como TNFSF11) - resultando na
homeostase 6ssea. B - comunidades microbianas localizadas, como os que formam o biofilme,
podem alterar a relagdo RANKL/OPG, resultando em um aumento liquido de perda d&ssea
(DARVEOU, 2010).

As MMPs sao uma familia de endopeptidases, dependentes do zinco,
capazes de degradar todos os componentes da MCE, incluindo o colageno e os
proteoglicanos. Sugere-se que as MMPs desempenham um papel importante em
doencas inflamatérias do periodontal, tecido pulpar e periapical, bem como a
mineralizagao da dentina (BUZOGLU, 2009). Sendo divididas em quatro subfamilias:
colagenases, gelatinases, estromelisinas e MMPs tipo membrana, de acordo com os
seus substratos e estruturas, sendo as colagenases e gelatinases amplamente mais

investigadas em lesdes de periodontite (Tabela 1).
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Tabela 1. Enzimas envolvidas na degradagao da matrix extracelular.

Expressao celular Fungao
- Degrada matriz extracelular ndo
Colagenase Intersticial Macréfagos mineralizada:

g (MMP-1) Estimula a osteoclastogénese.
E )
= «» | Colagenase de neutréfilos Liﬁrizcifltgr?ucleares Degrada gelatina e colageno tipo |, Il,
N | 2| (MMP-8) polim« ’ I, IV e XI.
= ] macroéfagos
S S Degrada colageno tipo |, I, Ill, IV, IX,

> Fibroblastos, células X e X1V, gelatina, tenascina-C
Q (_B _ _ ’ ) ’ ’
© [} Colagenase-3 (MMP-13) epiteliais, plasmécitos fibronectina e proteinas do nucleo de
g © proteoglicanos.
© Células epiteliais Degrada gelatina, fibronectina,
' » | Gelatinase A (MMP-2) fi P ’ elastina, laminina, colageno I, llI, IV,
o 3 ibroblastos V VIl Xe Xl
S | & VIl X e XI.
g |2 Leucdcitos
s 5 . ; polimorfonucleares, Degrada gelatina, elastina, colageno
3|3 Gelatinase B (MMP-9) macréfagos, células T, tipo IV, V, VII, X, Xl e XI.

mastocitos, odontoblastos

Degrada elastina, colageno,

monocitos, mastocitos.

0 o Elastase neutrdéfilo (NE) Lel.JCOC'tOS fibrinogénio, hemoglobina,
o & polimorfonucleares .

® .S proteoglicanos.

2o Leucdcitos Degrada colageno tipo Ill e
o Catepsina G polimorfonucleares, 9 . g P

oo proteoglicanos.

(Adaptado de GRAUNAITE, 2011)

As MMPs sao geralmente encontradas em equilibrio com um grupo de
proteinas endoégenas denominadas inibidores teciduais das metaloproteinases
(TIMPs), para manter a remodelagdo da matriz altamente regulada (HANNAS, 2007)
e sao regularmente expressas em tecidos periodontais saudaveis, onde
supostamente controlam o ambiente extracelular (GONCALVES, 2008). No entanto,
relacbes desequilibradas da MMPs/ TIMPs foram descritas em tecidos periodontais
doentes, e sdo associadas com a destruicdo de tecidos moles e mineralizados
relacionada a doenga periodontal (GARLET, 2004; VERSTAPPEN e VON DEN
HOFF, 2006; GONCALVES, 2008).

Tem sido descrito que a PC possa ter um papel etiolégico e modulador em
doencgas sistémicas, como as cardiovasculares e as cerebrovasculares (BECK,
2005; KHADER, 2006), (COBURN, 2015),
(KUDIYIRICKAL, 2014) doengas respiratorias (ZENG, 2012), doenga renal crénica
(VILELA, 2011; SALIMI, 2014) e que possam provocar 0 nascimento de bebés

prematuros de baixo peso (SITHOLIMELA, 2013).

artrite reumatoide diabetes

2.2 Papel dos mediadores inflamatérios na doeng¢a periodontal
A hipdtese da associagao entre algumas patologias sistémicas e patologias

da cavidade oral é antiga, sendo encontrada na literatura ha varios anos. Com efeito,
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egipcios, hebraicos, gregos e romanos ja acentuavam a importéncia da saude oral
no bem-estar geral dos individuos. O conceito de infecgdo focal, com origem em
1900, estimulou a investigagdo no sentido de aprofundar o conhecimento sobre o
papel das afec¢gdes da cavidade bucal, em especial da doenca periodontal, na saude
geral dos individuos (ALMEIDA, 2006).

A Organizagdao Mundial de Saude publicou documento destacando que
quando fatores de risco para doengas cronicas sao minimizados e os fatores de
prevencdo a saude sao maximizados, as pessoas vivem mais e melhor. Este
documento também ressaltou a implicagdo das doengas orais na saude geral e na
qualidade de vida, principalmente de pessoas idosas; enfatizando a importancia da
promog¢ao da saude bucal (PETERSEN, OGAWA, 2005).

Pacientes portadores de PC nao tratada apresentam uma area de 15 a 20
cm? de lesdes periodontais. Este epitélio ulcerado serve de porta de entrada para
bactérias gram negativas anaerdbias e levam a disseminagao de endotoxinas e LPS,
causando bacteremia e a dispersao sistémica de antigenos bacterianos (LOOS,
2000).

Uma série de estudos tem demonstrado que a resposta imune do hospedeiro
inflamatorio persistente contra os patdégenos com o envolvimento de leucécitos e
células plasmaticas, comega com a inflamagédo gengival e com a criagdo de um
sulco aprofundado entre gengivas e dentes (bolsa periodontal), seguida da
destruicdo do osso e dos tecidos conjuntivos, incluindo colagenos, proteoglicanos e
outros componentes da MCE e a sua substituicdo por um infiltrado denso de células
inflamatorias (GRAVES, 2008; LIU, 2010)(Figura 3).

As principais subclasses de células imunitarias que desempenham um papel
importante na doenca periodontal, as principais acdes, e exemplos de importantes
mediadores libertados estdo resumidos na Tabela 2.

No entanto, o perfil “protetor/destrutivo” da resposta imune é normalmente
considerado em uma estrutura relacionada com a destruigdo tecidual e a progressao
da doenga (KRAUSS, 2010; LIU, 2010). No entanto, é importante lembrar que as
doencgas periodontais sao condi¢des inflamatérias infecciosas (KRAUSS, 2010), e
estudos recentes tém demonstrado que os padroes semelhantes de resposta imune
(ou seja, que envolvem citocinas semelhantes), consideradas prejudiciais no
contexto da destruicdo de tecido podem assumir papéis importantes no controle da
infeccao periodontal (GARLET, 2007)
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Figura 3. As vias celulares e moleculares que ligam resposta imune inflamatéria do hospedeiro
a progressdo da doenga periodontal. O reconhecimento de LPS de patdégenos periodontais por
células residentes no ambiente periodontal (1) leva aos eventos inflamatdrios iniciais, resultando na
producdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas que atuam no recrutamento seletivo (2) de
leucécitos ao espago periodontal. Uma vez que, no tecido, a ativagdo de leucécitos conduz a
produgéo de outras citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, que contribui para a geragdo de um
circuito de amplificagdo de migracéo de leucdcitos (3). Além de citocinas, subconjuntos de leucdcitos
também produzem quantidades substanciais de RANKL (4), ou induzem a sua producgao pelas células
residentes, e os niveis de RANKL aumentam em resultado de um desequilibrio nos niveis de OPG
(5), o que resulta no aumento da reabsorgdo éssea da caracteristica lesbes periodontais ativas. Os
mediadores inflamatérios produzidos por leucdcitos inflamatérios também interferem na formagéao
O6ssea de acoplamento (6), o que seria esperado para contrariar o aumento da atividade dos
osteoclastos. Finalmente, a reagdo inflamatéria crénica local também resulta num desequilibrio na
proporcao significativa de MMP / TIMP (7), o que explica a destruigdo de matriz extracelular dos
tecidos periodontais moles e mineralizados. (GARLET, 2010).

As bactérias gram negativas anaerdbias produzem uma quantidade suficiente
de LPS que ativa o sistema do complemento pela via alternativa que conduz a
geracdo de peptideos quimiotaticos (MARTON, 2000). A expressdo coordenada
unica de E-selectina, as moléculas de adeséo intercelular (ICAMs) e IL-8 facilitam a
passagem dos neutrofilos do tecido gengival altamente vascularizado para o
creviculo gengival, onde formam uma parede entre o tecido do hospedeiro e o
biofilme (TONETTI, 1998) (Figura 4).
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Tabela 2. Principais subclasses de células imunes e suas principais agoes.

Subclasses das células
imunolégicas

Acbes Principais

Principais mediadores liberados

Células apresentadoras
de antigeno (APC)

Captagao e processamento de antigenos
€ apresenta-los aos linfécitos T

Dependendo do subtipo de APC (ver
abaixo)

Linfocitos B Formagéo de anticorpos especificos para | As células B totalmente ativadas
0s antigenos; atuar como APCs. (plasmécitos) secretam anticorpos
DCs Funcdo como APCs profissionais, mDCs produzem TNF-a e as citocinas
reconhecimento inato de micrébios por das familias IL-1 e IL-12; pDCs produz
TLR, regulam outras células imunitarias, | interferons do tipo |
incluindo linfécitos T e B
LCs mDCs de mucosa e pele Similar as outras mDCs

Macrofagos (junto com
os monocitos, os
macrofagos sao
chamados de MNPs)

Desenvolvem-se a partir de mondcitos;
funcionam como fagécitos profissionais,
e APCs; liberam compostos téxicos que
destroem microbios e células infectadas;
regulam as células imunitarias

Citocinas: IFN-B, IFN-y, IL-1a, IL-1, IL-
6, IL-10, IL-15, IL-18, fator de inibicdo
de migracdo, TGF-B e TNF-q;
Quimiocinas: proteinas inflamatérias de
macrofagos CCL-2CCL-3, CCL-4, 5-
CCL, CCL-22, IL-8, reativos
intermediarios de oxigénio e nitrogénio;
eicosanoides; proteases

Mastécitos Reacdes alérgicas tipo anafilaticas; Histamina, serotonina; eicosanoides;
defesa antimicrobiana nao especifica; citocinas: IL-1B, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13,
cicatrizagdo de feridas; imunorregulagédo | GM-CSF, SCF; quimiocinas: CCL-2,

CCL-5, eotaxinas

Mos Fagocitose, apresentagao de antigénio, Similar as mDCs e aos macréfagos
dar origem a mDCs e macrofagos

Células NK Linfécitos citotoxicos da imunidade inata, | Citotoxinas: perforina, quimiocinas
contribuem para a auto-tolerancia e CCL3, CCl4, e CCLS5; citoquinas IFN-y,
memadria imunoldgica GM-CSF e TNF-a

Células NKT As células T CD1d restritas; reconhecer Citotoxinas como as das células NK; IL-
lipidios e glicolipidios; rapida liberacédo 2, IL-4, IL-13, IL-17, IL-21, IFN-y, GM-
de mediadores soluveis de regulacdo CSF, TNF-a

PMNs Trés tipos de PMNs (basofilos, Reativos intermediarios de oxigénio e
eosindfilos e neutrofilos); neutrofilos nitrogénio; proteinas com atividades
desempenham um papel importante: antimicrobianas: hidrolases acidas,
fornecem primeira linha de defesa contra | defensinas, lactoferrina, lisozima;
patégenos por fagocitose; atrair e proteases destruidores de microbios e
estimular novos PMNs, MOs e dos tecidos do hospedeiro;
macroéfagos; destruir componentes do eicosanoides; citocinas e quimiocinas:
tecido periapicais IL-1B, TNF-q, IL-8, e CXCL-10

Linfécitos T Participar em reagdes imunes mediadas Depende do subtipo de linfécito T

por células como células efetoras e
reguladoras

Linfécitos T citotdxicos
(células T CD8 positivas)

Células MHC de classe | restritas,
destruicdo de células infectadas

Citotoxinas: células NK; citocinas: IFN-
g, IL-2, GM-CSF; TNF-a; quimiocinas:
CCL-3, CCL-4, CCL-5

Linfécitos T de meméria
(células CD45RO
positivas)

Rapida expansao de células T efetoras
sobre re-exposi¢do de antigeno

IFN-y, IL-4, IL-17

Linfocitos T auxiliares
(células T CD4 positivas)

Células com restricao de MHC classe |
do; promover a maturagao de células B,
ativagao de células T e macrdéfagos;
diferenciar em varios subtipos, que
produzem citocinas estimuladoras e
inibidoras

Células Th ativadas: IL-2; subconjunto

de células Th ativadas: IL-17; Citocinas
Th1: IFN-y, TGF-B; Citocinas Th2: IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-13; Th17 citocinas:

IL-1, IL-6, IL-17, TNF-a

Linfécitos T reguladores
(Treg)(células
CD4'/CD25"/Foxp3*)

Suprimir a ativagao do sistema imunitario
através da secrecao de citocinas
reguladoras e de contatos célula a célula

TGF- e IL-10

APCs=células apresentadoras de antigénio; DCs=células dendriticas; GM-CSF= fator estimulante de colénias de
granulécitos e macrofagos; IFN-B=interferon beta; IFN-y=interferon gama; IL=interleucina; LCs=células
Langehans; MDCs=células dendriticas mieldides; MNPs=fagocitos mononucleares; Mos=mondcitos; NK,
assassino natural; NKT=assassino natural T; pDCs=células dendriticas plasmocitoides; PMN=leucdcito
polimorfonuclear; TLR=receptor Toll-like; TNF-o=factor de necrose tumoral alfa.(Adaptado de MARTON,
2014).
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A resposta do tecido € geralmente limitada ao ligamento periodontal apical e
esponjoso vizinho. Inicia-se com a resposta neurovascular tipico de inflamagao, o
que resulta em hiperemia, congestao vascular e o edema do ligamento periodontal e
extravasamento de neutrdéfilos (NAIR, 2004).

