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RESUMO

Introducdo: O surgimento da Doenca Periodontal (DP) esta relacionado com a
presenca de um biofilme disbidtico na cavidade oral composto por patdégenos
anaerébios que produzem e liberam substancias, originando a matriz de
polissacarideos que circundam essas comunidades bacterianas. Doenca de aspecto
multifatorial, caracterizada como infecciosa inflamatéria crénica, compromete e lesiona
progressivamente os tecidos de insercdo e sustentacdo dos dentes. A inflamacao
gengival antecede a DP, onde o estado inflamatério modifica a composicdo das
bactérias que normalmente sdo gram positivas, caracteristicas da cavidade oral, em
bacilos gram negativos e anaerdbios. A associacdo do Diabetes a doenca periodontal
se estabelece de maneira bidirecional, onde pacientes diabéticos parecem exibir maior
tendéncia em desenvolver DP, assim como individuos com DP, além de apresentar
maior risco de Diabetes, também se encontram predisponentes a terem complicacdes
mais exacerbadas no controle dos indices glicémicos. Alguns receptores possuem
propriedade quimiotatica de células mononucleares do sangue periférico e sé&o
caracterizados como marcadores inflamatérios. Receptores relacionados ao risco de
DCV que atuam recrutando mondcitos para locais de trauma, lesdo, inflamacgéo e
isquemia compreendem CCR2, CCR5 e CX3CR1, dentre outros. Objetivo: Avaliar o
efeito do tratamento Periodontal ndo cirdrgico em relagdo a expresséo dos receptores
de quimiocinas de mondcitos CCR2, CCR5 e CX3CR1, na presenca ou nado de
Diabetes. Métodos: Trata-se de um ensaio clinico e abrangeu pacientes em
acompanhamento na Clinica de Odontologia da Universidade Santo Amaro
diagnosticados com Doenca Periodontal moderado e avancado, associada ou nao ao
Diabetes. As amostras de sangue periférico foram submetidas a avaliacdo da
expressao dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e CX3CR1 por PCR em tempo
real. Resultados: Nao houve diferencas na expresséo dos receptores CCR2, CCR3 e
CX3CR1 quando comparadas as visitas inicial e um més apdés o término do tratamento
periodontal n&o cirargico (p = 0,600, p = 0,600 e p = 0,612, respectivamente. Teste de
Wilcoxon). Entretanto, analisando os grupos com e sem Diabetes, houve diferencas
entre as visitas basais para os receptores CCR2 e CCR5, sem diferencas para
CX3CR1 (p = 0,002, p = 0,018 e p = 0,972, respectivamente. Teste de Mann-Whitney);
tais diferencas deixaram de existir apds o tratamento (p = 0,368, p = 0,960 e p = 0,896,
respectivamente, Teste de Mann-Whitney). Concluséo: Propfe-se que a atuacdo do
perfil inflamatdério sistémico de forma exacerbada presente nos pacientes com Diabetes
+ DP mediado, entre outros, pela expressao elevada de CCR2 e CCR5 em relagéo aos
pacientes que possuem apenas DP, é passivel de uma modulacdo favoravel na
expressado destes apés 30 dias do final do tratamento periodontal ndo cirdrgico.

Palavras-chave: Doenca Periodontal, Diabetes, Doengas Cardiovasculares,
Receptores de quimiocinas, CCR2, CCR5 e CX3CRL1.



ABSTRACT

Introduction: The ADVENT of Periodontal Disease (PD) is related to a dysbiotic biofilm
in the oral cavity, which has anaerobic pathogens that produce and secrete substances,
which makes the matrix of polysaccharides that surround these bacterial communities.
It's a multifactorial disease characterized as a chronic inflammatory infectious disease,
which progressively compromising and injury the tissues of tooth insertion and support.
Gingival inflammation precedes PD, where the inflammatory state changes the
composition of bacterias from gram positive to gram negative and anaerobic bacillus.
The association of Diabetes and periodontal disease is established in a bidirectional
way, where diabetic patients may have a tendency to develop PD, as well individuals
with PD has a higher risk of Diabetes and, also are predisposed to have more
complications in the control of their glycemic indices. Some inflammatory markers as
the receptors have chemotactic properties of peripheral blood mononuclear cells.
Receptors related to CVD risk that act by recruiting monocytes to a local of trauma,
injury, inflammation and ischemia are CCR2, CCR5 and CX3CR1, among others.
Objective: To evaluate the effect of non-surgical periodontal treatment in relation to the
expression of monocyte chemokine receptors CCR2, CCR5 and CX3CR1, in the
presence or absence of diabetes. Methods: The current clinical trial included patients
diagnosed with moderate and advanced periodontitis, associated or not with diabetes.
Peripheral blood samples were submitted to evaluation of the expression of CCR2,
CCR5, and CX3CRL1 receptors by real-time PCR. Results: There were no differences in
the expression of CCR2, CCR5 and CX3CRL1 receptors when comparing the initial visit
and one month after the end of non-surgical periodontal treatment (p = 0.600, p = 0.600,
and p = 0.612, respectively. Wilcoxon test). However, analyzing the groups with and
without diabetes, there were differences between the baseline visit for CCR2 and CCR5
receptors, with no difference for CX3CR1 (p = 0.002, p = 0.018, and p = 0.972,
respectively. Mann-Whitney test). These differences were no longer observed after
treatment (p = 0.368, p = 0.960, and p = 0.896, respectively, Mann-Whitney test).
Conclusion: The expression of the systemic inflammatory profile present in an
exacerbated form in patients with Diabetes associated to Periodontitis mediated, among
others, by the elevated expression of CCR2 and CCRS5, is likely to be modulated
favorably one month after the end of periodontal treatment.

Keywords: Periodontal Disease, Diabetes, Cardiovascular Diseases, Chemokine
Receptors, CCR2, CCR5 and CX3CR1.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Periodontal: aspectos gerais

O surgimento da Doenca Periodontal (DP) esta relacionado com a presenca de
um biofilme disbiético na cavidade oral composto por patdgenos anaerdbios que
produzem e liberam substancias, originando a matriz de polissacarideos que circundam
essas comunidades bacterianas.! Trata-se de uma doenca de aspecto multifatorial,
caracterizada como infecciosa inflamatdria crénica que compromete e lesiona
progressivamente os tecidos de inser¢cdo e sustentacdo dos dentes, ocasionando a
destruicdo do tecido conjuntivo e 0sso alveolar, que quando néo tratada possibilita a

evolucao até a perda dentaria.*™

Conforme dados disponiveis até 2010, a forma mais grave de DP corresponde a
sexta posicdo entre as doencas cronicas mais prevalentes na populacdo em geral,
apresenta dados que traduzem seu impacto, onde cerca de 750 milhdes de pessoas
sdo acometidas por essa doenca em todo o mundo, acarretando consequéncias
negativas dentre inUmeros aspectos, na capacidade de mastigacao, estado nutricional

e qualidade de vida. *

A escassez de estudos que fornecam informacgfes epidemiolégicas adequadas
sobre as infecgbes periodontais, sobretudo em territorio brasileiro, dificulta a avaliagéo
da difusdo da doenca, a fim de mensurar fatores potencialmente determinantes no risco
do desenvolvimento e agravamento da doenca, identificando assim um obstaculo na
elucidacdo do papel e contribuicdo dos indicadores de risco associados & doenca.’
Com base nos dados disponiveis mais recentes pode-se estimar que 14% da
populacdo adulta global possua DP grave, representando mais de 1 bilhdo de casos
em todo o mundo.®’ Ainda, determina-se que a prevaléncia média de formas graves de
DP, avaliadas para as Ameéricas do Norte e do Sul de modo geral, evidenciam que para
adultos com idades entre 35 e 44 anos a prevaléncia das formas menos graves da
doenca é de 20% e 40%.°