A arquitetura dos tecidos do epitélio de jungao auxilia a passagem destas e de
outras células imunes. Calcula-se que cerca de 30.000 neutrdfilos transitam através
do tecido periodontal por minuto (TONETTI, 1998; BOSSHARDT, 2005). Uma vez
que o fator patogénico invade a area periodontal, duas linhas de defesa das células
fagociticas sdo formadas: uma area interior, mais perto do apice, em que o0s
neutréfilos predominam; e em volta uma area onde os macréfagos sao vistos
(METZGER, 2000).

Quando presente no local da inflamacgé&o, os macréfagos tém um papel central
na regulacao da destruigdo do tecido conjuntivo e reparagao; regulagdo do inicio da
resposta da imunidade inata inespecifica e os resultados da imunidade adquirida
antigeno-especifica (METZGER, 2000). Em resposta ao encontro bacteriano ou sinal
de uma ativagao de outra natureza, produzem uma grande variedade de moléculas
biologicamente ativas que sao as citocinas IL-1, TNF-a (STASHENKO, 2007), IL-8
(MARTON, 2007), IL-6, IL-12 (STASHENKO, 2007), IL-10 (GAZIVODA, 2009),
fatores de crescimento, IFN-a, IFN-B (NAIR, 2004), os metabolitos de &acido
araquidoénico, os radicais livres, metaloproteinases (MARTON, 2000) e B-endorfina
(STASHENKO, 2007).

A perpetuacdo da resposta do hospedeiro devido ao desafio bacteriano
persistente interrompe os mecanismos homeostaticos e resulta na liberacido de
mediadores como citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF-a), proteases
(metaloproteinases), e prostandides (prostaglandina E;) que podem promover
destruicdo da MCE no tecido gengival e estimular a reabsor¢cao 6ssea (PAGE,
1998).

TNF-o atua no processo de migragédo de células em varios niveis, induzindo a
produgao de moléculas de adeséo e de quimiocinas, que sao citocinas quimiotaticas
envolvidas na migracdo de ceélulas para os locais infectados e inflamados
(DINARELLO, 2000; WAJANT, 2003; KINDLE, 2006). TNF-o esta presente em
niveis elevados no fluido crevicular gengival (FCG) e nos tecidos periodontais

doentes, onde é positivamente correlacionada com a expressdo de MMP e RANKL
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(GRAVES, 2003; GARLET, 2004; GRAVES, 2008).
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Figura 4. Transito de neutréfilos através do tecido periodontal. O estado da resposta imune inata
dos tecidos periodontais saudaveis resulta na expressdo coordenada de mediadores seletivos da
defesa inata, tais como a interleucina-8 (IL-8), facilitando o transito de neutrdfilos através do tecido.
Além disso, o epitélio gengival expressa varios mediadores de defesa inata do hospedeiro que
contribuem para o afastamento e morte de bactérias da placa dental, incluindo os receptores Toll-like
(TLRs) (que reconhecem patdgenos e bactérias comensais), 3-defensinas e proteinas ligadoras de
lipopolissacarideos (LPS). Além disto, o epitélio juncional produz CD14 soluvel (sCD14) (outro
mediador de eliminagdo bacteriana) e LBP. Os mecanismos de defesa inatos sdo acoplados com
sistemas de sinalizagdo regenerativos e biomecanicos, resultando na homeostase do tecido. O
gradiente de IL-8 esta representada a azul. PMN, neutrdfilos.(DARVEOU, 2010).

Dados a partir de estudos em seres humanos e analise de dados de doencga
periodontal experimental em ratos e primatas demonstraram claramente que o TNF-
o desempenha um papel central na resposta inflamatéria, a reabsorgcdo de osso
alveolar e perda de insercao de tecido conjuntivo (GRAVES, 2003; GRAVES, 2008).
Por conseguinte, 0 modelo experimental de periodontite em camundongos com TNF-
o 55 receptor deficiente (TNFp55K0O) demonstrou uma diminuicao significativa na
expressdo de MMP e RANKL, que foi associada com uma reducgao significativa na

perda de osso alveolar (GARLET, 2007).

Além de apresentarem um efeito direto sobre a patogénese da doenca
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periodontal, TNF-a regula a produgao de outras citocinas pré-inflamatérias classicas
da imunidade inata, tais como IL-1p e IL-6 (DINARELLO, 2000; WAJANT, 2003;
GARLET, 2007; GRAVES, 2008; MUSACCHIO, 2009). Curiosamente, a IL-1p e a IL-
6 foram também caracteristicamente associadas a processos inflamatérios migragao
celular e osteoclastogénese (GRAVES, 2008; FONSECA, 2009).

Pacientes com periodontite crénica tém uma produgdo aumentada de
citocinas inflamatdrias (IL-1B, TNF-a, IL-6)(GORSKA, 2003), e que podem induzir a
elevacao plasmatica do nivel de proteinas de fase aguda, como por exemplo, a PCR
(CRAIG, 2003), promovendo uma resposta inflamatoria sistémica moderada (LOOS,
2000). Tal fato demonstra que a periodontite crénica é um prototipo de infecgéo local
de baixo grau associado com uma resposta inflamatéria sistémica moderada
(GEMMELL,1997; MATTILA, 2002; D'AIUTO, 2005; VILELA, 2011).

Além da resposta imune inata, as bactérias periodontais levam a mobilizagao
de mecanismos da imunidade adaptativa. A resposta adaptativa do hospedeiro
comega com o reconhecimento dos patdgenos pelas células apresentadoras de
antigenos, tais como células dendriticas (CUTLER, 2004). Ap6s a ativagado, as
células dendriticas maduras e macrofagos expressam moléculas co-estimuladoras e
produzem padrdes distintos de citocinas que irdo determinar a polarizagado e
ativacao de linfécitos (CUTLER, 2004) (Tabela 3).

A imunidade adaptativa, também conhecida como imunidade especifica,
possui a capacidade de memorizar e responder de forma mais vigorosa a repetidas
exposicoes ao mesmo antigeno. Os principais componentes da imunidade
adaptativa séo os linfocitos T e B (JRSTAVIK, 2008).

Os linfécitos T maduros expressdao na sua superficie celular moléculas
correceptoras que os dividem em duas populagbes majoritarias, as célula T CD4+ e
as CD8+ (MARTON, KISS, 2000). As células CD4+, que atuam com os linfécitos B,
sdo conhecidas como células T auxiliares (Th). As células CD8+ tém efeitos toxicos
diretos e supressivos sobre outras células e sdao chamadas de T citotoxicas (Tcs)
(NAIR, 2004).

As células T CD4+ diferenciam-se ainda em mais dois tipos, denominados
células Th1 e Th2, de acordo com as citocinas que estas células produzem. Ambos
os tipos de respostas efetoras sao regulados por uma familia heterogénea de

células, que é conhecida como células T reguladoras (Treg). Eles formam um
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subconjunto de 5 - 10% das células T CD4+. Recentemente, um novo subconjunto

de células Th que produzem predominantemente IL-17 foi descoberta e nomeada
como Th17 (FUKADA, 2009).

Tabela 3. Citocinas envolvidas na formagao da resposta imune na periodontite.

Citocinas

Origem

Fungoes primarias

Interleucina-1 (IL-1)

Mg, PMN, Oc, Células
epiteliais

Atrai quimiotaticamente e ativa PMN; Estimula a
producdo de  prostaglandinas, enzimas
proteoliticas e citocinas IL-6, IL-8; Estimula a
reabsorcao 6ssea e inibe a formagdo 6ssea

Interleucina-8 (IL-8)

Mg, PMN, Th1

Atrai quimiotaticamente e ativa os PMN;
Estimula o recrutamento e a atividade dos
osteoclastos

Interleucina-6 (IL-6)

M@, PMN, Th2, linfcitos B,
células endoteliais

Ativa PMN, células T; Estimula a diferenciagédo
dos linfécitos B em plasmécitos; Induz a
reabsorcdo 6ssea; Diminui a produgéo de IL-1

Fator de necrose tumoral
— alfa (TNF-a)

Mg, Th1, PMN

Ativa os linfocitos e MJ; Estimula a reabsorgao
6ssea

Proteina quimiotatica de
granulécito — 2 (GCP-2)

Células endoteliais

Atrai quimiotaticamente os PMNs

Interleucina -17 (IL-17)

Th17

Ativa a secregao de IL-1, IL-6, TNFa, GCP-2 e
IL-8; Estimula a reabsorgdo 6ssea

Fator de estimulacdo de
colbnias de
granulécitos/macrofagos
(GM-CSF)

M@, linfocitos T, células
endoteliais, PMN

Ativa funcionalmente os M& e os PMNs

Proteina quimiotatica de
mondcito — 3 (MCP-3)

Células endoteliais, linfécitos,
fibroblastos, plasmdcitos

Atrai quimiotaticamente os M@

Proteina inflamatodria de
macrofagos-1 (MIP-1)

Th1

Atrai quimiotaticamente e ativa os M@ e os Oc.

Fatores transformadores
de crescimento tipo 8
(TGF-B)

M@, linfocitos, fibroblastos,
Ob, Oc

Suprime a proliferacdo e diferenciagdo de
linfécitos T e B; Diminui a produgéo de IL-1, IL-
6, TNF-a e IFN-y; Bloqueia a produgéo de éxido
nitrico pelo M@; Inibe a reabsorgéo 6ssea; Inibe
a formacado Th17 e promove a formacgéo de Treg

Interferon-y (IFN-y)

Th1

Ativa os M@; Induz a produgéo de IL-1, NO e O.

Interleucina-12 (IL-12)

M@, células dendriticas

Estimula a produgéo de IL-1 e IFN-y; Estimula a
diferenciacdo de Th1; Suprime diferenciagao
Th2.

Interleucina-10 (IL-10)

M@, células dendriticas

Suprime a produgéo de IL-1 e IFN-y

Interleucina-4 (IL-4)

Th2

Inibe a reabsorgdo déssea; Inibe a formagao de
Th17, Suprime a produgéo de IL-1

M@ = macréfagos; PMN = leucdcitos polimorfonucleares; Th = linfécitos T auxiliares; Ob = osteoblastos; Oc =
osteoclastos; NO = dxido nitrico. (Adaptado de GRAUNAITE, 2011)

Marcadores caracteristicos dos subconjuntos de linfécitos T CD4+ Th1, Th2,

Th17 e Treg tém sido descritos em tecidos periodontais doentes, e estudos recentes

demonstraram que bactérias orais comensais e patogénicas sdo capazes de

desencadear a producdo de mediadores caracteristicos de todas as respostas de
células T polarizadas (GEMMELL, 2002; KOPITAR, 2006; CARDOSO, 2008, 2009;
GAFFEN, 2008)(Figura 5).
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Estudos em roedores demonstraram que o IFN-y estda envolvido no
desenvolvimento da resposta inflamatdria e da reabsorcdo 6ssea em resposta a A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis (TENG, 2005). Entretanto, um papel
controverso para o IFN-y em lesbes Osseas liticas foi descrito, uma vez que a
associagdo com o aumento da perda de osso descrita por estudos in vivo (em
humanos e experimentais) néo foi confirmada por experimentos in vitro, em que o
IFN- v inibe sistematicamente a osteoclastogénese (TAKAYANAGI, 2005; JI, 2009).
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Figura 5. O crosstalk de citocinas e seus papéis destrutivos e de protecio na doenga
periodontal: uma reavaliagdao dos pontos de vista da defesa do hospedeiro e da destrui¢dao dos
tecidos. O reconhecimento do LPS de patdgenos periodontais pelas células residentes no ambiente
periodontal (1) leva aos eventos iniciais inflamatorias, que incluem a produgéo da citocina classica
pré-inflamatoéria TNF-a. TNF-a é caracteristicamente envolvida na amplificagao de reagbes imunes
inflamatérias, devido ao seu papel na quimiotaxia leucocitaria e ativagdo de fagocitos (2). A
subsequente migracdo de células T em tecidos periodontais inclui subconjuntos Th17 (3) e Th1 (4),
que atuam na amplificagdo da resposta inata através da ativagdo de neutréfilos e macréfagos, e pela
geragao de um ciclo de amplificacdo que sustenta a reacao inflamatéria crénica (5). Em conjunto, as
citocinas da imunidade inata e os produtos das células Th17 e Th1 (6) podem promover o aumento
dos niveis de RANKL e MMPs nos tecidos periodontais e, consequentemente, contribuir para a
evolugao da doencga (7). Por outro lado, estes mediadores apresentar uma dupla fungdo, uma vez que
eles sdo também mediadores importantes no controle da infeccdo periodontal, mediadas por
fagocitos e seus produtos (8). A produgéo de anticorpos pelas células B/Th2 também contribui para o
controle da infeccdo periodontal (9), e as citocinas Th2 supostamente contrabalanceia os eventos
destrutivos mediadas por células Th1 e Th17 (10). Citocinas, Treg-associados, tais como a IL-10 sao
descritas em atenuar a resposta do hospedeiro, que atua sobre citocinas inflamatérias (11) e (12) do
tipo Th1, e também induzir diretamente a expressdo de OPG e TIMPs (13), e para contribuir para a
formag&o do osso no ambiente periodontal (14)(GARLET, 2010).
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O efeito pro-inflamatério de IFN- y demonstrada in vivo, resulta no aumento da
regulacdo dos niveis de TNF-a e IL-1B, e consequentemente, RANKL, parece
sobrepor o efeito antiosteoclastogénico direto descrito in vitro (GAO, 2007). Além
disso, o IFN-y também estimula a formacao de osteoclastos e a perda de osso in
vivo, através da ativagcéo de células T por apresentacdo de antigenos ou por meio da
quimio-atracao de células RANKL + (GAO, 2007; REPEKE, 2010)

Além de células Th1, estudos apontam para Linfécitos Th17 como um
subconjunto de células com efeitos osteoclastogénicos (YAGO, 2009). Células Th17
sdo caracterizadas como subconjunto de células T CD4+ que secretam a IL-17, que
tem sido associada a varias condi¢gdes autoimunes e inflamatérias (DONG, 2008;
SALLUSTO, 2009).

Estudos relatam que as células T estdo envolvidas na destruicdo do osso por
meio da producédo de IL-17, que por sua vez, é descrita como um indutor da
producdo de RANKL (SATO, 2006). Assim como, um indutor direto menos potente
de MMP que as citocinas classicas da imunidade inata (BEKLEN, 2007).

As células Th17 possuem a capacidade de produzir IL-6 e regular
positivamente |IL-1B e a produc¢do de TNF-a podendo gerar um ciclo de amplificagéo
inflamacdo, com um consequente aumento da expressdao de MMP e RANKL
(BEKLEN, 2007). Estudos demonstraram a presenga de células Th17 em doencgas
periodontais crénicas (CARDOSO, 2009.); e também a presenga das citocinas Th17
em lesdes periodontais (TAKAHASHI, 2005; OHYAMA, 2009).

Portanto, as ceélulas Th17 atuam no processo inflamatorio da doenca
periodontal através da ativacdo de células adjacentes para produzir mediadores
inflamatorios, gerando, assim, um circuito positivo para a amplificagdo da reagao
inflamatdria que conduz a exacerbacao da lesao. Porém, os estudos experimentais
em roedores demonstraram que camundongos deficientes em IL-17 podem
apresentar um aumento ou diminuicdo da lesdo 6ssea em resposta ao desafio
patogénico periodontal (YU, 2007; OSEKO, 2009).

No entanto, devemos considerar que os modelos experimentais periodontite
podem nao refletir perfeitamente a natureza crénica da doenga humana, e que a
perda 6ssea alveolar em camundongos idosos esta associada a um aumento da
expressao de IL-17A (LIANG, 2010). Portanto, é possivel sugerir que o processo de

envelhecimento, em paralelo com o desenvolvimento de doencas crdnicas, pode
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mudar um possivel papel protetor da IL-17 em um papel destrutivo.

As células Th2, que possuem a IL-4 como principal citocina do seu padréao de
resposta atuando como um fator de estimulagcéo de células B (SALLUSTO, 2009),
podem ser mais uma possibilidade no perfil destrutivo das células T na doenca
periodontal (GEMMELL e SEYMOUR, 2004). Em adicao a IL-4, a IL-6, também pode
contribuir para a diferenciagcédo de células B e producgao de anticorpos (CRONSTEIN,
2007).

Estudos demonstraram que os linfocitos B produzem RANKL em resposta a
estimulacdo do patégeno periodontal (HAN, 2009), e também que a maioria das
células B no periodonto sdo RANKL+ (KAWAI, 2006). Foi demonstrada a eliminagao
de células B para prevenir a perda 6ssea em ratos apos a infecgao por P. gingivalis
bucal (BAKER, 2009), enquanto que as células B parecem contribuir para a perda de
0sso alveolar, nao sao essenciais, uma vez que as células T, induzidas por LPS, sao
capazes de promover a reabsorgdo 6ssea, na auséncia de células B (YAMAGUCHI,
2008).

Entretanto, a IL-4 possui propriedades supressoras e anti-inflamatorias
mediadas pela sua capacidade de inibir a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias e
IFN-y, consequentemente a supressdo da polarizagcdo de células Th1 (APPAY,
2008; BLUESTONE, 2009). Além disso, a IL-4 também foi capaz de inibir a produg¢ao
de MMPs e de RANKL e, concomitantemente, induzir o aumento da regulagdo dos
respectivos inibidores, TIMPs e OPG (IHN, 2002; SAIDENBERG-KERMANAC'H,
2004), reforgando o seu potencial papel protetor na patogénese (GIANNOPOULOU,
2003).

Estudos mostraram que a transferéncia adotiva de células com um fendtipo
de Th2 para ratos nude atenuou a gravidade da doencga periodontal (EASTCOTT,
1994), e camundongos com resposta Th2 resultou em lesdes minimas apds desafio
P. gingivalis (STASHENKO, 2007).

Ao contrario da via destrutiva que envolve principalmente as citocinas pro-
inflamatodrias, as vias reguladoras mediadas por citocinas anti-inflamatoérias podem
controlar ou atenuar o desenvolvimento da doenca periodontal. A IL-10, uma citocina
anti-inflamatéria (PESTKA, 2004), é largamente expressa em tecidos inflamados
periodontais, em que se pensa estar associada com a gravidade inferior da doenca
(GARLET, 2004, 2006).

Um estudo com ratos knockout IL-10 é altamente suscetivel a perda de osso
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alveolar induzida por P. gingivalis (SASAKI, 2004). Os estudos tém sugerido que a
IL-10 pode atuar de varias maneiras para conter gravidade da periodontite. O
controle de sinalizagao inflamatéria mediada por IL-10 podem incluir a inibicdo da
transcricdo de RNAmM do mediador inflamatério apés TLR ou da sinalizagdo via
citocina (YOSHIMURA, 2003). Além da supressao de citocinas da imunidade inata, a
IL-10 interfere diretamente com a producdo de IFN-y e IL-17 por células T,
demonstrando um papel amplo para essa citocina imunorreguladora (NAUNDOREF,
2009).

Em adigdo ao controle da reacgdo inflamatoria, a IL-10 também apresenta um
papel protetor direto na destruicdo de tecidos, modulando os sistemas de MMPs e
RANK. IL-10 induz, caracteristicamente, a producao de TIMPs, que s&o capazes de
inibir a quase todos os membros da familia MMP de uma forma nao especifica
(CHOU, 2006; CLAUDINO, 2008).

Foi descrito que a IL-10 suprime a osteoclastogenese por inibicao seletiva de
sinalizacdo de calcio da RANK, e por inibicdo da transcricio da molécula
coestimuladora dos osteoclastos TREM-2 (PARK-MIN, 2009). Além de estimular a
producao de OPG, que consequentemente inibe a reabsorgdo d6ssea através da
prevencao do acoplamento RANK-RANKL (ZHANG, 2006).

Sugere-se que a IL-10 também apresenta um efeito direto sobre a formagao
de o0sso, uma vez que a perda de osso alveolar, na auséncia de IL-10 esta
associada com uma expressdao reduzida de marcadores de osteoblastos e
ostedcitos, de forma independente das vias microbianas, inflamatérias ou de
reabsorgéo 6ssea (CLAUDINO, 2010).

As células T regs tém sido descritas como um subconjunto de células T de
protecado aos danos nos tecidos no ambiente periodontal. As Tregs sédo as células T
CD4+/CD25+ que regulam especificamente a ativagao, proliferagdo e funcéo efetora
de células T convencionais ativadas, determinando o resultado de varias
configuragcdes imunoldgicas, que vao desde doencgas infecciosas, imunopatolégicas
e autoimunidade (APPAY, 2008; SHEVACH, 2009).

Juntamente a acgéo protetora da IL-10, as células Treg secretam fatores
transformadores de crescimento (TGF)- que supostamente atenua a progressao da
doenga periodontal (CARDOSO, 2008) desempenhando um papel importante na

atenuacdo do dano inflamatoério. O TGF-B € uma citocina pleiotropica que regula o
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crescimento e a diferenciagao celular, a producdo da matriz, e € um potente fator
imunossupressor que regula negativamente a transcricdo dos fatores pré-
inflamatorios, tais como IL-1B e TNF-a, e MMPs (OKADA, 1998; STEINSVOLL,
1999). Adicionalmente, em lesbes periodontais ativas, os niveis de TGF-B sdo
negativamente correlacionados com os niveis de RANKL, reforcando o seu papel de
protecao contra a destruigao tecidual (STEINSVOLL, 1999; DUTZAN, 2009b).

Diversos estudos propdéem que o perfil diferencial de citocinas do padréo de
resposta das células T auxiliares em tecidos periodontais determina o curso da
progressao da doenga periodontal. No entanto, a descoberta de novas
subpopulagdes de células T leva a um cenario mais complexo em relagéo ao papel
das citocinas na patogénese da doenga periodontal.

Visto que a PC, uma doencga infecto-inflamatéria local, possui como
consequéncia principal a perda do dente afetando diretamente o estilo de vida do
individuo, além de ser fator de risco para varias doencas, sua patogénese nao esta
esclarecida totalmente, assim como sua repercussao sistémica no sistema

imunoldgico.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Caracterizar o perfil fenotipico das células mononucleares do sangue periférico e de

citocinas de pacientes com Periodontite Crénica moderada e avangada.

3.2 Objetivos Especificos

| — Quantificar as citocinas plasmaticas dos padrées Th1, Th2 e Th17 de pacientes
com Periodontite Crénica.

Il — Investigar a frequéncia de linfocitos T (CD3+) e suas subpopulagdes (CD4+,
CD8+ e CD4+CD25+), bem como de linfécitos B (CD19+) e de mondcitos (CD14+)

no sangue periférico de pacientes com Periodontite Crénica.
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4 METODOS
41 Tipo de Estudo e Aspectos Eticos

Foi realizado um estudo do tipo corte transversal com pacientes portadores de
PC, atendidos na Clinica de Periodontia do Curso de Odontologia da Universidade
Federal do Maranhao.

Em cumprimento aos requisitos exigidos pela Resolugdo n° 196/96 do
Conselho Nacional de Saude para pesquisas envolvendo seres humanos, o referido
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Maranhao
com o numero de protocolo 23115-010215/2011-16.

Inicialmente, todos os individuos receberam informacbes a respeito da
pesquisa, seus objetivos, importancia e beneficios e assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE). A adesdo a pesquisa foi
espontanea, obtida por meio de consentimento pds-informado, ndo se promovendo
obrigatoriedade ou constrangimento ao paciente. Mesmo n&o tendo aderido a

pesquisa, o tratamento do paciente foi mantido.

4.2 Populagao do Estudo

Foram avaliados pacientes, de ambos os sexos, com idade entre 30 e 65
anos, que procuraram atendimento na clinica da Periodontia do Curso de
Odontologia da Universidade Federal do Maranhao, e divididos de acordo com a
presenca ou auséncia da PC.

Foi considerada PC, a presenca de sangramento a sondagem durante 30
segundos apo6s a primeira insercdo da sonda. Sendo a gravidade da doenca
analisada de acordo com os niveis de insergéo clinica proposta por Armitage (2000).
O critério de inclusdo dos pacientes no grupo de portadores de PC foi a presenga de
PC nos estagios moderado (nivel de insercao clinica - NIC, de 3 a 4mm) e avancgada
(nivel de insercao clinica igual ou superior a 5mm), com quantidade superior ou igual
a 20 dentes, onde pelo menos dois dentes apresentaram Profundidade a Sondagem
(PS) superior ou igual a 5mm e NIC superior ou igual 6mm (MACHTEI; 1992).

Os pacientes foram divididos em dois grupos:

GRUPO CONTROLE - GC: composto por voluntarios sem alteragoes
sistémicas comprovadas pelo exame fisico e andlises bioquimicas e saudaveis no
aspecto periodontal;

GRUPO PERIODONTITE CRONICA - GPC: composto por pacientes com PC
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moderada e avangada sem alteragdes sistémicas comprovadas pelo exame fisico e

analises bioquimicas.

4.3 Critérios de nao inclusao

Portadores de diabetes, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca renal
cronica, hipertertensos, gestantes, lactantes, fumantes ou ex fumantes ha menos de
10 anos, usuarios de aparelho ortoddntico, histoéria de uso de antiinflamatérios
esteriodes e nio esterdides e antibioticoterapia nos ultimos trés meses antecessores

ao estudo e durante a pesquisa nao foram incluidos no estudo.

4.4 Critérios de exclusao
Para serem mantidos nos grupos de estudo, os resultados das analises
laboratoriais foram avaliados, a fim de excluir os portadores de alteracdes sistémicas

nao identificadas previamente.

4.5 Coleta de dados

Na primeira visita, foram realizados procedimentos de preenchimento de
dados pessoais para selecdo de voluntarios sem alteracbes sistémicas pré-
diagnosticadas para inclusdo no estudo, assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e medicagcado vermifuga (Albendazol de 400mg em dose unica).
Apos 07 dias os pacientes retornaram em jejum para realizagdo do exame clinico
geral e periodontal e os pacientes que cumpriram as exigéncias foram

encaminhados para coleta de sangue.

4.6 Exame clinico geral

O exame das condigdes sistémicas foi realizado por um unico examinador
devidamente treinado. Foi realizada a anamnese para obtencao dos dados pessoais,
da historia atual e pregressa, histéria familiar, historia social, medicamentos em uso,

exame fisico e exames laboratoriais.

4.7 Exame clinico periodontal
A anamnese compreendeu a histéria dental completa. Posteriormente, foi
procedido o exame fisico bucal e periodontal por um unico examinador, previamente

treinado, utilizando-se de uma sonda periodontal milimetrada tipo Williams (HU-
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Friedy®, Mgf.Co.Inc., Chicago, USA) e espelho bucal, devidamente esterilizadas.

O exame periodontal compreendeu a sondagem de seis sitios em cada dente
(mésio-vestibular — MV; vestibular — V; disto-vestibular — DV; mésio-palatino — MP;
palatino — P; e disto-palatino — DP), realizado por um unico examinador treinado
(Teste Kappa). Os seguintes parametros clinicos foram avaliados:

a. indice de Placa Visivel (IPV) — presente (1) e ausente (0) (AINAMO;

BAY,1975);

b. indice de calculo (IC) - determinado pela presenca (1) ou auséncia (0)
(VOLPE,1974);

C. Profundidade de sondagem (PS) — distancia do fundo do sulco até a

margem gengival;

d. indice de sangramento & sondagem (SS) — determinado pela presenca
(+) ou auséncia (-) de sangramento observado, durante 30 segundos, apds a
primeira inser¢cao da sonda na bolsa periodontal (AINAMO; BAY,1975);

e. Nivel de insercao clinica (NIC) — distancia da jungdo cemento-esmalte
até o fundo do sulco;

f. Recesséo gengival (RG) — distancia da margem gengival livre a juncao
cemento-esmalte.