O tecido responsavel por revestir e fornecer sustentacéo aos dentes denomina-

se periodonto, sendo constituido pelas estruturas que compreendem o 0sso alveolar,
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ligamento periodontal e o cemento, unidade funcional que insere ao tecido 0sseo 0s
dentes. Na cavidade oral, encontra-se presente constitutivamente a placa dentaria,
onde o dente é submetido a um ambiente que apresenta uma microflora que integra os

biofilmes bacterianos.®

A inflamacdo gengival antecede a DP, onde o estado inflamatério iniciado em
funcdo da ma higiene oral modifica a composicao das bactérias que normalmente séo
gram positivas, caracteristicas da cavidade oral, em bacilos gram negativos e
anaerobios.’® O desenvolvimento da DP exibe um dinamismo pela influéncia de
diversos fatores, em ambito individual e coletivo, assim como o resultado da interacdo
de ambos.'* Condicées como particularidades do individuo, caracteristicas
comportamentais, como higiene oral, tabagismo, etilismo, e sociodemograficas, como
idade, sexo e renda, comorbidades sistémicas, genética, anatomia dental, composi¢ao
microbiolégica do biofilme dental, entre outros fatores, mostram-se determinantes na

progressado da doenca.>**?

As reacgles inflamatérias e imunoldgicas associadas a fatores sistémicos
existentes podem afetar terminantemente a saude periodontal de um individuo. A
atuacao de disturbios metabdlicos sistémicos no organismo, de modo a afetar a saude
do periodonto, tem mostrado uma relacdo dessa influéncia com o declinio na saude
gengival, sendo prejudicial aos tecidos periodontais duros e moles dos pacientes, onde
o estado inflamatério crénico presente nesses individuos, que deriva da resposta
imunologica ativada pelo processo patolégico bacteriano, mostra-se determinante na
progressdo da DP em concomitancia com o Diabetes, tal inflamacéo se manifesta de

modo semelhante ao que ocorre nas Doencas Cardiovasculares (DCV). **4

1.2 Diabetes Mellitus e Doenca Periodontal

Dentre as doencas que resultam em distarbios metabdlicos esta o Diabetes,
determinado por altos niveis de glicose na circulacdo sanguinea evidenciando um
estado de hiperglicemia cronica. A deficiéncia ou auséncia completa de secrecdo de

insulina, ou presencga de resisténcia a esse horménio somada também a uma reducgéo
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em sua secrecdo, que caracterizam Diabetes Mellitus tipo 1 e 2, respectivamente,
apresentam etiologia multipla e ocasionam disfuncdes no processo de metabolizacédo

de carboidratos, lipideos e proteinas.*

Traduzindo os altos niveis de glicose em circulagdo no sangue, para o
diagnéstico de Diabetes séao definidos valores de hemoglobina glicada (HbA1c) = 6,5%,
conforme diretrizes da American Diabetes Association (ADA). Em 2021, segundo a 10°
edicao do “Diabetes Atlas” da Federacao Internacional de Diabetes (IDF), foi contatado

537 milhdes de pessoas com Diabetes ao redor do mundo.*®

A associacdo do Diabetes a doenca periodontal se estabelece de maneira
bidirecional, onde pacientes diabéticos parecem exibir maior tendéncia em desenvolver
DP, assim como individuos com DP, além de apresentar maior risco de Diabetes,
também se encontram predisponentes a terem complicacbes mais exacerbadas no
controle dos indices glicémicos. A presenca de ambas as doencas denota maior
probabilidade de serem acometidos por complicacdes médicas graves que incluem os

sistemas cardiovascular, renal, imunolégico, entre outros.*’2

Entre os mecanismos patogénicos oriundos da associacao entre DP e Diabetes
tém-se alteracdes microvasculares, no fluido crevicular, na estrutura e funcdo do
coldgeno, que comprometem a capacidade de reconstru¢cdo do tecido destruido,
alteracOes na flora subgengival, predisposicdo genética, glicacdo enzimatica e resposta
imune alterada do hospedeiro, onde o comprometimento do combate ao agente
bacteriano pelo distlrbio do sistema imunol6gico que incita um processo inflamatorio
exacerbado, prejudicando sua atuacdo eficaz na eliminacdo das bactérias patogénicas,
causa desordem na quimiotaxia e adesdo, assim como hiper-reatividade de mondcitos
e apoptose prematura de polimorfonucleares, intensificando a ativacao pro-inflamatoria

que ocasiona, como consequéncia, a deterioracéo do tecido periodontal.*’

Embora ambos os tipos de Diabetes estejam vinculados ao declinio na saude do
tecido da cavidade oral, o tipo 2 exibe uma relacdo mais comum e recorrente com a
DP, que pode ser justificado por ser uma doenga mais frequente em adultos de meia
idade. *°
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1.3 Doencas Cardiovasculares e Doenca Periodontal

Do mesmo modo que ocorre com o Diabetes, ao longo das ultimas décadas,
cada vez mais associa-se a DP ao aparecimento de disturbios sistémicos, entre eles
tém-se as DCV.** O processo de disseminacdo bacteriana e infeccdo sistémica, que
provocam uma resposta imune nociva de forma massiva, afetam negativamente a
integridade do sistema cardiovascular, onde estudos comprovaram a presenca de
patdgenos periodontais em diferentes tecidos e 6rgaos desse sistema, como tecido

cardiaco humano, fluidos pericardicos e lesdes ateroscleréticas.

Em 2019, as DCV ocupavam a primeira posi¢cdo entre as causas de morte na
populacdo mundial, sendo responsavel por mais de 18 milhdes de 6bitos.?? Com isso,
devido ao seu grande impacto na saude mundial e no setor econémico, cada vez mais
estudos vém sendo conduzidos sobre os fatores de risco associados ao surgimento
das DCV. %

As infeccOes orais que ocasionam a DP evidenciam-se como um fator de risco
associado. Bahekar et al. em 2007, por meio da combinacdo de 5 estudos de coorte
envolvendo 86.092 individuos, publicou uma meta-andlise que mostrou um risco
aumentando de 1,14 vezes de pacientes com DP no desenvolvimento de doenca
coronariana quando comparados aos controles.? Desse modo, os estudos sobre a DP
e DCV tendem a esclarecer a relacdo entre essas doencgas, tendo o intuito de mensurar

o real impacto da infeccdo periodontal nas DCV.

Entre os mecanismos atrelados a progressdo da DP, os niveis sistémicos de
citocinas inflamatérias sdo aumentados, pois a resposta inflamatéria sistémica é
incitada em carater aberrante, resultando em niveis cronicamente elevados de
citocinas, assim como, da quimiocina de mondcitos CCL2, fator que se encontra
relacionado a fisiopatologia da doenca vascular aterosclerotica. Dessa forma, o estado
inflamatorio sistémico desordenado e altamente estimulado parece se estabelecer de

modo similar em ambas as doencas.?
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1.4 Receptores de Quimiocinas

Dentre os inUmeros marcadores inflamatérios e imunoldgicos existentes no
organismo humano encontram-se as quimiocinas, que se caracterizam por serem
proteinas de baixo peso molecular, sendo capazes de induzir resposta imune
adaptativa por exibirem propriedades pro-inflamatorias. Essa resposta imune
desencadeada por quimiocinas incita o recrutamento de leucocitos ao local de lesao
tecidual, inflamacdo ou infeccdo. Ha também quimiocinas que se localizam
constitutivamente nos tecidos regulando a migragdo leucocitaria, sendo de natureza

homeostatica.?®

As quimiocinas séo classificadas conforme a quantidade de aminoacidos e sua
disposicdo em ambos os residuos iniciais de cisteina da extremidade N-terminal,
resultando em 4 subfamilias: CXCL, CCL, CX3CL e CL. Representada pela letra “C”
tém-se a cisteina, seguida pela designacdo quanto a quantidade de aminoacidos,
sendo um ou trés identificados como, X ou Xz, respectivamente, e por fim a letra L, que
indica a proteina secretora como um ligante, adicionada ao nimero equivalente a seu
gene correspondente. A classificacdo dos receptores correspondentes é estabelecida
da mesma maneira, onde sao ordenados nas subfamilias CCR, CXCR, XCR e CX3CR,

7

onde a letra “R” é acrescida determinando o receptor.”’