Os pacientes incluidos no estudo foram classificados de acordo com os
critérios propostos por ARMITAGE (2000) em PC:

. Moderada: Nivel de insercao de 3 a 4 mm;

. Avancada: Nivel de insergéo superior a 5mm.

Todos os procedimentos realizados foram registrados a cada consulta em
ficha de evolugao clinica (ANEXO A).

4.8 Coleta de amostras

Para obtengdo das amostras de sangue foi realizada assepsia com algodao
embebido em alcool 70%, seguida por pung¢do da veia braquial com sistema BD
Vacutainer. Para a realizagdo dos exames laboratoriais, o soro foi obtido pela adicéo
de sangue venoso em tubo a vacuo de 8 mL com gel separador, aliquotado e
armazenado a —70°C até o momento das analises. Para dosagem de citocinas e
fenotipagem, o sangue periférico dos pacientes foi coletado em tubos de 4 mL com
EDTA. As amostras foram mantidas em geladeira e encaminhadas em gelo

reciclavel ao Laboratério de Imunofisiologia da UFMA, onde estas foram
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centrifugadas a 1811rcf por 10 minutos para separagdo e acondicionamento do
plasma a -20°C e a obtengdo das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC).

4.9 Quantificagao de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL -
17A foi utilizada a técnica de CBA, ensaio citométrico de esferas ordenadas. Todos
os reagentes utilizados foram provenientes do Kit (Human Th1/Th2/Th17 cytokine
Kit) obtidos da Becton Dickinson Biosciences (San Jose, CA, USA).

Os plasmas foram centrifugados a 1500 rcf por 10 minutos a temperatura
ambiente para precipitagao de debris. Em cada pogo da placa de 96 pocos, fundo U,
foram adicionados 25 pyL da amostra padrao fornecida pelo fabricante ou dos
plasmas a serem testados. Em seguida receberam 25 pL de cada reagente “cytokine
beads” para marcar a produgao de cada citocina e 25 yL de anticorpo conjugado ao
fluorocromo PE (Figura 6). Os pocos foram homogeneizados e incubados a
temperatura ambiente por 3 horas protegidos da luz. Apds o periodo de incubagéo
as amostras foram ressupensas com 300 uL de solugdo tampao. A placa foi
centrifugada por 10 minutos a 453 rcf e o sobrenadante foi descartado. As amostras
foram entéo ressuspensas em 150 L de solugdo tampao para leitura no citbmetro
de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Apds a leitura dos
padrées e das amostras, os dados foram analisados no software FCAP ARRAY
Versao 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores foram
expressos em pg/mL para cada citocina. Concentragbes de citocinas que
apresentaram valores inferiores ao limite de detecgdo do kit (Quadro 1) foram

considerados como zero.

Quadro 1. Limite de detecg¢ao para cada citocina do BD CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine
Kit.

Citocina | Limite de detecgao (pg/mL)
IL-2 2.6
IL-4 4.9
IL-6 2.4
IL-10 4.5
TNF-a 3.8
INF-y 3.7
IL-17A 18.9
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Figura 6. Layout da placa de 96 pogos para dosagem de citocinas por CBA. Layout ilustrativo da
placa de 96 pogos com fundo em U experimental para a quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y e IL -17A pela técnica de CBA no plasma de pacientes portadores ou nido de
periodontite cronica. Os pogos em azul representam as amostras padrdes fornecidas pelo fabricante
€ 0s pogos em vermelho representam as amostras dos pacientes que participaram do estudo.

410 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e
Imunofenotipagem

A amostra (4 mL de sangue) foi processada, em até 24 horas apos a coleta,
para obtencdo do PBMC. A amostra foi colocada sobre o mesmo volume de Ficoll-
Paque™ PLUS (densidade — 1.077+0,001 g/mL)(GE Healthcare Bio-Sciences). A
seguir, o material foi centrifugado a 453 rcf por 40 minutos, 0 que ocasionou a
separagdo da amostra em 4 fases distintas: células vermelhas (misturada com
polimorfonucleares), Ficoll, PBMC e plasma. As PBMC foram colocadas em tubo
separado. Em seguida, foi adicionada solugado fisiologica 0,9% a suspensdo de
PBMC, em um volume 3x superior ao obtido de células. O material foi entdo levado
para centrifugagédo a 201 rcf por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram
feitas mais duas lavagens. Apos isto, o sobrenadante foi novamente descartado e as
células foram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI completo. Depois de contadas,
2 x 10° células foram ressuspensas em um tampdo especifico para
imunofenotipagem.

As células foram transferidas para uma placa de fundo redondo, marcadas
com os Anticorpos especificos e incubadas a 4°C por 15 minutos. Foram montados 4
painéis de marcagdo com os seguintes anticorpos monoclonais conjugados com

fluorocromos: anti-CD-3 e anti-CD14 conjugados com FITC; anti-CD4, anti-CD25,
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anti-CD14 e anti-HLA-DR conjugados com PE e anti-CD19, anti-CD86, anti-CD8 e
anti-CD4 conjugados com PE-Cy (BD Biosciences-Pharmingen)(Quadro 2). Apos
incubacao, as células foram fixadas com formaldeido 2%. Para calibragdo do
citometro, foi realizado um pool de células, que foram utilizadas no controle branco
(sem anticorpo conjugado) e trés controles positivos 1, 2 e 3 (marcados com um
anticorpo conjugado com fluorocromo da moélecula mais expressa para seu canal
correspondente). As amostras foram adquiridas em citometro de fluxo (BD
FACSCalibur — BD Biosciences) e os dados analisados com o programa FlowJo-vX

Verso(TreeStar).

Quadro 2. Painéis para marcagao das células mononucleares de sangue periférico (PBMC).

Fluorocromo | Painel 1 | Painel 2 | Painel 3 | Painel 4
FITC CD3 CD14 CD3 CD3
PE CD14 | HLA-DR CD4 CD25
PerCP CD19 CD86 CD8 CD4

A estratégia de analise da imunofenotipagem das PBMC para cada painel se
deu da seguinte maneira. Inicialmente, foi feita a sele¢cdo da regido contendo as
células de interesse inicial caracteristica dos linfécitos e mondcitos no grafico
baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC), em seguida selecionou-se
os parametros tamanho (FSC) versus CD19+, para analise dos Linfécitos B(Figura

7). Foram definidos o valor absoluto das células que expressaram o marcador

especifico.
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Figura 7. Estratégia de analise para identificagdo de linfocitos B. As células mononucleares de
sangue periférico foram obtidas de individuos sadios e pacientes com periodontite e marcadas com
anticorpos especificos para linfécitos B. Para analise dos linfécitos B, foi feito a selecdo da regiao
contendo as células de interesse inicial caracteristica dos linfécitos e mondcitos no grafico baseado
em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC)(A), em seguida selecionou-se os parametros
tamanho (FSC) versus CD19+ e a regido positiva para as células CD19+(B), para analise dos
Linfécitos B, obtendo os valores absolutos.
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Para analise dos linfécitos T, foi feita a selecdo da regidao contendo as células
de interesse no grafico baseado em SSC versus FSC, em seguida selecionou-se os
parametros tamanho (FSC) versus CD3+. Subsequentemente, os linfécitos T foram
subdivididos em populagdes majoritarias, selecionando os parametros e as regides
positivas em CD3+ versus CD4+ para linfocitos T auxiliares (CD3+/CD4") e CD3+
versus CD8+ para linfécitos T citotdéxicos (CD3+/CD8+), simultaneamente e o gate
duplo-positivo em CD4+ versus CD25+ para analise dos linfocitos T auxiliares
ativados (CD3+/CD4+/CD25")(Figura 8). Em cada populagdo de linfocitos o valor
absoluto e a média da intensidade de fluorescéncia das células que expressaram os
marcadores especificos foram definidos.

Para analise dos mondcitos, foi feita a selegdo da regido contendo as células
de interesse no grafico baseado em SSC versus FSC, em seguida selecionou-se
tamanho (FSC) versus CD14+. Posteriormente, foi selecionado os parametros HLA-
DR versus CD86, simultaneamente (Figura 9). Foram obtidos os valores absolutos

dos mondcitos que expressaram os marcadores especificos.

4.11 Analise Estatistica

Foi realizado o teste de normalidade nos dados obtidos através do teste de
D'Agostino & Pearson. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram
apresentados como média e desvio padrao, no entanto na auséncia de normalidade
os valores foram apresentados como mediana e amplitude interquatis. Os grupos
foram comparados pelo teste t de Student. Para os dados ndo paramétricos foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

O software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) foi utilizado para realizagdo dos testes estatisticos, levando-se em
consideracao de significancia o p valor menor que 0,05 e o intervalo de confianca de
95%.
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Figura 8. Estratégia de analise para identificagcdo dos linfécitos T e suas subpopulagées. As
células mononucleares de sangue periférico foram obtidas de individuos sadios e pacientes com
periodontite e marcadas com anticorpos especificos linfocitos T e suas subpopulagdes. Para analise
dos linfocitos T, foi feito a selecdo da regido contendo as células de interesse inicial caracteristica dos
linfécitos no grafico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC)(A), em seguida
selecionou-se os parametros tamanho (FSC) versus CD3+ e a regidao para as células CD3+(B).
Subsequentemente, os linfécitos T foram subdivididos em populagdes majoritarias, selecionando os
parametros e as regides positivas em CD3+ versus CD4+ para linfocitos T auxiliares (CD3+/CD4+)(C)
e CD3+ versus CD8+ para linfécitos T citotdxicos (CD3+/CD8+)(D), simultaneamente e o gate duplo-
positivo em CD4+ versus CD25+ para analise dos linfécitos T regulatérios (CD3+/CD4+/CD25+)(E).
Obtendo os valores absolutos.
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Figura 9. Estratégia de anadlise para identificagdao dos monécitos. As células mononucleares de
sangue periférico foram obtidas de individuos sadios e pacientes com periodontite € marcadas com
anticorpos especificos para mondcitos. Para analise dos mondcitos, foi feita a selecdo da regido
contendo as células de interesse inicial caracteristica dos linfécitos/mondcitos no grafico baseado em
granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC)(A), em seguida selecionou-se os parametros tamanho
(FSC) versus CD14+ e a regido positiva para as células CD14+(B). Subsequentemente, foram
selecionados os parametros e a regido duplo-positiva positiva em CD86+ versus HLA DR+(C). Foram
obtidos os valores absolutos.
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RESUMO
Estudos tém demonstrado que o tipo de resposta imune do hospedeiro e o
envolvimento de células imunes, como macréfagos e linfécitos T, podem influenciar
e alterar a evolugdo da periodontite cronica (PC). Apesar de estar restrita ao tecido
periodontal e ser associada a outras doencgas, a repercussdo sistémica da
periodontite crénica sobre as células imunes ainda nao esta esclarecida. Com isso, 0
objetivo de caracterizar o perfil fenotipico das células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de individuos com Periodontite crénica. Foram coletadas amostras
de sangue (4 mL) de individuos sadios (n=22) e de pacientes com Periodontite
Crénica (PC)(n=26) para obtencgéo do plasma e dosagem das citocinas: interleucinas
(IL) 2, IL-4, IL-6, IL-10, interferon (IFN)-y, fator de necrose tumoral (TN)F-a e IL-17A;
e obtencdo das PBMC por gradiente de densidade para imunofenotipagem de
monadcitos, linfécitos B e linfécitos T com os seguintes anticorpos anti-CD19, anti-
CD14; anti-HLA-DR, anti-CD86, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25. As
amostras foram adquiridas em citbmetro de fluxo. Houve aumento no numero total
de Linfocitos T (CD3+), bem como de Linfocitos T auxiliares (Th)(CD3+/CD4+) e dos
Linfécitos T auxiliares ativados (CD3+/CD4+/CD25+) no GPC quando comparado ao
GC. Houve também um aumento no numero de mondcitos (CD14+), bem como dos
monocitos apresentadores de antigenos (CD14+/HLADR+/CD86+) quando
comparados ao GC. Nao houve diferenca estatistica entre o GC e GPC no numero
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de Linfocitos B (CD19) e de linfécitos T citotdxicos (Tc)(CD3+/CD8+). Nao houve
diferenga na dosagem das citocinas dos perfis Th1/Th2/Th17 entre os grupos. A PC,
sendo uma doenga infecto-inflamatdria local, pode promover alteracbées no numero
mondocitos e linfécitos T auxiliares circulantes e induzir sua ativagdo, mas estas
alteragdes parecem nao refletir no perfil sistémico de citocinas.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontite Cronica, PBMC, citocinas, imunofenotipagem.

INTRODUGCAO

A PC é uma doencga infecto-inflamatéria dos tecidos de protegcao e
sustentagao dos dentes, causada por bactérias gram negativas e anaerdbicas, como
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, que formam o
biofilme (1,2). Caracteriza-se pela perda de insercdo do ligamento periodontal,
destruicdo do osso alveolar adjacente, com formagdo de bolsas periodontais,
mobilidade excessiva e consequente perda dos dentes (3,4).

A periodontite crénica apresenta um curso de progressao lento a moderado
(5), porém, diversos fatores podem modificar a progressdo da doenga, como género,
idade, tabagismo, doencas sistémicas, fatores ambientais e genéticos (6), sendo
mais prevalente em adultos, entre 30 e 65 anos (7). No entanto, o processo de
destruicdo do tecido periodontal esta relacionado com o perfil da resposta imune
frente as bactérias presentes no biofilme (8).

Marcadores caracteristicos dos subconjuntos de linfécitos T CD4+ Th1, Th2,
Th17 e T reguladoras (Treg) tém sido descritos em tecidos periodontais doentes, e
estudos recentes demonstraram que bactérias orais comensais e patogénicas sao
capazes de desencadear a producdo de mediadores caracteristicos de todas as
respostas de células T polarizadas (9-13).

Linfécitos Th1 tém sido associados a um perfil protetor e a estabilizacdo da
lesdo periodontal, com a produgéo de IL-2, IL-12 e IFN-y, que estimulam a resposta
imune inata e inibicdo da diferenciagcdo dos macréfagos em osteoclastos. Por outro
lado, as células Th2 secretam IL-4, IL-5 e IL-10 que estimulam a resposta humoral
através da ativagao dos linfocitos B estao relacionadas com a progresséo crénica da
doenca. (14-17).

As células Th17, por sua vez, produzem IL-17, que induz a liberagao de IL-6,
IL-8 e prostaglandina E2, atuam no recrutamento de neutrofilos e macrofagos para o

foco da infeccdo amplificando a resposta inflamatoria, além de promover a ativagao
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dos osteoclastos e absorgdo do tecido 6sseo alveolar (18-20). Ao passo que as
células Th reguladoras possuem efeitos anti-inflamatérios e protetores controlando o
processo inflamatdrio, bem como a reabsorcéo 6ssea, sendo encontradas em lesdes
periodontais com grande quantidade de células B (21).

Grande parte das investigagdes dos mecanismos imunoregulatorios da
patogénese da PC foram realizadas em amostras obtidas do foco infeccioso, por
meio de biopsia do tecido gengival para investigar o envolvimento das células
imunes na PC (22) e por meio da coleta de saliva e fluido crevicular gengival na
dosagem de citocinas e quimicionas (23,24).

Tem sido descrito que a PC pode ter um papel etiolégico e modulador em
doencas sistémicas, como as cardiovasculares e as cerebrovasculares (25,26) artrite
reumatoide (27), diabetes (28) doencgas respiratorias (29), doenga renal crénica
(30,31) e que possam provocar o hascimento de bebés prematuros (32).

Desta forma, considerando o carater sistémico destas doencas, com
comprometimento imunoldgico, tem sido investigado se a periodontite crénica pode
por si so induzir alteragdes imunoldgicas sistemas que justifiquem, pelo menos
parcialmente, a progressdo ou regressdo da doencga. Assim, este estudo prop0s
avaliar as possiveis alteracbes na producdo das citocinas dos perfis Th1, Th2 e
Th17 no plasma de pacientes com PC, bem como alteragdes em mondcitos,

linfécitos T e B sanguineos.
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PACIENTES E METODOS

Comité de Etica/ Declaragio de Etica

Foi um estudo do tipo corte transversal com o protocolo experimental
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Maranhdo (nimero de
protocolo 23115-010215/2011-16) e conduzido de acordo com os requisitos exigidos
pela Resolugdo n° 196/1996 do Conselho Nacional de Saude para pesquisa
envolvendo seres humanos. Os individuos participantes deste estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A adesao a pesquisa foi espontanea,
obtida por meio de consentimento pods-informado, ndo se promovendo
obrigatoriedade ou constrangimento ao paciente. Todos os participantes do estudo
receberam kit de higiene oral e foram encaminhados para atendimento odontolégico
posterior, de acordo com suas necessidades. Mesmo n&o tendo aderido a pesquisa,
o tratamento do paciente foi mantido.

Objeto de Estudo e Avaliagao Periodontal

Individuos com PC moderada e avancada (n=22) foram recrutados de
pacientes, de ambos os sexos, com idade entre 30 e 65 anos, que visitaram a
Clinica de Periodontia do Curso de Odontologia da Universidade Federal do
Maranhao. PC foi diagnosticada com base no sistema de classificacéo estabelecido
pelo International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and
Conditions em 1999 (33). Individuos controle sadios (n=22), com mesma faixa etaria
e género, foram recrutados por meio de busca ativa. Individuos controle foram
considerados periodontalmente sadios caso apresentassem profundidade a
sondagem e nivel de insergdo clinico ndo superior a 3 mm em todos os dentes.
Todos os individuos controle sadios n&do possuiam historico de tratamento ou
diagnostico de PC. Os participantes do estudo possuiam um bom estado geral de
saude, confirmado através de exames fisicos, clinicos e laboratoriais, bem como nao
apresentaram histoérico de tratamento com antimicrobianos e anti-inflamatorios
esteroides e nio esteroides por ate 3 meses antes do inicio da pesquisa. Nao
fizeram parte deste estudo: gestantes, fumantes ou ex-fumantes, usuarios de
aparelho ortodontico, individuos com outras doencgas cronicas, exceto a presenca de
PC. Os pacientes foram diagnosticados por um unico periodontista, utilizando uma
sonda periodontal milimetrada tipo Wiliams (HU-Friedy®, Mgf.Co.Inc., Chicago,
USA).
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Amostras de sangue humano

Para dosagem de citocinas, 4 mL de sangue foram coletados, centrifugados
para obtencido do plasma e armazenados a -20°C até o momento do experimento.
Em seguida, as células remanescentes foram ressuspensas em soro fisiologico
0,9% na proporgdo 1:2 e adicionadas ao mesmo volume de Ficoll-Paque™ PLUS
(densidade — 1.077+0,001 g/mL)(GE Healthcare Bio-Sciences) e centrifugados a
400g por 40 minutos para obtencédo da fase de PBMC. As PBMC foram retiradas,

lavadas com soro fisiologico 0,9%, em seguida, imunofenotipadas.

Dosagem de citocinas

Foram dosadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL -17A por
meio do método Cytometric Bead Array (CBA) usando o Human Th1/Th2/Th17
cytokine Kit (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) seguindo as

especificagdes do fabricante.

Imunofenotipagem e Analise

As PBMC obtidas foram marcadas em 4 painéis de acordo com o0s
fluorocromos conjugados no anticorpos: mouse anti-human CD3 e CD14 conjugados
com FITC; mouse anti-human CD4, CD25, CD14 e HLA-DR conjugados com PE; e
mouse anti-human CD19, CD86, CD8 e CD4 conjugados com PE-Cy (BD
Biosciences-Pharmingen). As células foram adquiridas no FACSCalibur flow
citometer (BD Bioscience) e os dados analisados no programa FlowdJo (TreeStar).
Foi determinado o gate dos linfocitos baseado pelos parametros forward e side
scatters (FSC e SSC), em seguida foi determinado os parametros FSC vs. CD19,
para obtencdo dos valores absolutos dos Linfécitos B CD19+. Para analise dos
linfocitos T CD3+, foi determinado os parametros FSC vs. CD3; seguindo para os
linfécitos T citotoxicos CD3+CD8+ e os linfocitos T auxiliares CD3+CD4+ foram
determinados os parametros CD3 vs. CD8 e CD3 vs. CD4, respectivamente. Nos
linfécitos T auxiliares CD3+CD4+, foi determinado os parametros CD4 vs. CD25 para
obtencdo dos linfécitos T auxiliares ativados CD3+CD4+CD25+. Foram obtidos os
respectivos valores absolutos e a média de intensidade de fluorescéncia de cada
marcador especifico. Foi determinado o gate dos monécitos baseado pelos
parametros forward e side scatters (FSC e SSC), em seguida determinado os
parametros FSC vs. CD14, e posteriormente as parametros HLA DR vs. CD86, para
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obtencdo para obtengdo dos valores absolutos dos monécitos CD14+ e dos
monocitos CD14+HLA DR+CD86+.

Analise Estatistica

Foi realizado o teste de normalidade nos dados obtidos através do teste de
D'Agostino & Pearson. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram
apresentados como média e desvio padrao, no entanto na auséncia de normalidade
os valores foram apresentados como mediana. Os grupos foram comparados pelos
testes t de Student e ANOVA seguido do teste de Tukey. Para os dados nao
paramétricos foram utilizados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido
do teste de Dunn. O software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) foi utilizado para realizagéo dos testes estatisticos, levando-se em
consideragao de significancia o p valor menor que 0,05 e o intervalo de confianga de
95%.
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RESULTADOS
Quantificagao das citocinas dos perfis Th1/Th2/Th17

Nao houve diferengca nas concentracdes plasmaticas das citocinas IL-2, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17A entre os grupos Controle e PC (Figura 1).

A IL-4 apresentou concentracdes inferiores ao limite de detecgdo do kit

utilizado.
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Figura 1. Niveis séricos de citocinas IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17A em individuos
sadios e com periodontite crénica (PC). As citocinas IL-2 (A), IL-6 (B), IL-10 (C), TNF-a (D), IFN-
v (E) e IL-17A (F) foram quantificadas por CBA do plasma de individuos sadios e pacientes com PC.
Os dados expressam os valores individuais € a mediana das concentragdes das citocinas. Nao houve
diferenca estatistica entre o grupo Controle e grupo PC na dosagem de IL-2, IL-6 e IL-10, p> 0,05.
(Teste Mann Whitney).



49

Fenotipagem das células mononucleares de sangue periférico

Fenotipagem dos Mondcitos

Os mondcitos foram identificados pela expressdao de CD14 e avaliados pela
dupla expressao do complexo de histocompatibilidade de classe Il (HLA DR) e pela
proteina co-estimuladora CD86. O GPC apresentou valores absolutos maiores em
relacdo ao GC, em relagdo aos mondcitos CD14+ (Figura 2A), bem como no numero
de mondcitos CD14+HLADR+CD86+ (Figura 2B).
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Figura 2. Avaliagao dos monécitos CD14+ e expressdao simultidnea de HLA DR e CD86 em
individuos sadios e pacientes com periodontite crénica (PC). Células mononucleares de sangue
periférico de individuos sadios e pacientes com PC, foram marcadas com anticorpo monoclonal anti-
CD14, anti-HLA DR e anti-CD86 humanos para identificacdo e avaliagdo dos mondcitos
CD14+HLADR+CD86+. Houve diferenca estatistica no valor absoluto de monécitos CD14+ (A) e dos
mondcitos CD14+ que expressaram simultaneamente HLA DR e CD86 (B) no grupo PC em relagéo
ao grupo Controle. Os dados foram expressos por média e desvio padrdo. *p<0,05 (Teste t de
Student).

Fenotipagem dos Linfécitos

Os linfocitos foram marcados de acordo com as populagdes principais,
Linfocitos B (CD19%) e Linfocitos T (CD3%), e as subpopulagdes de Linfocitos T,
Linfocito T auxiliares (CD3/CD4"), Linfocito T citotoxico (CD3/CD8%) e Linfocitos T
regulatério (CD3/CD4/CD25").

Nao houve diferencga estatistica nos valores absolutos dos linfocitos B CD19+
entre os grupos (Figura 3A), no entanto houve um aumento do numero de linfécitos
T CD3+ no GPC em relagdao ao GC (Figura 3B). Seguindo para a analise das
subpopulagdes dos Linfécitos T, ndo houve diferenga entre os valores absolutos dos
linfocitos T citotoxicos CD3+CD8+ (Figura 3C), por outro lado, houve um aumento do
namero de linfécitos T auxiliares CD3+CD4+ (Figura 3D), bem como no numero de
linfocitos T auxiliares ativados CD3+CD4+CD25+ (Figura 3E) no GPC em relagéo ao
GC.
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Figura 3 Avaliagao dos linfocitos B CD19+, dos linfécitos T CD3+, dos linfécito T citotoxicos
CD3+CD8+, dos linfécitos T auxiliares CD3+CD4+ e dos linfécitos T auxiliares ativadas
CD3+CD4+CD25+ em individuos sadios e pacientes com periodontite crénica (PC). Células
mononucleares de sangue periférico de individuos sadios e pacientes com PC, foram marcadas com
anticorpo  monoclonal anti-CD19, anti-CD3, anti-CD8, anti-CD4 e anti-CD25 humano para
identificacado e avaliagdo dos linfécitos B CD19+, linfécitos T CD3+ e suas subpopulagdes linfocito T
citotoxico CD3+CD8+ e linfécitos T auxiliares CD3+CD4+, bem como de linfocitos T auxiliares
ativados CD3+CD4+CD25+. N&o houve diferenga nos valores absolutos dos linfécitos B CD19+ (A) e
nem dos linfécitos T citotéxicos CD3+CD8+ (C), no entanto foi encontrado um aumento no valor
absoluto do grupo PC em relagdo ao grupo controle nos linfécitos T CD3+(B), linfécitos T auxiliares
CD3+CD4+(D) e linfécitos T auxiliares ativados CD3+CD4+CD25+(E). Os dados foram expressos por
média e desvio padrdo.*p<0,05 (Teste t de Student).
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DISCUSSAO
Diversos estudos descrevem a participagao crucial do sistema imune na

evolugdo da PC (2,8,15,18). Entretanto, grande parte das investigagdes dos
mecanismos imunoregulatérios da patogénese da PC foram realizadas em amostras
obtidas do foco infeccioso, como biopsia do tecido gengival, saliva e fluido crevicular
gengival (22,23,24).

Sendo assim, o comprometimento sistémico da resposta imunologica em
pacientes com PC n&o esta claro, ainda que esta doenga seja frequentemente
associada a doencas sistémicas, como doencgas cardiovasculares, diabetes, artrite
reumatoide, doenca renal cronica e parto pré-termo (25-32).

Neste trabalho, foi demonstrado que a PC nao induz por si so a alteragao do
perfil de citocinas, tanto pro (IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-17) quanto anti-
inflamatorias (IL-4 e IL-10), entretanto, induz o aumento da circulagéo de linfocitos T
e monacitos ativados.