Os receptores de quimiocinas se localizam na membrana da célula alvo, fixados
por meio de sete dominios transmembranares, podendo estar acoplados a proteina G.
Aproximadamente, 350 aminoacidos sdo responsaveis por constituir esses receptores,
onde sua regido extracelular € composta pela regido N-terminal e por 3 ansas
extracelulares e corresponde ao sitio de ligagdo da quimiocina, e sua por¢cao
intracelular, a qual é atribuida a funcdo de transducdo do sinal, é constituida pela

regido C-terminal e 3 ansas intracelulares.?’

Cada grupo de leucdcitos apresenta sua expressdo dos receptores de
guimiocinas de maneira distinta. Cada tipo celular detém a capacidade de dispor de
uma multiplicidade de receptores, estando aptos a responder ao estimulo de mais de

uma quimiocina. A expressao pela ativacao dos receptores pode acontecer por duas
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vias distintas, a ativacdo dependente da proteina G € a mais comum, entretanto 0s
receptores conhecidos como atipicos tendem a estabelecer gradientes de quimiocina

pelo mecanismo sequestro das quimiocinas independente da proteina G.?°

Em meio extracelular € onde se inicia a ativacdo dos receptores de quimiocinas
acoplados a proteina G, e advém da interacdo destes com seus ligantes
correspondentes. Posteriormente a ligagdo, o processo de internalizacdo dos
receptores possibilita a ndo responsividade momentanea da membrana celular. Como
resultado, inimeras vias de transduc¢do de sinal sédo ativadas, desencadeando eventos
intracelulares, que suscitam na transcricdo de genes que incitam o rearranjo do

citoesqueleto e na quimiotaxia dos leucécitos.?’

Embora seja possivel a expressdo de multiplos receptores pelas células, onde
cada receptor pode ser promiscuo, e os ligantes também podem interagir com distintos
receptores, esses exibem em sua maioria, sinalizacdo complexa e tendenciosa para
diferentes ligantes, sendo estes capazes de serem agonistas de um receptor e
antagonistas de outro. Além disso, alguns ligantes sdao atuantes mais assiduos em

determinados receptores.?®

Ha a necessidade da existéncia de receptores aos quais as quimiocinas se ligam
para exercerem suas respectivas fungdes, por isso a jungcdo das quimiocinas e seus
receptores sdo de grande importancia clinica devido ao seu papel na migracdo e

residéncia de células imunes.?%%®

1.5 Receptor de quimiocinas CCR2 na Doenca Periodontal e Doencas

Cardiovasculares

A quimiocina CCL2 (C-C quimiocina ligante 2) ou MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1) € um dos ligantes do receptor CCR2, e além de ser
responsavel pelo controle da transmigracdo de mondcitos e outras atividades

associadas a diapedese, incluindo o fluxo de Ca®* e a expressao de integrinas, também
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possui a caracteristica de indutor fraco da expresséo de citocinas em mondcitos, que

em elevadas concentracdes geram espécies reativas de oxigénio.?

Além do CCL2, outra quimiocina de mondcitos é o CCL7 (C-C quimiocina ligante
7), ambas sdo quimiocinas inflamatorias produzidas e secretadas por células estromais
e imunes. CCL2 tem a capacidade de estabelecer um gradiente estavel para os
mondcitos inflamatérios CCR2+.2° O receptor CCR2 tem sua expressdo presente em
mondcitos/ macréfagos, linfécitos B, linfécitos T ativados, células dendriticas e
bas6filos.?” O receptor CCR2 e seu ligante de quimiocina CCL2 desempenham papéis
cruciais em doencas inflamatérias, uma vez que sao regulados positivamente em

processos inflamatérios e fibréticos.?

Um estudo conduzido por Wang et al. em 2016 avaliou os niveis de expressao
proteica de varias quimiocinas e a migracdo de células-tronco da medula Ossea
(BMSCs) e macréfagos em modelo murino induzidos para DP pela infeccdo por
Porphyromonas gingivalis (PG) e altos niveis de glicose, com o intuito de esclarecer o
mecanismo intermediario entre inflamacéo local e sistema imune inato na Doenca
Periodontal diabética.*® Para estabelecer o mecanismo subjacente da perda dssea
alveolar na DP, foram avaliados por western blot os niveis de expressédo proteica de
CCL2 em BMSCs e CCR2 nos macroéfagos. Os niveis de expressao proteica de CCL2
nas BMSCs foram significativamente aumentados nos grupos com hiperglicemia mais
infeccdo periodontal por PG (HP), que apresentou um aumento mais acentuado, e
grupo infeccéo periodontal por P. gingivalis (PG), em comparacdo com 0 grupo controle
normal (N) (P<0,05). Do mesmo modo, os niveis de expressao proteica de CCR2 em
macréfagos exibiram um aumento significante nos grupos HP e PG, em comparacao

com o grupo N (P<0,05), sendo mais significativo no grupo HP.*

s

A resposta inflamatéria do periodonto € induzida e mantida pela liberacdo de
quimiocinas por diferentes células do hospedeiro enquanto expostas aos componentes
das bactérias contidas no periodonto. A proteina quimioatraente de mondécitos-1 (MCP-
1) foi avaliada por Nisha et. al. em 2018 como um biomarcador salivar confiavel na
gengivite e Doenca Periodontal, onde a MCP-1, que atua como ligante do receptor
CCR2, foi detectada em todas as amostras de saliva. A andlise da curva ROC mostrou
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100% de sensibilidade e especificidade para MCP-1 em discriminar Doenca
Periodontal, desta forma foi possivel estabelecer que ha um aumento substancial na

concentragcdo MCP-1 com o aumento da gravidade da doenca periodontal.®!

7

A ativagdo do CCR2 também ¢é identificada em algumas doencas do sistema
circulatério, como na aterosclerose em células como macrofagos e musculares lisas.
Estudos realizados evidenciaram a reducdo na formacao de placas ateroscleréticas em
animais deficientes em ApoE (Apolipoproteina E) que possuiam deficiéncia no receptor

CCR2, promovendo a diminui¢do na progressao da lesdo.?

Resultados obtidos em estudos recentes mostraram que o infiltrado
de mondécitos inflamatérios pode incumbir negativamente no processo de cicatrizagdo
durante o Infarto Agudo do Miocardio (IAM), diminuindo a funcéo cardiaca e agravando
o tamanho do infarto.*®* No mesmo trabalho, foi observada melhora significante na
cicatrizacdo apos IAM em camundongos knockout para CCR2 quando comparados
com camundongos do tipo selvagem, em funcéo da falta de expresséo de CCR2, que
impossibilita a migracdo de mondcitos para o infarto, resultando na atenuacdo da

remodelacdo do Ventriculo Esquerdo apés IAM.*

A interacdo CCL2 — CCR2 também desempenha um papel crucial na lesédo
tecidual apds isquemia vascular, quadro que pode ocorrer decorrente de complicagdes
comumente presentes nos portadores da insuficiéncia venosa cronica. Um estudo
avaliando a expresséo de quimiocinas em modelos animais de IAM mostrou que ha um
aumento marcante na expressao de CCL2 no tecido lesionado, acompanhado de uma
regulacao positiva correspondente do respectivo receptor CCR2.%

Desse modo, comprovou-se que a utilizacdo de um mutante ndo agonista do
CCL2 com maior afinidade por glicosaminoglicanos (GAGS) é capaz de competir com
CCL2, pois as quimiocinas geralmente sao imobilizadas perto de seu local de producédo
em funcdo da ligacdo aos glicosaminoglicanos®** como parte do mecanismo de
orientacdo celular, tal dindmica reduz o recrutamento de mondcitos inflamatérios,

limitando a hiperplasia neointimal e a les&o por isquemia.*
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A juncao desses dados obtidos em estudos anteriores corrobora para a possivel
associacdo existente entre a atuacdo e expressdo aumentadas do receptor de
quimiocinas CCR2 no controle da quimiotaxia de mondcitos durante oS processos
inflamatorios associados a DP.