Neste trabalho, foi demonstrado que a PC nao induz por si so a alteracdo do
na concentragdo plasmatica da IL-6 e do TNF-a, citocinas pro-inflamatorias
mediadoras de fase aguda na resposta a injurias e infecgdes, que no tecido
periodontal de um paciente com PC sao secretadas principalmente pelos
polimorfonucleares, linfocitos e macréfagos, no entanto estdo associadas na
reabsor¢cado o0ssea alveolar (34). Entretato, a estimulagéo da expresséo de IL-6 pelo
TNF-o e consequentemente a expressao da proteina C reativa pelo figado pode ser
um possivel mecanismo que liga o foco da infecgdo da periodontite com os niveis
sistémicos destas citocinas (35).

Zhou et al (2013) demonstraram a diminuigdo dos niveis séricos de IL-6 e de
TNF-a de pacientes com doenca cardiaca coronariana e com PC apds o tratamento
periodontal ndo cirurgico quando comparado com pacientes doenga cardiaca
coronariana nao tratados, evidenciando uma possivel influéncia da PC nos niveis
séricos das citocinas pro-inflamatérias e consequentemente facilitar o tratamento da
doenca cardiaca coronariana. Em contrapartida, um estudo mostrou que os niveis
de IL-6 na saliva e no FCG em pacientes com PC estavam diminuidos em relacao a
individuos sadios (37),

Em relagdo as citocinas do perfil Th1, IFN-y e IL-2, ndo foi observado
alteracdes plasmaticas destas citocinas no pacientes com PC. Estas citocinas séo

associadas com a fase aguda da doenca periodontal, atuando no combate a
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infeccdo por meio da ativacdo fagocitaria e na produgdo de outras citocinas e
quimiocinas inflamatodrias (16,38). Niveis superiores de IFN-y e IL-2 foram
encontrados no tecido gengival de pacientes com PC quando comparado com
individuos saudaveis (22). Estudos demonstram que os efeitos pro inflamatdrios
destas citocinas podem promover lesdo 0ssea através da liberagdo de RANKL (39).

Corroborando com nossos dados, Khalaf et al (2014) ndo observaram
alteragbes na dosagem sérica e na saliva de IL-2 entre pacientes com periodontite e
individuos sadios, e menor no FCG antes e apos desbridamento gengival. A IL-2 é
sintetizada préximo ao biofilme gengival, onde proteinases sdo secretadas pelas
bactérias do biofilme e neutralizam esta citocina, podendo ser a razdo pela
diminuicao da IL-2 (40).

Nao foi observado alteragcbes na dosagem plasmatica da IL-17, esta é a
principal citocina do perfil Th17, atuam com papel protetor com infecgcoes e também
pela participacdo em processos inflamatorios e autoimunes de diversas doengas
(41), no entanto o seu envolvimento no processo patogénico da PC possui algumas
aspectos controversos. Bactérias gram-negativas presentes no biofiime podem
induzir a resposta Th17 e producéao de IL-17, que por sua vez promove a ativagao do
sistema imune inato e recrutamento celular, no entanto este efeito protetor
inflamatorio pode estar relacionado com a destruigdo 6ssea (42).

Investigagcbes sobre a presenga desta citocina em tipos diferentes de
amostras sdo controversas (22-24). Neste estudo, ndo foram encontradas alteragdes
na concentracdo plasmatica de IL-17. Corroborando com nossos dados, ndo foram
observadas diferencas na concentragdo desta citocina na saliva entre pacientes com
PC e individuos saudaveis (24). Em contrapartida, Zhao et al (2011) demonstraram a
diminuicao desta citocina no FCG apds o tratamento nao cirurgico de pacientes com
PC. Por outro lado, uma analise do tecido gengival mostrou um aumento de IL-17
em pacientes com PC quando comparados com individuos sadios (22).

Neste estudo ndo houve diferenga nas concentragdes plasmaticas da IL-4 e
IL-10. O perfil de resposta Th2 tem como citocina principal a IL-4, que possui como
principal agdo a ativagdo de linfocitos B e promover a resposta humoral que esta
associada com o perfil cronico da doenga periodontal (16). Foi demonstrado que as
células B podem promover a reabsorcdo oOssea pela producédo de RANKL e a

producao de anticorpos autoimunes contra componentes do tecido periodontal (43).
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Em contrapartida, a IL-4 associada com a IL-10 parece assumir um efeito
protetor na progressao da PC, suprimindo as propriedades inflamatérias da resposta
Th1 (44). Adicionalmente, estudos relatam que a IL-4 e a IL-10 parecem atuar na
inibicdo de enzimas que realizam a reabsorgéo 6ssea e da MCE (45,46).

Estes dados corroboram parcialmente com as analises de Souto et al (2014),
uma vez que nao observaram diferengca na dosagem de IL-4 do tecido gengival, mas
demosntaram aumento da IL-10 nos pacientes com PC em relacdo aos individuos
sadios.

De acordo com os dados mostrados acima, as citocinas desempenham um
papel critico na determinagao da forga, da natureza e duragao da resposta imune na
patogénese da PC, no entanto permanece controversa a repercussdo da PC no
perfil da dosagem destas citocinas sistemicamente. Sabendo que a periodontite
parece nao afetar o perfil sisttmico de citocinas, passou-se a investigar se esta
doenca afetaria o perfil de células imunoldgicas, bem como sua ativagao.

Tem se levantado a hipotese de que a exposicdo crOnica a padroes
moleculares associados a patdégenos derivados de patdgenos periodontais produz
inflamacéo sistémica de baixo grau que pode exacerbar doengas inflamatorias
concomitantes (47). Nosso estudo evidenciou que pacientes com PC possuiam um
aumento no numero de mondcitos (CD14+) circulantes, bem como maior numero de
mondcitos que expressam HLADR e CD86, quando comparados com individuos
saudaveis.

Este aumento pode estar associado com um aumento dos niveis seéricos e
salivar de MCP-1 (proteina quimioatraente de mondcitos) em pacientes com PC
quando comparados com individuos sadios (48) e esta quimiocina foi considerada
como um fator de risco para varias doengas cardiacas, como a aterosclerose (49).

Resultados semelhantes foram observados por Jagannathan et al (2014), que
demonstraram um aumento na propor¢ao de mondcitos CD14+CD16+HLA-DR+ do
sangue periférico de pacientes com PC. A expressao de HLA-DR em mondcitos
CD14+CD16+ obtidos a partir de sangue periférico de doadores saudaveis foi
mostrado em conferir um trago pro-inflamatério para essas células (51).

Herrara et al (2013) promoveram a diferenciagdo de mondcitos CD14+ em
osteoclastos induzida por RANKL da PBMC de pacientes com PC, mas ndo em
monocitos de controles saudaveis, que exigiam a adicdo de M-CSF. Alem dos

osteoclastos derivados de mondécitos de pacientes com CP mostrarem atividade de



54

reabsor¢cdo 6ssea mais elevada do que a observada nos dos controles saudaveis
(52), mostrando que a PC pode tornar os mondcitos mais susceptiveis a estimulos
inflamatdrios, assim ativando outras células so sistema imune amplificando a
resposta inflamatdria causado por outros patdégenos.

Este numero aumentado de células CD14+HLA-DR+, associado a expressao
positiva de CD86, uma molécula coestimuladora na apresentagdo de antigenos,
pode evidenciar a associacdo da PC com outras doencas inflamatoérias.

Além da resposta imune inata, as bactérias periodontais levam a mobilizagao
de mecanismos de imunidade adaptativa. Apdés a ativacdo, as células
apresentadoras de antigenos expressam moléculas coestimuladoras e produzem
padroes distintos de citocinas que irdo determinar a polarizacdo subsequente e
ativacdo de linfocitos antigeno especificos (53). No entanto, este estudo nao
encontrou alteragdes plasmaticas das citocinas envolvidas no processo local de
apresentacao de antigeno e ativagao dos linfocitos.

Neste estudo foi encontrado um aumento no numero de linfécitos T CD3+
circulantes de pacientes com PC, acompanhado de um aumento no numero de
linfocitos T auxiliares CD3+CD4+, no entanto os linfocitos T citotoxicos CD3+CD8+.
Este resultado nado foi corroborado por Emingil e et al (2001) que demonstraram que
houve uma diminuigdo do numero relativo de linfécitos T CD3+ de sangue periférico
de pacientes com PC quando comparados a controles saudaveis.

Bunduneli et al (2001) n&o observaram diferenga em relagdo ao numero de
linfécito B, linfocitos T, linfocitos T auxiliares e citotoxicos e nem no numero de
linfocitos ativados oriundos da PBMC de pacientes adultos com periodontite e
controles sadios, sugerindo a existéncia de um mecanismo imune celular deficiente
para a susceptibilidade a doenca periodontal, devido a ndo alteragao do perfil imune
celular dos pacientes com o desafio bacteriano (56).

Interessantemente foi encontrado um aumento do numero de linfécitos T
auxiliares ativados (CD3+CD4+CD25+) circulantes em pacientes com PC quando
comparados com individuos saudaveis. Corroborando com Lins et al (2012), que
evidenciaram um maior numero de linfécitos que expressaram de CD25+ o tecido
gengival de pacientes com PC do que em pacientes com gengivite, podendo ser
uma explicacéo para o maior dano tecidual presente na PC.

Esse dano tecidual pode serve como porta de entrada das bactérias do

bioflme para a circulagdo, podendo causar niveis baixos de bacterimia e



55

endotoximia (58,59), sendo uma possivel explicagdo para o aumento do numero de
mondcitos que expressam HLADR e CD86 e consequentemente promovendo a
ativacdo e o aumento do numero de linfécitos T auxiliares. Este perfil ativado das
células imunes na PC pode desencadear um processo inflamatério exarcebado e/ou
por uma quantidade menor de estimulo, sendo um fator de risco associado na
evolucao de outras doencas.

A PC, sendo uma doenca infecto-inflamatoéria local, promove ativacdo do
sistema imune inato e adaptativo, recrutamento celular e produgdo de mediadores
inflamatdrios no tecido periodontal. Este estudo evidenciou que a PC pode pro
repercutir no numero mondcitos e linfocitos T auxiliares circulantes e induzir sua
ativacdo, podendo ser uma possivel ligacdo com a sua associagdo a outras
patologioas, mas estas alteragcbes parecem nao refletir no perfil sistémico de
citocinas. Torna-se necessario mais estudos sobre em relacdo as células imunes
envolvidas e a dosagem de outras citocinas e quimiocinas para o melhor

conhecimento da patogénese da PC.
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CONCLUSOES

Nao houve diferenca alteracdo da concentragdao sérica das citocinas dos
padrées Th1/Th2/Th17 em pacientes com PC.

Nao houve diferenga nos parametros avaliados em relagdo aos linfocitos B
entre individuos sadios e pacientes com PC, mas houve aumento no numero
absoluto de linfocitos T CD3+, de linfocitos T auxiliares (CD3/CD4"), dos
linfocitos T auxiliares ativados (CD4/CD25%) e no de mondcitos (CD14+), bem

como, nos mondcitos que expressaram HLA-DR e CD86, simultaneamente.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Impacto da Doenga Periodontal Crénica com os Niveis de Hepcidina e
Hemoglobina Sérica

Pesquisador responsavel: Prof.Dr. Antdnio Luiz Amaral Pereira (UFMA)
Pesquisadoras secundarias: Profa. Ms. Rosana Costa Casanovas de Carvalho,
Profa. Ms. Sandra Augusta de Moura Leite (UFMA), Profa.Dra. Flavia Raquel
Fernandes Nascimento e Johnny Ramos do Nascimento
Eu, ,RG:

com anos de idade fui convidado(a) pelo Dr. Anténio Luis Amaral
Pereira (CRO-MA 539), odontélogo pesquisador da Universidade Federal do
Maranhdo, a participar deste projeto de pesquisa.Compreendi que o objetivo
principal desta pesquisa € descobrir o efeito do tratamento de gengiva (periodontal)
sobre os niveis de ferro no sangue.
Fui esclarecido(a) que serei solicitado(a) a comparecer as visitas clinicas agendadas
e receberei tratamento de gengiva de acordo com minhas necessidades, que tera
tratamento periodontal basico (orientacdo a escovagao, dieta, limpeza e aplicagao
de fldor) ou tratamento periodontal intensivo (orientacdo a escovagao, dieta,
remogao de tartaro acima e abaixo da gengiva e aplicagdo de fluor). Além disso,
receberei tratamento contra verminose e farei exames de sangue e de urina antes e
depois do tratamento realizado.
As informacdes pessoais obtidas através do projeto serao sigilosas e estardo dentro
das normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos, do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Maranh&o.
Sua participagdo ndo € obrigatdria, ndo tera custos e nado tera recompensa
financeira e o Sr(a) pode desistir de participar a qualquer momento sem que isso lhe
traga qualquer prejuizo de atendimento na clinica odontolégica onde realiza seu
tratamento.
Em caso de duvidas, poderei contatar com o Dr. Anténio Luis Amaral Pereira pelos
telefones (98) 3235-1073,(98) 8113-2080 e fax (98) 3301-8922 ou o Comité de Etica
em Pesquisa da UFMA pelo enderego: Avenida dos Portugueses s/n, Campus
Universitario Bacanga, Prédio do CEB velho PPPG - CEP (Bloco C, sala 07), Prof Dra
Elba Gominde Mochel. Telefone para contato: 3301-8708.
Desta forma,afirmo que aceitei participar por minha propria vontade e com a finalidade
exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa,o que fica confirmado pela minha
assinatura abaixo.