1.6 Receptor de quimiocinas CCR5 na Doenca Periodontal e Doencas

Cardiovasculares

O CCL5 (C-C quimiocina ligante 5) corresponde a quimiocina ligante do CCR5,
esse receptor tem sua expressao presente em células como mondécitos / macréfagos,
linfécitos, células do musculo liso e células endoteliais na aterosclerose. A ligacao
CCL5 — CCR5 induz a adeséao e migracdo de mondcitos e linfécitos T, que ocorre de

modo dependente da integrina.*

Esse receptor exibe um papel crucial na aterosclerose, especialmente no

processo de diapedese de mondcitos Ly6C"*"=®

, sendo que a inibi¢do da sinalizagéo do
CCRS5 levou a uma reducéo acentuada no numero de mondcitos circulantes, reduzindo

o tamanho da lesdo em estagios avancados da doenca.*’

Apesar do papel do CCR5 na remodelacao e disfuncéo cardiaca sob sobrecarga
de pressdo ndo ser bem estabelecida na literatura, um estudo de Wang et al. de 2021
mostrou que inibicdo de CCR5 protegeu contra anormalidades cardiacas induzidas por
sobrecarga de pressdo em modelo murino. Camundongos foram submetidos a
constricdo aortica transversa (TAC) e ap6s inibicdo do CCR5 miocardico apresentaram
diminuicdo da hipertrofia miocéardica, enquanto a superexpressdao do CCR5 miocérdico

agravou a hipertrofia miocardica no coragéo TAC.*

Em 2020, Joy et al. mostraram que um medicamento que antagoniza
seletivamente a funcdo do CCR5 é uma opcéo terapéutica em casos de acidente
vascular cerebral (AVC), onde esse bloqueio farmacoldgico de curto prazo do CCR5 no
primeiro més apos o AVC é eficaz na recuperagcdo motora mesmo apos 0 medicamento

n&o se encontrar mais em circulagdo no organismo.**
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O receptor de quimiocina CCR5 foi descrito por Cavalla et. al. em 2017 em uma
coorte com 669 brasileiros em que foi mostrada a mutacao de perda de funcédo no gene
CCRS5 causada pelo CCR5A32 (rs333), que modula a resposta do hospedeiro e implica
diretamente o resultado da Doenga Periodontal. Foi mostrado que os portadores deste
alelo mutante exibiram uma protecéo significante contra Doencga Periodontal crénica e

agressiva.*

Ha poucos estudos que abordam o nivel de expressdo de CCR5 no contexto da
DP. Ferreira et al. em 2011 mostraram que entre dois grupos de camundongos, do tipo
selvagem e com bloqueio de CCR5, tanto a migracao de células inflamatérias quanto a
perda éssea alveolar ao longo da DP foram significativamente reduzidas no grupo
knockout para CCR5.*

1.7 Receptor de quimiocinas CX3CR1 na Doenca Periodontal e

Doencas Cardiovasculares

CX3CRL1 (fractalkine) € um receptor acoplado a proteina G que possui sete
dominios transmembranares, como seu ligante apresenta-se a quimiocina CX3CL1
(CX3C quimiocina ligante 1), expressa nas formas solavel e transmembrana, capaz de
estabelecer ligacdo de alta afinidade com o receptor, ativando a sinalizacdo
intracelular, sendo capaz de combinar func¢des quimioatraentes juntamente com
propriedades das moléculas de ades&o por meio de um mecanismo ndo dependente de
integrina, ou seja, a interagdo CX3CL1 - CX3CR1 é atualmente considerada uma via

precoce que leva a adesdo firme de monécitos ao endotélio estimulado.®

Um estudo de Balci et al. realizado em 2021 mostrou niveis elevados da
guimiocina CX3CL1 e seu receptor CX3CR1 no fluido crevicular gengival de pacientes
com DP avancada em comparacdo com controles saudaveis, sugerindo que o eixo de
ligacdo CX3CL1 — CX3CR1 pode ser potencialmente determinante na patogénese da

DP e na resposta inflamatéria local.*
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Em estudo realizado por Kanzler et al. 2012 foi encontrado que o bloqueio de
CX3CR1 na aterosclerose culminou na reducdo da infiltracdo de macrofagos e no
atraso no desenvolvimento de lesdes na aorta, sugerindo que 0s niveis séricos do
ligante de CX3CR1 parecem estar relacionados a quadros de doencas inflamatorias,
representando um marcador util de eficiéncia da reabiltacdo em pacientes

cardiopatas.”

Os efeitos mediados por CX3CL1 desempenham um papel significativo em
doencas vasculares.®* Um ensaio clinico recente evidenciou taxas mais elevadas de
monaocitos CX3CR1 positivos em pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) em

comparacdo com individuos com angiografia coronariana normal.*®

Além disso, estudos determinaram o potencial terapéutico do CX3CL1 em
camundongos knockout duplos (ApoE /", CX3CR1 /"), onde foi possivel mostrar uma
diminuicdo significativa no tamanho da lesdo em animais sem o mecanismo de
sinalizagdo CX3CL1-CX3CR1.** Em outro estudo com modelo animal com trés
nocautes (CX3CR1 /", CCR2/~ e ApoE ") foi mostrado que a exclusdo de CX3CL1 em
camundongos CCR2 /" reduziu acentuadamente o actimulo de macréfagos na parede
arterial, relacionando provaveis estratégias terapéuticas inovadoras tendo como alvo

multiplas quimiocinas ou receptores de quimiocinas.®

A via CX3CL1 / CX3CRL1 é um alvo terapéutico relacionado a quimiocina muito
promissora nas DCV, pois se sabe que as interacdes desse receptor com seu ligante
conferem um sinal de sobrevivéncia essencial aos mondcitos, uma vez que a auséncia
de CX3CL1 ou CX3CR1 resulta em uma reducéo significativa dos niveis de monécitos

no sangue em condicdes inflamatérias e no estado estacionario.>*
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2. JUSTIFICATIVA

Devido as consequéncias negativas ocasionadas a saude do individuo, oriundas
da presenca da DP que dentre inimeros aspectos, afeta a capacidade de mastigacéo,
estado nutricional e qualidade de vida destes, * atrelada & alta prevaléncia de Diabetes
em meio a populacdo mundial e brasileira’® e sua associacdo a diversos fatores
relacionados ao surgimento e evolugcdo da DP, encontra-se a necessidade de uma
avaliacdo mais detalhada sobre os mecanismos atrelados ao desenvolvimento e
progressdo da DP, sua relacdo com o Diabetes e seu potencial como preditor de risco
aumentado no desenvolvimento de DCV, visando uma melhor evolucéo e reducao das
taxas de possiveis complicacfes ao estabelecer uma adequada e eficaz estratégia de
tratamento, possibilitando a prevencdo de desfechos cardiovasculares, assim como

melhor controle do Diabetes.

Em virtude de resultados das poucas pesquisas publicadas sobre a expresséo
dos receptores de quimiocinas de mondcitos no contexto da doenca periodontal, assim
Como sua associacéo ao diabetes, e seus achados referentes ao potencial presente na
relacdo entre o mecanismo dos receptores de quimiocinas de mondcitos e sua acao
determinante no perfil inflamatério sistémico, contatou-se a indispensabilidade da

producédo de novos dados que fazem parte deste trabalho.