S3ao Luis, / /

Assinatura do Participante IMPRESSAO
DACTILOSCOPIC
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Anexo A - Ficha Clinica Periodontal
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA Il
DISCIPLINA DE PERIODONTIA

FICHA CLINICA
DADOS PESSOAIS:
NOME: SEXO
IDADE: DATA DE NASCIMENTO: / / ESTADO CIVIL:
PROFISSAO:
Telefone:
ENDERECO:

MOTIVO DA CONSULTA:

HISTORIA MEDICA:

Esta em tratamento médico?Sim () Nao ()
Por qué?
Doencgas anteriores?
Doengas recentes?
Historia familiar de doencgas relevantes?

Uso de medicamentos? Sim ( ) Nao( )

Quais?

Sensibilidade a anestésicos? Sim () Nao () Sensibilidade a antibiéticos? Sim (') Nao ()
Outros medicamentos? Sim( ) Nao () Quais?
Antioticoterapia recente? Sim( ) Nao ()

Quanto tempo? Qual medicamento?
Antinflmatdrios recentes? Sim( ) Nao ()

Quanto tempo? Qual medicamento?
Diabets ? Sim( ) Nao () Tipo?

Ja fez cirurgias? Sim () Nao() Hemorragia? Sim () Nao ()
Cicatrizagao:

Tem ciclos menstruais normais? Sim () N&o () Esta gravida? Sim ( ) Nao ( )
Meses?

Esta amamentando? Sim () Ndo () Meses?

Fumante? Sim () Nao () Ha quanto tempo?

Frequéncia:

Ex-fumante? Sim () Nao () Periodo em que fumou:

Frequéncia:

HISTORIA DENTAL:

E portador de doenga gengival? Sim () Nao () Ha quanto tempo?
J& se submeteu a tratamento gengival? Sim () Nao ()

Que tipo? Quando?
Gengiva sangra com facilidade? Sim () N&o ()
Sente seus dentes com mobilidade? Sim () Nao ()
Seus dentes doem? Sim () N&o () Regiao?
Halitose? Sim () Nao () Os alimentos se prendem entre os dentes? Sim () Nao ()
Regiao?
Habitos: Bruxismo () Respirador bucal ()

Fatores retentivos de placa: Restauracédo insatisfatéria () Prétese insatisfatoria ()
Aparelho ortoddntico () Célculo () Contatos proximais inadequados () Apinhamento ()
Restos radiculares ()  Cavidades de caries ()

CONTROLE DE PLACA:

Quantas vezes escova seus dentes por dia?

Tipo de cerda da escova
Faz uso de fiof/fita dental 7  Sim () Nao () Frequéncia:
Faz uso de bochechos?  Sim () Nao () Qual substancia?
Outros meios auxiliares de higiene bucal? Sim () Nao () Qual?
TERMO DE CONSENTIMENTO:
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.............................................. declaro que todas as informagdes sobre meu estado de saude séao
verdadeiras e que nada omiti no questionario realizado. Autorizo a realizagdo do tratamento na
Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia da UFMA.

Sao Luis, ......... de de ...couee

Assinatura do Paciente ou Responsavel

PERIOGRAMA

Dente

Profundidade de Sondagem Recessao Gengival Nivel de Insergéo Clinica

Dv |V | Mv |DP (P MP|DV| V |MV |DP| P |MP | DV |V | MV | DP

P

MP

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

38

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

48

iNDICE DE PLACA:

N° de faces coradas ~ x 100 = %
N° total de dentes x 4
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INDICE: iINDICE:

DATA: 5 DATA:

DIAGNOSTICO:

PROGNOSTICO:

PLANO DE TRATAMENTO:
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Anexo B — Regras de Submissao na Plos One
1. Format Requirements
PLOS ONE does not consider presubmission inquiries. All submissions should be

prepared with the following files:

. Cover letter

. Manuscript, including tables and figure legends

. Figures (guidelines for preparing figures can be found at the Figure and Table
Guidelines)

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from
professional editing are encouraged to use language-editing and copyediting
services. Obtaining this service is the responsibility of the author, and should be done
before initial submission. These services can be found on the web using search
terms like "scientific editing service" or "manuscript editing service." Submissions
are not copyedited before publication.

In addition to the guidelines below, please refer to our downloadable sample files to
make sure that your submission meets our formatting requirements:

. Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)

. Download full manuscript sample (PDF)

Submissions that do not meet the PLOS ONE Publication Criterion for lanquage

standards may be rejected.
Cover Letter

You should supply an approximately one page cover letter that:

. Concisely summarizes why your paper is a valuable addition to the scientific
literature

. Briefly relates your study to previously published work

. Specifies the type of article you are submitting (for example, research article,

systematic review, meta-analysis, clinical trial)

. Describes any prior interactions with PLOS regarding the submitted
manuscript

. Suggests appropriate PLOS ONE Academic Editors to handle your manuscript

(view a complete listing of our academic editors)

. Lists any opposed reviewers
Your cover letter should not include requests to reduce or waive publication fees.

Should your manuscript be accepted, you will have the opportunity to include your
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requests at that time. See PLOS ONE Editorial Policy for more information regarding

publication fees.

Manuscript Organization

PLOS ONE considers manuscripts of any length. There are no explicit restrictions for
the number of words, figures, or the length of the supporting information, although we
encourage a concise and accessible writing style. We will not consider monographs.
All manuscripts should be double-spaced and include line numbers and page
numbers.

Manuscripts should begin with the ordered sections:

. Title

. Authors

. Affiliations

. Abstract

. Introduction

and end with the sections of:

. Acknowledgments
. References
. Supporting Information Captions

Figures should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each
figure caption should then be inserted immediately after the first paragraph in which it
is cited in the article file.

Figures should not be included in the main manuscript file. Each figure must
be prepared and submitted as an individual file. Find more information about
preparing figures here.

Tables should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each table
should then be inserted immmediately after the first paragraph in which it is cited in
the article file.

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first
page of the manuscript file.

There are no explicit requirements for section organization between these beginning
and ending sections. Articles may be organized in different ways and with different
section titles, according to the authors' preference. In most cases, internal sections
include:

. Materials and Methods
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. Results
. Discussion
. Conclusions (optional)

PLOS ONE has no specific requirements for the order of these sections, and in some
cases it may be appropriate to combine sections. Guidelines for individual sections
can be found below.

Abbreviations should be kept to a minimum and defined upon first use in the text.
Non-standard abbreviations should not be used unless they appear at least three
times in the text.

Standardized nomenclature should be used as appropriate, including appropriate
usage of species names and Sl units.

PLOS articles do not support text footnotes. If your accepted submission contains
footnotes, you will be asked to move that material into either the main text or the
reference list, depending on the content.

Manuscript File Requirements

Authors may submit their manuscript files in Word (as .doc or .docx), LaTeX (as .pdf),
or RTF format. Word files must not be protected.

LaTeX Submissions. If you would like to submit your manuscript using LaTeX, you
must author your article using the PLOS ONE LaTeX template and BibTeX style

sheet. Articles prepared in LaTeX may be submitted in PDF format for use during the

review process. After acceptance, however, .tex files will be required. Please consult

our LaTeX guidelines for a list of what will be required.

Microsoft Word Submissions with Equations. If your manuscript is or will be in
Microsoft Word and contains equations, you must follow the instructions below to
make sure that your equations are editable when the file enters production.

1. Format display equations only in MathType

(http://lwww.dessci.com/en/products/mathtype/).

2. Inline equations should be completely input via MathType. Do not include an
equation that is part text, part MathType.

3. Do not use graphic objects.

If you have already composed your article in Microsoft Word and used its built-in
equation editing tool, your equations will become unusable during the typesetting
process. To resolve this problem, re-key your equations using MathType.

If you do not follow these instructions, PLOS will not be able to accept your file.
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Back to top
2. Guidelines for Standard Sections

Title

Manuscripts must be submitted with both a full titte and a short title, which will appear
at the top of the PDF upon publication if accepted. Only the full title should be
included in the manuscript file; the short title will be entered during the online
submission process.

The full titte must be 250 characters or fewer. It should be specific, descriptive,
concise, and comprehensible to readers outside the subject field. Avoid abbreviations
if possible. Where appropriate, authors should include the species or model system
used (for biological papers) or type of study design (for clinical papers).

Examples:

. Impact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity: A Caenorhabditis
elegans Model

. Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in
Rural Bolivia: A Cluster-Randomized, Controlled Trial

The short title must be 50 characters or fewer and should state the topic of the paper.
Back to top

Authors and Affiliations

All author names should be listed in the following order:

. First names (or initials, if used),
. Middle names (or initials, if used), and
. Last names (surname, family name)

Each author should list an associated department, university, or organizational
affiliation and its location, including city, state/province (if applicable), and country. If
the article has been submitted on behalf of a consortium, all author names and
affiliations should be listed at the end of the article.

This information cannot be changed after initial submission, so please ensure
that it is correct.

To qualify for authorship, one should contribute to all of the following:

1. Conception and design of the work, acquisition of data, or analysis and
interpretation of data

2. Drafting the article or revising it critically for important intellectual content

3. Final approval of the version to be published



79

4. Agreement to be accountable for all aspects of the work

All persons designated as authors should qualify for authorship, and all those who
qualify should be listed. Each author must have participated sufficiently in the work to
take public responsibility for appropriate portions of the content. Those who
contributed to the work but do not qualify for authorship should be listed in the
acknowledgments.

When a large group or center has conducted the work, the author list should include
the individuals whose contributions meet the criteria defined above, as well as the
group name.

All authors must approve the final manuscript before submission. PLOS ONE will
contact all authors by email at submission to ensure that they are aware of the
submission of the manuscript.

One author should be designated as the corresponding author, and his or her email
address or other contact information should be included on the manuscript cover
page. This information will be published with the article if accepted.

See the PLOS Editorial and Publishing Policies for more information.

Back to top

Abstract

The abstract should:

. Describe the main objective(s) of the study

. Explain how the study was done, including any model organisms used, without
methodological detail

. Summarize the most important results and their significance

. Not exceed 300 words

Abstracts should not include:

. Citations

. Abbreviations, if possible

Back to top

Introduction

The introduction should:

. Provide background that puts the manuscript into context and allows readers
outside the field to understand the purpose and significance of the study

. Define the problem addressed and why it is important

. Include a brief review of the key literature
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. Note any relevant controversies or disagreements in the field

. Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment
about whether that aim was achieved

Back to top

Materials and Methods

This section should provide enough detail to allow suitably skilled investigators to
fully replicate your study. Specific information and/or protocols for new methods
should be included in detail. If materials, methods, and protocols are well
established, authors may cite articles where those protocols are described in detail,
but the submission should include sufficient information to be understood
independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established
methods as Supporting Information. Further information about formatting Supporting
Information files, can be found here.

Methods sections of papers on research using human or animal subjects and/or
tissue or field sampling must include required ethics statements. See theReporting

Guidelines for human research, clinical trials, animal research, and observational and

field studies for more information.

Methods sections of papers with data that should be deposited in a publicly
available database should specify where the data have been deposited and provide
the relevant accession numbers and version numbers, if appropriate. Accession
numbers should be provided in parentheses after the entity on first use. If the
accession numbers have not yet been obtained at the time of submission, please
state that they will be provided during review. They must be provided prior to
publication. A list of recommended repositories for different types of data can be
found here.

Methods sections of papers using cell lines must state the origin of the cell lines

used. See the Reporting Guidelines for cell line research for more information.

Methods sections of papers adding new taxon names to the literature must follow

the Reporting Guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal

taxon.

Back to top
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Results, Discussion, and Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed
Results/Discussion section (commonly labeled "Results and Discussion") or a mixed
Discussion/Conclusions section (commonly labeled "Discussion"). These sections
may be further divided into subsections, each with a concise subheading, as
appropriate. These sections have no word limit, but the language should be clear and
concise.

Together, these sections should describe the results of the experiments, the
interpretation of these results, and the conclusions that can be drawn. Authors should
explain how the results relate to the hypothesis presented as the basis of the study
and provide a succinct explanation of the implications of the findings, particularly in
relation to previous related studies and potential future directions for research.

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so
authors should avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONEPublication
Criteria for more information.

Back to top

Acknowledgments

People who contributed to the work but do not fit the PLOS ONE authorship

criteria should be listed in the acknowledgments, along with their contributions. You
must ensure that anyone named in the acknowledgments agrees to being so named.
Funding sources should not be included in the acknowledgments, or anywhere in the
manuscript file. You will provide this information during the manuscript submission
process.

Back to top

References

General guidelines

. Authors may cite any and all available works in the reference list.

. Authors may not cite unavailable and unpublished work, including manuscripts
that have been submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not
shown”).

. If an article is submitted to a journal and also publicly available as a pre-print,

the pre-print may be cited.
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. If related work has been submitted to PLOS ONE or elsewhere, authors
should include a copy with the submitted article as confidential supplementary
information, for review purposes only.

. Authors should not state 'unpublished work' or 'data not shown,' but instead
include those data as supplementary material or deposit the data in a publicly
available database.

Reference formatting

References must be listed at the end of the manuscript and numbered in the order
that they appear in the text. In the text, citations should be indicated by the reference
number in brackets. Journal name abbreviations should be those found in the NCBI

databases. For further information, see the ICMJE sample references.

References should be formatted as follows:

Published papers
1. Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun, B, et al. cDNA, genomic sequence
cloning and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda
(Ailuropoda melanoleuca). Genet Mol Res. 2011;10: 1576-1588.

Note: Use of a DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or
in addition to traditional volume and page numbers:

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in South
Indian Tamils may be influenced by genetic selection pressure on TLR2 and TLR9
genes. Mol Immunol. 2014 Nov 22. pii: S0161-5890(14)00313-7. doi:
10.1016/j.molimm.2014.11.005

Accepted, unpublished papers
Same as above, but “In press” appears instead of the page numbers or DOI.
Websites or online articles
1. Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of globalisation: a
conceptual framework. Global Health. 2005:;1: 14. Available:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14.

Books

1. Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia:
University of Pennsylvania Press; 1992.

Book chapters

1. Hansen B. New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA,
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Risse GB, editors. AIDS and the historian. Bethesda: National Institutes of Health;
1991. pp. 21-28.

Deposited articles (preprints, e-prints, or arXiv)
1. Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino
acid metabolism conflicts with protein diversity; 1991. Preprint. Available:
arXiv:1403.3301v1. Accessed 17 March 2014.

Published media (print or online newspapers and magazine articles)
1. Fountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is
Another Danger. The New York Times. 29 Jan 2014. Available:
http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-
penguins-study-finds.html. Accessed 17 March 2014.

New media (blogs, websites, or other written works)
1. Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS
Blogs [Internet]. San Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available:
http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/.

Masters' theses or doctoral dissertations
1. Wells A. Exploring the development of the independent, electronic, scholarly
journal.  M.Sc. Thesis, The University of Sheffield. 1999. Available:

http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09.

Databases and repositories (Figshare, arXiv)
1. Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013. Database: figshare
[Internet]. Accessed:

http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214.
Multimedia (videos, movies, or v shows)
1. Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles:
MGM.

Back to top

Figure Legends

Figures should not be included in the manuscript file, but figure legends should be.
Guidelines for preparing figures can be found here.

Figure legends should describe the key messages of a figure. Legends should have
a short title of 15 words or less. The full legend should have a description of the

figure and allow readers to understand the figure without referring to the text. The
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legend itself should be succinct, avoid lengthy descriptions of methods, and define all
non-standard symbols and abbreviations.

Figures should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each
figure caption should be inserted immediately after the first paragraph in which it is
cited in the article file. Further information about figure captions can be found in
the Figure Guidelines.

Back to top
Supporting Information Captions

Because Supporting Information is accessed via a hyperlink attached to its captions,
captions must be listed in the article file. Do not submit a separate caption file. It is
acceptable to have them in the file itself in addition, but they must be in the article file
for access to be possible in the published version.
The file category name and number is required, and a one-line title is highly
recommended. A legend can also be included but is not required. Supporting
Information captions should be formatted as follows.

S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional.
Please see our Supporting Information guidelines for more details.
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Data Reporting Guidelines

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted
manuscript should be deposited in an appropriate public repository, unless already
provided as part of the submitted article. Repositories may be either subject-specific
(where these exist) and accept specific types of structured data, or generalist
repositories that accept multiple data types. We recommend that authors select
repositories appropriate to their field. Repositories may be subject-specific (eg,
GenBank for sequences and PDB for structures), general, or institutional, as long as
DOls or accession numbers are provided and the data are at least as open as CCBY.
Authors are encouraged to select repositories that meet accepted criteria as
trustworthy digital repositories, such as criteria of the Centre for Research Libraries
or Data Seal of Approval. Large, international databases are more likely to persist
than small, local ones.

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have
integrated our submission process with a select set of data repositories. The list is

neither representative nor exhaustive of the suitable repositories available to authors.



85

Current repository integration partners include: Dryad and figshare. Please contact
data@plos.org to make recommendations for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner
repository:

Deposit data in the integrated repository of choice. Once deposition is final and
complete, the repository will provide the author with a dataset DOI (provisional) and
private URL for reviewers to gain access to the data. Enter the given data DOI into
the full Data Availability Statement, which is requested in the Additional Information
section of the PLOS Submission form. Then provide the URL passcode in the Attach
Files section. If you have any questions, please contact us at plosone@plos.org

Back to top

Accession Numbers

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public
resources. Please provide the relevant accession numbers (and version numbers, if
appropriate). Accession numbers should be provided in parentheses after the entity

on first use. Suggested databases include, but are not limited to:

. ArrayExpress

. BioModels Database

. Database of Interacting Proteins

. DNA Data Bank of Japan [DDBJ]
. DRYAD

. EMBL Nucleotide Sequence Database
. GenBank

. Gene Expression Omnibus [GEO]
. Protein Data Bank

. UniProtKB/Swiss-Prot

. ClinicalTrials.gov

In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers for
all entities such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an

entry in a public database, for example:

. Ensembl
. Entrez Gene
. FlyBase

. InterPro
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. Mouse Genome Database (MGD)

. Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
. PubChem

Providing accession numbers allows linking to and from established databases and

integrates your article with a broader collection of scientific information.

Back to top

Striking Images

Authors are encouraged to upload a "striking image" that may be used to represent
their paper online in places like the journal homepage or in search results. The
striking image must be derived from a figure or supporting information file from the
paper, ie. a cropped portion of an image or the entire image. Striking images should
ideally be high resolution, eye-catching, single panel images, and should ideally
avoid containing added details such as text, scale bars, and arrows. If no striking

image is uploaded, a figure from the paper will be designated as the striking image.

Please keep in mind that PLOS's Creative Commons Attribution License applies to
striking images. As such, do not submit any figures or photos that have been
previously copyrighted unless you have express written permission from the
copyright holder to publish under the CCAL license. Note that all published materials
in PLOS ONE are freely available online, and any third party is permitted to read,
download, copy, distribute, and use these materials in any way, even commercially,
with proper attribution.

Care should be taken with the following image types in particular:

1. PLOS ONE is unable to publish any images generated by Google software
(Google Maps, Street View, and Earth)

2. Maps in general are usually copyrighted, especially satellite maps

3. Photographs

4. Commercial or government images, slogans, or logos

5. Images from Facebook or Twitter

Authors must also take special care when submitting manuscripts that contain
potentially identifying images of people. Identifying information should not be
included in the manuscript unless the information is crucial and the individual has
provided written consent by completing the Consent Form for Publication in a PLOS
Journal (PDF).

For license inquiries, e-mail license [at] plos.org.
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Back to top
Tables

Tables should be cited in ascending numeric order upon first appearance. Each table
should be inserted immediately after the first paragraph in which it is cited in the
article file. All tables should have a concise title. Footnotes can be used to explain
abbreviations. Citations should be indicated using the same style as outlined above.
Tables occupying more than one printed page should be avoided, if possible. Larger

tables can be published as Supporting Information. Please ensure that table

formatting conforms to our Guidelines for table preparation.
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Anexo C - Parecer do Comité de Etica

o

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAC """zww

Fundag&o Instituida nos termos da Lei n® 5.152, de 21/10/1966 - S3o Luis - Maranhdo.

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

PROJETO DE INICIACAO CIENTEFICA S ki 26/07/20011

b o s o 7
| X PROJETO DE PESQUISA Numero do Protocoio 23115-010215/2011-16

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO Data da assembléia 01/09/2011

I - Identificacao:

Titulo do projeto:
A Impacto do tratamento da doenca periodontal crénica sobre os
niveis de hepcidina & hemoglobina sérica

Identificagdo do Pesquisador Responsdvel: Prof. Dr. Anténio Luiz Amaral Pereira

Profa. Msc. Rosana Costa Casanovas de Carvalho e

Identificagdo da Equipe executora: Profa. Msc. Sandra Aunusta de Mouro Leite i

Instituigdo onde sera realizado: Universidade Federal do Maranhdo-UFMA
Area temdtica: III Multicéntrico: Nao | Data de recebimento: 27/07/2011
Cooperagdo estrangeira: Nio Patrocinador: N3o | Data de devolugdo 01/09/2011 |

II - Objetivos:

Geral:

Avaliar o impacte do tratamento da DPC sobre os niveis de Hepcidina e Hemoglobina sérica.
Especifico:

1) Avaliar a associagdo entre a DPC com os niveis de Hepcidina e Hemoglobina Sérica;

2) Determinar os niveis séricos de Hepcidina e Hemoglobina nos grupos em estudo;

3) Comparar o nivei inicial de Hemogiobina, antes do tratarnento, apés 50 dias e aos 180 dias;

4) Correlacionar com a Hemoglobina os marcadores inflamatérios IL-6,PCR e Hepcidina nos trés momentos;

5) Correlacionar os niveis séricos de Hepcidina com 2 resenea de Ferro circulante, antes, durante e depois do
tratamento da DPC.

III - Sumario do projeto:

No projeto de pesquisa s3o apresentados os seguintes itens: introdug3o, revisio da literatura, hipdteses, objetivos,
metodologia, resultados, impactos esperados , referéncias bibliogréficas, cronograma e orgamento. O projeto
pretende avaliar através de um estudo de cardter observacional e transversal, o impacto do tratamento da doenca
periodontai crénica sobre os niveis séricos de hepcidina e hemogiobina. Serdo identificadas as associagbes entre
presenga da periodontite conica e os niveis de hepcidina hemoglobina séricos. O estudo serd realizado em
pacientes portadores de DPC (Doenca Periodontal Créinica), de ambos os sexos, de idade entre 30 e 65 anos em
atendimento na clinica da Periodontia do Curso de Odontologia da Universidade Federal do Maranhdo, classificados
de acordo com a presenga ou auséncia da DPC. Os resultados esperados, serdo informagfes acerca da associagdo
entre os niveis de hepcidina e hemogiobina séricas tom o grau de gravitade da DPC. Espera-se também avaliar o
impacto do tratamento da DPC sobre os niveis de hepcidina e hemoglobina séricas.

IV - Comentarios do relator:

O projeto serd trabalho de pesquisa de doutorado da Profa. Msc. Rosana Costa Casanovas de Carvalho e Profa.
Msc. Sandra Augusta de Moura Leite, o que consta nominado no termo de compromisso. O projeto serd
supervisionado pelo Prof. Dr. Anténio Luiz Amaral Pereira, que estard orientando as alunas em todas as fases da
pesquisa. Todos os procedimentps de atendimento clinico e coletas de dados serfio realizados na clinica da
Periodontia do Curso de Odontologia da Universidade Federal do Maranhdo. Os fundamentos apresentados no

"A Universidade que cresce com
inovagao e inclusdo social® v, dos Portugueses Campus Universitario do Bacanga, s/n - Prédio do CEB Velho bl “c” sala 7

C3n 1 in MA  ACD: EEADE KA Camn (02) RUA_RTNA Cav (08 2904 8704 . C_mail: ronufmac@ufms br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO S S

Fundagao Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 - Sdo Luis - Maranhao.

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto estdo solidamente baseados em uma bibliogréfica extensamente citada na Introdugdo, revisdo da literatura
e metodologia, sendo delineados de forma transparente, sustentando os objetivos do trabalho. Quanto aos
aspectos éticos da pesguisa [Res. CNS 196/96) o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, fomece todas as
informagBes pertinentes a pesquisa e estd bem elaborado, a folha de rosto encontra-se devidamente assinado pelo
Chefe de Dep. de Odontologia I, Prof. Ataide Mendes Aires e também pelo Prof. Dr. Antdnio Luiz Amaral Pereira. O
custo do projeto tem como um valor total de R$ 134.601,00 {cento e trinta e quatro mil e seiscentos e um reais ) ,
onde o orgamento deste projeto ficard sob a responsabilidade dos pesquisadores. No projeto costa o Curriculo
Lattes dos pesquisadores, termo de compromisso que declara 2 aceitacdo de orientacdo dos referido
pesquisadores e carta de anuéncia assinada pelo chefe do departamento de Odontologia I.

V - Pendéncias: o
Nenhuma
VI - Recomendagdes:

Nenhuma

VII - Parecer Consubstanciado do CEP

Deste modo, de acordo com relato acima exposto, o Protocolo 23115-010215/2011-16, referente a
Pesquisa sob o titulo “Impacto do tratamento da doenca periodontal crénica sobre os niveis de
hepcidina e hemoglobina sérica” é considerado por este CEP COMO APROVADO.

II - Data da reunido do CEP: 01/09/2011

etltra— q,.ow,-_\iou e o S—
Profa@. Dr2, Elba Gomide Mochel
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa da UFMA

DATA DE RECEBIMENTO: {3\ 4o /44
RELATORIO PARCIAL: 42742 | 42
RELATORIO FINAL: s dItd2 4y

NOTA:

Anexa folha do Relatdrio Parcial,

Pesquisas com duragdo acima de 6 meses deverdo apresentar relatdrios parciais semestrais;
Pesquisas com duragdo acima de 12 meses deverdo apresentar relatorios anuais;

Apés a conclusdo da pesquisa devera ser apresentado reiatorio finai ao CEP/UFMA.

BN

“A Universidade que cresce com

inovagio e inclusdo social” \v. dos Portug Campus do Bacanga, s/n - Prédio do CEB Velho bl “c” sala 7
S3o Luis-MA - CEP: 65085-580 Fone 98) 301-R708 Eax (98) 3301-8701 . F-mail- cenufmaa@ufma br
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Anexo D — Artigo submetido

Article title: Activation of murine splenocytes sensitized with MCF7 cancer cells by
carbohydrates isolated from Attalea speciosa Mart. mesocarp

MS ID : 4179209111463030

Authors  : Josemar M F Godinho Jr, Elza Moraes, Leticia P P Pontes, Diego S
Arruda, Caroline Costa, Johnny R Nascimento, Mayara C Pinto, Graciomar C
Costa, Flavia M M Amaral, Rosane N M Guerra, Flavia R F Nascimento and Ana
Paula S Azevedo-Santos

Journal  : BMC Complementary and Alternative Medicine

Dear Dr Azevedo-Santos
Thank you for submitting a new version of your article.
A pdf file has been generated from your submitted manuscript and figures.

http://www.biomedcentral.com/imedia/4179209111463030_article.pdf (2499K)

For your records, please find below link(s) to the correspondence you uploaded with
this submission. Please note there may be a short delay in creating this file.

http://www.biomedcentral.com/imedia/1613812848147011 comment.pdf

If the PDF does not contain the comments which you uploaded, please upload the
cover letter again, click "Continue" at the bottom of the page, and then proceed with
the manuscript submission again. If the letter will not upload, please send a copy to
editorial@biomedcentral.com.

Best wishes,

Miss Carisse Reyes

Tel: +44 (0) 20 3192 2013
e-mail: editorial@biomedcentral.com
Web: http://www.biomedcentral.com/