24



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento Periodontal ndo cirdrgico em relagdo a expressao
dos receptores de quimiocinas de mondcitos CCR2, CCR5 e CX3CR1, na presenca ou

nao de Diabetes.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a expressao dos receptores de quimiocinas de mondcitos CCR2, CCR5
e CX3CR1 por PCR em tempo real na visita inicial e ap6s 30 dias do tratamento

periodontal ndo cirdrgico.

Avaliar a relacédo entre a expressao de receptores de quimiocinas CCR2, CCR5

e CX3CR1 e a Doenca Periodontal, na presenca ou ndo de Diabetes.

25



4. METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um ensaio clinico e abrangeu pacientes em acompanhamento na
Clinica de Odontologia da Universidade Santo Amaro — UNISA com idade entre 40 e 75
anos, de ambos os sexos, diagnosticados com Doenca Periodontal nos niveis de

classificagdo moderado e avangado, associada ou ndo ao Diabetes.

Foram obtidos dados demogréaficos dos 54 participantes incluidos, na visita
inicial e amostras de sangue foram coletadas no basal e apds 30 dias do término do

tratamento periodontal ndo cirargico.

Como critérios de inclusdo no estudo, ter DP de moderada a grave identificada
por duas periodontistas € no minimo 10 dentes na cavidade bucal. Os critérios de
exclusdo foram ser desdentado, ter recebido tratamento periodontal nos ultimos seis

meses, ser fumante, apresentar gengivite ou DP leve.

Os pacientes incluidos foram distribuidos em dois grupos, sendo eles: Doenca
Periodontal com Diabetes e Doenca Periodontal sem Diabetes. Utilizou-se como critério

para determinar o Diabetes Mellitus:
1) Hemoglobina glicada (HbA1c) = 6,5%;

2) Glicemia = 200 mg associada a sintomas como emagrecimento,

polidipsia/politria;

3) Uso de medicamentos antidiabéticos com histoéria de diagnostico prévio.

4.2 Avaliacao Clinica Periodontal e Tratamento Periodontal

A avaliacdo clinica e acompanhamento dos pacientes foram realizados pelas

duas periodontistas do estudo. Obteve-se a confiabilidade diagndstica intra-examinador
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aferida pela estatistica de Kappa (entre 0.8 e 1.0) por meio de avaliacdo em

duplicidade de 10% da amostra para cada um dos critérios clinicos.

A profundidade de sondagem (PS) foi aferida em todos os sitios, usando sonda
periodontal manual tipo Williams, e mensurada da margem gengival livre até a base da

bolsa periodontal.

A coleta de informacdes do nivel clinico de insercdo (NCI) foi adquirida de todos
os sitios examinados por meio da medida da distancia da juncdo esmalte-cemento
(JEC) até a margem gengival (MG) somando a medida da PS. Ou seja: NCI = PS +
(JEC a MG). Todas as medidas obtidas foram expressas em milimetros.

O sangramento gengival foi anotado de forma dicotdmica apdés vinte segundos
da obtencdo da sondagem periodontal. A condicdo gengival dos individuos foi avaliada

45
|

usando o indice Gengival®® e higiene bucal pelo indice de Placa. *°

O diagndstico foi realizado apés exame clinico periodontal conforme condicdes
gue pudessem evidenciar os niveis moderado e avancado, segundo a classificacdo da
Academia Americana de Periodontia em 1999. %’ Avaliando-se a profundidade de
sondagem e a perda de insercdo clinica (PIC), o nivel de DP cronica moderado
obedeceu aos parametros com um ou mais sitios de PS 24 e PIC =3 em individuos que
apresentaram quatro ou mais dentes. A DP cronica avancada foi diagnosticada nos
individuos que apresentaram quatro ou mais dentes com um ou mais sitios que
contenham PIC =5. O tratamento periodontal ndo cirdrgico foi aplicado nos sitios
diagnosticados com DP, com raspagem da superficie dental, com auxilio de instrucao

de higiene bucal.

4.3 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico

As amostras de sangue periférico foram obtidas em tubos com EDTA
(aproximadamente 5 mL), evitando assim a coagulacdo, e foram primeiramente
transferidas para tubos cénicos devidamente identificados. O sangue foi submetido a

centrifugacéo por 800 g, 22°C por 5 minutos para retirada do contetido excedente de
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plasma. Entdo, adicionou-se ao volume restante Ficoll-Hypaque (Ficoll Paque Plus, GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) em proporcdo 1/1 obtendo-se a
separacdo de células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood
mononuclear cell - PBMC) por gradiente de concentracdo. Procedeu-se a retirada das
PBMC, que foram transferidas para um novo tubo, lavadas em PBS (phosphate
buffered saline) e, apés o descarte do sobrenadante, adicionou-se durante 2 minutos,
em temperatura ambiente, 3 mL de cloreto de amonio para lise de heméacias residuais.

As células foram lavadas novamente com PBS e o sobrenadante foi descartado.

Utilizando 1 mL de PBS, o pellet foi ressuspendido e o material foi transferido
para microtubos, onde posteriormente a centrifugacao foi descartado o sobrenadante, e

o pellet armazenado em freezer -80°C.

4.4 Extracao e isolamento do RNA

Por meio do procedimento de extragdo organica com Trizol realizou-se a
extracdo e isolamento do RNA proveniente das PBMC. Adicionou-se 1000uL de Trizol
ao pellet de PBMC, pipetando up/down até a dissolucao total das células. Adicionou-se
200uL de cloroférmio as amostras, que foram levadas ao voértex por 10 segundos,
centrifugadas a 15000 RPM durante 15min a 4°C e o sobrenadante foi retirado e
descartado (o equivalente a 500uL). O volume de 500uL de isopropanol gelado, com
armazenamento em -20°C foi acrescido as amostras, que foram levadas ao vortex por
10 segundos e centrifugadas a 15000 RPM por 10 minutos e foi descartado o
sobrenadante. Adicionou-se 1000uL de Etanol gelado, voértex por 10 segundos,
centrifugacéo a 15000 RPM pelo tempo de 10 minutos e descartou-se o sobrenadante.
Por fim, para eluicdo e aquisicdo do RNA extraido os microtubos foram mantidos

completamente secos, adicionou-se 40uL de H,O ultra pura e armazenou-se a -80°C .
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4.5 Transcricao Reversa

Por meio do aparelho NanoDrop One/OneC Microvolume  UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) com 1uL da amostra de RNA obtida no
procedimento de extragdo, foi quantificada a concentracdo de RNA presente em cada
amostra individualmente. O DNA complementar (cDNA - Complementary DNA) foi
obtido a partir de 300ug de RNA isolado para adquirir o volume final de 10 yL em agua
DEPC.

Adicionou-se 2 pL de uma preparacdo MasterMix | contendo 1uL de Random
Primers 250ng e 1puL de dNTP Mix do kit Invitrogen SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) em 10uL de cada amostra e incubadas em
banho-maria durante 5 minutos, que ao final do tempo foram levadas rapidamente para

0 gelo com o intuito de interromper a reacéo.

Um total 7 pL de MasterMix Il composto por 4uL de 5X First-Strand Buffer, 2uL
de 0.1 M DTT e 1uL de RNaseOUT foi incorporado em cada amostra e incubado em
T°amb, por 2 minutos. Posteriomente, 0,5uL de SuperScript Il RT e incubou-se em
T°amb, por 10 minutos para reagdo do Random Primers. Ao final deste tempo, uma
nova incubacéo foi feita a 42°C, por 50 minutos. A inativacdo da reacdo foi realizada
por aquecimento a 70°C durante 15 minutos, entdo a amostra de cDNA foi armazenada
em -20°C.

4.6 PCR em tempo real

Foram utilizadas duplicatas para os experimentos de PCR em tempo real,
incluindo o controle interno (GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), usado a
fim de normalizar a expressédo dos genes alvo, para a amostra de cada paciente. Em
placa de 96 pogos MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL (Applied
Biosystems) mensurando-se em duplicata para cada visita de todos os pacientes em

todos os receptores, foram pipetados 19ul em cada pogo contendo 1uL de 20x TagMan
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Gene Expression Assay (Applied Biosystems) do receptor analisado, 10uL de TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 8uL de RNase Free Water por
meio de uma mistura MasterMix, posteriormente acrescidos de 1puL de cDNA
correspondente em cada poco. De acordo com o receptor de interesse individualmente
Nnos pocos para cada paciente, alterou-se o target 20x TagMan Gene Expression
Assay, que pode ser correspondente ao GAPDH, CCR2, CCR5 ou CX3CRL1.

A PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real foi feita utilizando
StepOnePlus System (Thermo Fisher Scientific), configurado para 40 ciclos com
temperaturas e tempos de cada ciclo de 50° por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, respectivamente. Apds o término dos ciclos, o
gréafico de amplificacdo (amplification plot) com uma cor especifica para cada target foi

gerado, e os valores de deteccao da expressao de cada receptor foram liberados.

4.7 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado segundo o parecer numero 4.650.414, de 14
de abril de 2021 (Anexo A) ap6s ser submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Santo Amaro (UNISA). O estudo foi registrado como ensaio clinico
antes de seu inicio (ReBEC RBR-35szwc) e obedeceu as normas internacionais da boa

pratica clinica e harmonizacao de dados (GCP/ICH).
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5. RESULTADOS

A Tabela 1 representa os dados demograficos dos pacientes estudados e o0s

valores de profundidade a sondagem (mm), perda de insercao (mm) e dentes ausentes

estao relacionados na Tabela 2:

Tabela 1. Dados demogréficos dos participantes do estudo

Pacientes Pacientes ndo
diabéticos diabéticos
n 29 25
FIM 13/16 13/12
Idade (média +/- DP) 57+ 10 48 + 13
Hemoglobina glicada pré- | 8,18 +1,81 5,40+0,41
tratamento (média +/- DP)

F/M: Feminino/Masculino; DP: Desvio-padrao

Tabela 2. Profundidade a sondagem e perda de insergdo (mm)

Com Diabetes Sem Diabetes
Hemoglobina glicada TO 8,05+ 1,39 5,44 £ 0,15
Hemoglobina glicada T1 8,10+ 2,04 5,31 + 0,46
Profundidade a sondagem TO 2,34 + 0,45 2,30 + 0,60
Profundidade a sondagem T1 1,86 + 0,49 1,84 + 0,80
Perda de insercéo TO 2,90+ 1,09 2,74 £ 0,80
Perda de insergdo T1 2,63+0,91 2,09+0,90
Dentes ausentes TO 8,10+ 2,04 5,80+ 6,70
Dentes ausentes T1 8,30 + 5,85 6,00 + 6,70

TO = pré-tratamento; T1 = apds 30 dias do tratamento

A tabela 2 abrange dados referente a hemoglobina glicada dos pacientes nos
grupos diabéticos e ndo diabéticos, onde em ambos os grupos a média + DP de TO/T1

nao sofreu grandes alteracgdes.

A seguir a tabela 3 apresenta dados referente ao perfil lipidico dos pacientes

avaliados nas visitas basais e apos 30 dias do término do tratamento periodontal ndo
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cirdrgico, nos grupos com e sem diabetes, intra e entre grupos. As andlises das visitas
basais comparando o grupo de diabéticos com o de ndo diabéticos com relacdo a
dosagem de triglicérides apresentou diferenca estatistica significante (p 0,046), assim
como os niveis de glicose (p 0,017). Ainda, para a avaliacdo entre os grupos apés 30

dias, a dosagem de HDL-C também foi estatisticamente significante (p 0,041).

Tabela 3. Perfil lipidico e glicose dos participantes do estudo, na visita basal

Metabolito Com Diabetes p intra Sem Diabetes p intra p entre grupos
grupos grupos
Basal 30 dias Basal 30 dias Basal 30 dias
Colesterol total* 121 (4) 124 (7) 0,690 125 (5) 119 (11) 0,309 0,528 0,707
Triglicérides* 104 (5) 109 (8) 0,903 89 (5) 92 (10) 0,159 0,046 0,229
HDL-C* 35 (1) 35 (0) 0,580 36 (0) 37 (1) 0,528 0,381 0,041
LDL-C* 64 (4) 66 (8) 0,258 71 (5) 69 (11) 0,457 0,316 0,909
Glicose* 140 (9) 159 (18) 0,417 109 (7) 115 (10) 0,110 0,017 0,085

*mg/dL; & pg/dL; # pumol/L; $Calculo pela formula de Friedewald. Os dados representam as médias (erros-padrao das médias — EPM).
Teste t pareado, comparacdo intra grupos (basal x final em cada grupo). Teste t ndo-pareado, comparagfes entre grupos (com e
sem Diabetes, para cada visita).

Em relacdo a expressdo dos receptores de quimiocinas de mondcitos a nivel de
MRNA, quando avaliados em um Unico grupo, independentemente da presenca ou nao
de diabetes, as figuras de 1-3 mostram que nao houve diferencas quando comparado
antes e apés tratamento (CCR2, p = 0,600; CCR5, p = 0,600; CX3CR1, p = 0,612.

Teste de Wilcoxon).
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Figura 1. Expresséao do receptor de quimiocina de monécitos CCR2 dos pacientes com
DP em TO (Basal) e T1 (Final). Teste de Wilcoxon, p = 0,600.

Figura 2. Expresséao do receptor de quimiocina de monécitos CCR5 dos pacientes com
DP em TO (Basal) e T1 (Final). Teste de Wilcoxon, p = 0,600.
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Figura 3. Expressao do receptor de quimiocina de mondcitos CX3CR1 dos pacientes
com DP em TO (Basal) e T1 (Final). Teste de Wilcoxon, p = 0,612.

Os niveis de expressao dos receptores de quimiocinas de mondcitos para cada
um dos receptores (CCR2, CCR5 e CX3CR1) quando analisados comparando T1
(Final) com TO (Basal) entre os grupos de diabéticos e ndo diabéticos ndo exibiu

diferencas significantes para os trés receptores, como mostram as tabelas 4.

CCR2T1/TO CCR5T1L/TO CX3CR1T1l/TO

Diabéticos 0,285 0,593 0,465

Nao Diabéticos 0,109 0,593 1,000

Tabela 4. Comparacédo de TO (Basal) e T1 (Final) da expresséao dos receptores de
quimiocinas de mondcitos CCR2, CCR5 e CX3CR1 dos pacientes com DP no grupo
dos Diabéticos e Nao Diabéticos. Teste de Wilcoxon (Basal x 30 dias ap6s o término do

tratamento; valores de p).
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J4 a comparacdo dos pacientes com DP entre grupos (Diabéticos vs N&ao
diabéticos) da mesma visita (Diab TO vs s/ Diab TO; e Diab T1 vs s/ Diab T1) evidenciou
uma maior expressdo de CCR2 e CCR5 no grupo dos Diabéticos em TO em relagéo
aos Nao Diabéticos em TO (p = 0,0002; p =0,0183, respectivamente. Teste de Mann-
Whitney). Tal diferenca estatistica significante entre os grupos Diabéticos e Nao
Diabéticos ndo se encontra mais presente apos o final do tratamento (T1- Final) para
os receptores CCR2 e CCR5 (p = 0,3676; p = 0,9593, respectivamente. Teste de
Mann-Whitney) desses pacientes com DP representadas nas figuras 4 e 5. Nao houve
diferencas na expressdo do CX3CR1 quando comparados diabéticos e ndo diabéticos
em TO ou em T1 (p = 0,9725; p = 0,8958, respectivamente. Teste de Mann-Whitney)

demostrada na figura 6.

Diabetes

%k Nsim
ElNgo

3,00

2,50

2,00

1,50 —_

1,00

CCR2 -Folds of change

50

00

Basal Final

Visitas

Figura 4. Expresséao do receptor de quimiocina de monécitos CCR2 dos pacientes com
DP nos grupos Diabéticos e Nao Diabéticos em TO (Basal) e T1 (Final). Teste de Mann-

Whitney, p = 0,0002; p = 0,3676, respectivamente.

35



500 Diabetes
Esim
k [IELR

4,00

300 ettt

2 O O :+:++++++4

CCRS5 -Folds of change

1 ,O 0 EREEIEE hpigiligibigriy

) a g
ettty
SN

Basal Final

00

Visitas

Figura 5. Expressao do receptor de quimiocina de mondécitos CCR5 dos pacientes com
DP nos grupos Diabéticos e Nao Diabéticos em TO (Basal) e T1 (Final). Teste de Mann-

Whitney, p =0,0183; p = 0,9593, respectivamente.
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Figura 6. Expressao do receptor de quimiocina de mondcitos CX3CR1 dos pacientes
com DP nos grupos Diabéticos e Nao Diabéticos em TO (Basal) e T1 (Final). Teste de

Mann-Whitney, p = 0,9725; p = 0,8958, respectivamente.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo, teve por objetivos avaliar a expressdo dos receptores de
guimiocinas CCR2, CCR5 e CX3CR1 antes e apos tratamento periodontal nao
cirargico, em pacientes com e sem Diabetes. Segundo dados demograficos (Tab. 1),
dos 54 pacientes diagnosticados com DP incluidos no estudo, 29 pertenciam ao grupo
de Diabéticos, sendo 13 do sexo feminino e 16 do sexo masculino apresentando idade
média de 57 anos e HbAL1C meédia de 8,18. Ja o grupo dos N&o Diabéticos
compreendiam 25 individuos, onde 13 eram mulheres e 12 eram os homens com idade
média de 48 anos e média dos niveis de HbA1C de 5,40. Um estudo de Teixeira et. al.
de 2019 envolvendo 420 participantes com diagndstico de DP apresentou dados de
idade média semelhante ao de nosso estudo (53,5 anos), corroborando a prerrogativa

de que o publico mais acometido pela DP compreenda individuos de meia idade.”

Os dados provenientes das dosagens de colesterol total, triglicérides, HDL-C,
LDL-C e glicose (Tab. 3) foram avaliados nos grupos com e sem diabetes, sendo que
os resultados intra grupos nao apresentaram diferenca estatistica significante em
nenhum dos casos. Entretanto, para as analises entre grupos os indices de

triglicérides, HDL-C e glicose demonstraram diferenca estatistica.

Considerando o efeito dos niveis séricos de lipidios ha homeostase inflamatoria,
presume-se que a composicao lipidica seja capaz de modificar também a resposta
sistémica individual pela infec¢do por patdogenos periodontais.*® Com relacdo ao nivel
de triglicérides dos grupos de diabéticos e ndo diabéticos, comparando as visitas
basais de cada um deles, sédo estatisticamente significantes (p 0,046), evidenciando
maiores niveis desse metabdlito nos pacientes com diabetes. Ainda para os niveis de
HDL-C, a comparagcdo entre grupos apos 30 dias do final do tratamento entre
diabéticos e nado diabéticos resultou em uma diferenca estatistica (p 0,041). Tal
resultado indica a tendéncia de maiores dosagens de HDL-C, fator protetor para risco
cardiovascular, em pacientes sem diabetes com tendéncia de melhora desses niveis
apos o tratamento periodontal. Um estudo de Haro et al. de 2012 mostrou que a

associagdo entre a extensdo da infeccdo periodontal e a proteina C-reativa (PCR)
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ocorre entre os individuos que exibiam perfil lipidico desfavoravel, de maneira

dependente de niveis séricos de elevados LDL-C e reduzidos de HDL-C.*®

Quanto as dosagens de glicose viu-se que quando se compara as visitas basais
entre os grupos de diabéticos e ndo diabéticos ha uma diferenca estatistica significante
(p 0,017), onde pacientes com diabetes tendem a manifestar indices séricos mais
elevados de glicose. Essa diferenca estatistica deixa de existir apds 30 dias do término

do tratamento periodontal.

Embora ndo tenham sido encontradas diferencas significantes quando se
comparou o0 nivel de expressdo dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR5 e
CX3CR1 de T1 em relagédo a TO antes e apds o tratamento, independente da presenca
de Diabetes (Fig. 1, 2 e 3), quando analisados os grupos com e sem Diabetes, houve
diferencas entre as visitas basais (T0) para os receptores CCR2 e CCR5 (Fig. 4 e 5);
tais diferencas deixaram de existir apdés o tratamento. Com isso, propde-se que a
atuacao do perfil inflamatorio sistémico de forma exacerbada presente nos pacientes
com Diabetes + DP mediado, entre outros, pela expresséo elevada de CCR2 e CCR5
em relacdo aos pacientes que possuem apenas DP, é passivel de uma modulacao
favoravel na regulacdo da expressdo destes apds 30 dias do final do tratamento
periodontal, equiparando o nivel do estado inflamatério sistémico de pacientes que
possuem duas doencas inflamatdrias concomitantemente (Diabetes + DP) aqueles que

possuem apenas uma (somente DP) mediado pelos receptores CCR2 e CCR5.

Em 2003 um estudo de Garlet et al. mostrou uma expressao de CCL2 (ligante de
CCR2), do receptor CCR5 e seu ligante CCL5 mais prevalentes no grupo de pacientes
com DP agressiva e cronica em relacéo aos individuos do grupo controle.*® Do mesmo
modo, Silva et al. em 2005 mostraram que a andlise da expressdo de mRNA revelou
niveis aumentados de CCR2 e CCR5 em granulomas de lesdes periapicais de
pacientes em comparacdo com o0s controles, informacdes que se encontram em

consonancia com achados do presente estudo.®

Em 2010, Venza et al. por meio da quantificacdo por PCR em tempo real em

biopsias gengivais de 135 pacientes com e sem diabetes, mostrou que individuos com
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DP apresentaram maiores indices de CCR2 e uma superexpressdo de CCL2
independente da dosagem de HbAlc. Ja a expressdo de CCR5 se evidencia em casos
de DP associado ao mau controle glicémico, onde os niveis de mRNAs estavam
elevados.” Pode-se levar em consideracdo esses dados referentes ao CCR5 para
justificar a diminuicdo da expressdo do receptor nos pacientes com diabetes apos 30
dias do final do tratamento periodontal, o que néo foi possivel apreciar no grupo sem
diabetes (Fig. 5).

A importancia do controle da expressdao aumentada de CCR2 pode ser
evidenciada segundo a sua forte relacdo em desfechos cardiovasculares, que se
mostra como um fator de risco relevante, principalmente em pacientes tambéem
acometidos por DP e Diabetes. Em um estudo realizado por Verweij et al. em 2017, foi
mostrada a relacdo entre a expressao de CCR2 pelos mondcitos e a concentracdo de
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) em uma populacdo com risco de
DCV.>? A LDL é capaz de estimular a superexpressado do ligante de monécitos CCL2,
proporcionando assim uma ligagao entre a regulacéo positiva para receptores CCR2 e
a hipercolesterolemia, como apresentado por Chistiakov et al. em 2018.%

Semelhante ao que ocorre com o CCR2, o CCR5 desempenha um papel em
casos de formas mais graves de DP tanto em humanos quanto em camundongos®®*°,
mas o0s mecanismos pelos quais o CCR5 supostamente possa determinar grau de
progressao mais acentuado da doenca permanecem desconhecidos. Ferreira et al. em
2011 mostrou uma reducdo na migracdo de células inflamatérias e perda Ossea
alveolar em modelo de DP experimental na auséncia de CCR5, demonstrando o papel
do CCR5 em um fendtipo fortemente atrelado a uma maior gravidade na progressao da

Dp.#

CCR5 acumula evidéncias ao longo dos ultimos anos que ele e seus ligantes
desempenham um papel critico na regulacdo da resposta inflamatéria. Segundo Kitade
et al. (2012), o CCR5 é responséavel por agravar a resposta inflamatéria no tecido
adiposo de camundongos, regulando o recrutamento de macréfagos e a troca de

fenétipos M1/M2, causando resisténcia a insulina e obesidade.>*
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N&do houve diferenca estatistica significante na expressdo de CX3CR1 para
nenhuma das andlises realizadas no presente estudo, sugerindo que a atuacao desse
receptor ndo se mostra determinante no desenvolvimento e progressédo da DP, visto
que seus niveis ndo sofrem influéncia do tratamento na comparagao entre visitas assim
como entre grupos. Tais dados estdo em consonancia ao estudo de Garlet et. al. de
2003, onde a expressdo de CXCR1 por meio de RT-PCR em nivel de mRNA néo
apresentou significAncia estatistica na comparacdo entre grupos de pacientes e

controles.*®

Atentando-se ao ambiente local caracteristico da DP, Hosokawa em 2005
através de biopsias de tecido gengival (incluindo epitélio juncional, epitélio crevicular
gengival e tecido conjuntivo gengival) obtidas no decorrer do tratamento cirargico dos
sitios com sangramento persistente a sondagem e sem melhora na condicao clinica 3-4
semanas apos a terapia periodontal basica com técnicas de higiene bucal, remocao de
placa dentaria e céalculo supragengival, mensurou a expressao de fractalcina e mRNA
de CX3CRL1 foi detectada pela reacdo em cadeia da polimerase de transcricéo reversa
(RT-PCR). A partir de um total de 7 amostras com DP, 5 bidpsias expressaram mRNA
da fractalcina, sendo que em 2 das amostras positivas a expressao apreciada foi fraca,
gue foram confrontadas com 3 amostras de tecido gengival saudavel que nao
expressaram mRNA de fractalcina.>®> Com isso, supde-se que atuacéo do CX3CR1 seja
caracteristicamente local, e ainda, que apesar de sua expressao nas amostra gengivais
de DP, néo é possivel afirmar a sua atuacdo como fator determinante na progressao da
DP pela necessidade de avaliacbes com amostras de pacientes com um N maior, que

possibilite a minimizacédo de um provavel viés.

Ainda, estudos sugerem que o receptor de quimiocinas CX3CR1 também parece
sofrer influéncia de dietas ricas em gordura, em 2015, Flierl et al. relatou uma reducéo
significativa dos niveis circulantes de fractalcina, na insuficiéncia cardiaca congestiva
em pacientes tratados com uma lipoproteina conhecida por ter propriedades

antiinflamatérias, o HDL reconstituido (rHDL).>®

A fractalcina, ligante do CX3CR1, sofre influéncia de lipidios plasmaticos e

terapias modificadoras de lipidios, no plasma e em sua expressdo em placas
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ateroscleroticas. Também foi mostrado que terapias com estatinas diminuem niveis de
expressdo de CX3CR1 em mondcitos circulantes em ApoE-/- camundongos.’®Outro
estudo desenvolvido por Riopel et al. em 2019 comprova que modelos murinos LDLr
knockout tratados com CX3CL1Fc mostraram lesdes ateroscleroticas significativamente
reduzidas em modelos de prevencdo e mudanca de dieta, diminuindo assim 0s niveis
de ingestdo de lipideos, esclarecendo assim a relacdo entre a expressdo de CX3CR1

em pacientes com hipercolesterolemia acentuada.”’

Corroborando com esses dados, Rowinska et al em 2017 comprovou que 0 gene
e a proteina CX3CL1, ligante de CX3CR1, apresentaram expressdo aumenta na aorta
em roedores com alto teor de gordura quando comparada a um estado de alimentacao
normal em modelo murino.>®A juncdo dessas informacdes descritas anteriormente na
literatura, mostram a susceptibilidade do CR3CR1 e de um de seus ligantes das
alteracbes de niveis de lipideos, dessa forma, a auséncia de diferenca estatistica
significante na expressdo deste em pacientes com DP associada ou ndo ao diabetes
pode estar atrelada ao fato de nenhum dos grupos apresentarem alteracbes
apreciaveis do perfil lipidico em nenhum dos tempos para cada grupo ou comparando

diabéticos e nao diabéticos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a atuacao do perfil inflamatério sistémico de forma
exacerbada presente nos pacientes com Diabetes + DP mediado, entre outros, pela
expressao elevada de CCR2 e CCR5 em relacdo aos pacientes que possuem apenas
DP, é passivel de uma modulacéo favoravel na expressao destes apés 30 dias do final

do tratamento periodontal ndo cirdrgico.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.580.518

Apresentacédo do Projeto:

Esta pesquisa visa um maior entendimento da relac&o entre subtipos de mondcitos, microparticulas
circulantes e quimiocinas na Doenca Periodontal, bem como possiveis modificacées nesses biomarcadores
induzidas pelo tratamento periodontal. A identificacéo, quantificacéo e caracterizacdo fenotipica de subtipos
de mondcitos (classicos, intermediarios e nao-classicos) e microparticulas circulantes (plaquetarias,
endoteliais e monociticas) serdo realizadas por citometria de fluxo no

basal e 30 dias apos o término do tratamento periodontal n&o cirargico, em pacientes com Doenca
Periodontal associada ou n&o ao Diabetes. Também sera realizada a anélise das quimiocinas MCP-1 e
RANTES por Imunoensaio Multiplex, no fluido gengival. O maior entendimento do papel diferenciado dos
subtipos de mondcitos, microparticulas e quimiocinas MCP-1 e RANTES na Doenca Periodontal podera se
constituir em novo alvo estratégico para melhor compreenséo dos mecanismos inflamatérios associados a
doenca.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar o efeito do tratamento Periodontal ndo cirdrgico em relacéo aos subtipos de
mondécitos, microparticulas circulantes e quimiocinas, na

presenca ou n&o de Diabetes.
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Objetivo Secundario: Em pacientes com Doenca Periodontal, na presenca ou n&o de Diabetes:» Identificar e
caracterizar fenotipicamente as trés subpopulacdes de

monocitos circulantes (classicos, intermediarios e néo-classicos) por citometria de fluxo, na visita inicial e 30
dias apds o término do tratamento periodontal n&o cirdrgico;+ Avaliar os niveis de microparticulas circulantes
(plaquetarias, endoteliais emonociticas) por citometria de fluxo, ao longo do tratamento periodontal (basal e
30 dias);* Quantificar os niveis das quimiocinas MCP-1 e RANTES por Imunoensaio Multiplex no fluido
gengival, no basal e 30 dias apos o término do tratamento periodontal.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Desconforto durante as coletas de sangue e fluido gengival e também ao longo do tratamento
periodontal.

Beneficios: Como beneficio direto ao paciente: Tratamento da doenca periodontal. Beneficios relacionados
aos achados do estudo: maior compreenséao dos

biomarcadores cardiovasculares que podem estar associados, especificamente, a Doenca Periodontal,
relacionada ou néo ao Diabetes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

- Descrigéo dos objetivos e hipéteses a serem testadas: De acordo

- Metodologia: De acordo

- Analise critica de riscos e beneficios: necessario classificacdo como risco médio por lidar com coleta de
sangue.

- Duracéo total da pesquisa, a partir da aprovacao (cronograma): De acordo

- orcamento financeiro detalhado da pesquisa: De acordo

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
- Folha de rosto: de acordo;

- Metodologia: adequada;

- Riscos: adequado;

- TCLE: adequado;

- Cronograma: adequado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado.
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