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INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamatdria multifatorial crénica associada a biofilme de
placa disbiotica e caracterizada por destruicdo do aparelho de suporte dentério. Suas
caracteristicas principais incluem a perda de suporte do tecido periodontal, manifestada
através de perda de insercdo clinica e alveolar avaliada radiograficamente
perda Gssea, presenca de bolsa periodontal e sangramento gengival (PAPAPANOU et
al., 2018). A periodontite € uma doenga multifatorial, com participacdo significativa do
hospedeiro, fatores ambientais e bacterianos. No entanto, é a resposta inflamatdria do
hospedeiro que leva a maior parte da destrui¢cdo do tecido mole e duro (Huang N,
Gibson FC.,2014). A diversidade microbiana da cavidade oral é imensa, tendo
patdgenos-chave como Porphyromonas gingivalis (Pg), que produz fatores de
viruléncia (a exemplo, a proteina HmuY) que provocam respostas da imunidade inata e
adaptativa.(TRINDADE et al, 2012; HUANG N, GIBSON FC,2014). Uma dessas
respostas € a apoptose celular, sendo um dos elementos importantes o ligante
TNFSF10(TRAIL). A HmuY parece atuar no processo de morte celular programada, o
que pode prolongar a destruicao tecidual (TRINDADE et al, 2012). No presente estudo,
foi avaliada a expressdo génica da molécula indutora de apoptose TNFSF10 (TRAIL)
em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) humanas em individuos com
periodontite e sem periodontite, na busca da compreenséo dos mecanismos de interagao
do patégeno com as vias de apoptose na periodontite.

MATERIAL E METODOS

Foi proposto um estudo experimental com pessoas com idades acima de 18 anos e de
ambos 0s sexos, que buscaram voluntariamente os ambulatorios do curso de
Odontologia da Universidade Estadual de Feira de Santana. Foram executadas a fase de
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avaliacdo periodontal, coleta de sangue, cultura de células e extracdo de RNA,
confec¢do de cDNA, técnica do arranjo de PCR em tempo real e procedimento de
analise de dados, com confeccéo de mapa de calor.

Os participantes do estudo foram examinados de acordo com os descritores clinicos
periodontais segundo Gomes-Filho et al.,2018. Todos assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os seguintes critérios de ndo inclusdo dos participantes foram avaliados pela anamnese:
diabetes, hipertensdo, doencas auto-imunes, doencas reumaticas, gestacdo atual,
tratamento periodontal anterior, tabagismo atual ou anterior, uso de antibioticos e
antiinflamatdrios, respectivamente, nos trés e um meses anteriores a coleta. Os
participantes receberam as devidas informac0es sobre a pesquisa, e posteriormente,
foram preenchidos os formulérios para obtencéo e assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido, permanecendo uma cdpia com 0s mesmos.

Um volume de 20 mL de sangue dos individuos foi coletado por pun¢do venosa na fossa
ante-cubital com tubo a vacuo estéril (BD-SP) com heparina e submetido a
centrifugacdo. O anel da interface enriquecido de células mononucleares foi coletado,
lavado e ressuspenso em meio RPMI para contagem e obtencdo das células
mononucleares do sangue periférico (CMSP). Essas células foram cultivadas em placas
de 24 pocos por 48h a 37°, em estufa de CO3, sob o estimulo dos seguintes antigenos:
extrato sonicado bruto de Porphyromonas gingivalis ATCC33277; proteina
recombinante HmuY de P. gingivalis A7436. Um poco com células sem estimulo foi
mantido na cultura como controle negativo. RNA total foi extraido de todas as amostras
da cultura de CMSP e confeccionado o cDNA. A analise da expressdo génica foi feita
utilizando um sistema de arranjo de PCR em tempo real (ABI QuantStudio 384-well
block) que analisou simultaneamente 42 genes envolvidos em mecanismos de apoptose,
reposta de células T, inflamacdo e receptores celulares. Além dos genes de interesse, as
placas continham trés controles endégenos que garantiram sensibilidade, especificidade
e alta reprodutibilidade dos resultados. Foi feito um recorte para analise da expressdo
génica de TNFSF10 (TRAIL).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram recrutados vinte e seis voluntarios sem periodontite e vinte com periodontite para
participar do estudo, gque tiveram a sua condi¢do periodontal avaliada e receberam
atendimento odontoldgico. Entretanto, em razdo dos critérios de elegibilidade, apenas
oito em cada grupo foram selecionados. Aqueles com diagnostico de auséncia de
periodontite também ndo apresentaram gengivite, com sangramento a sondagem de no
méaximo, 10%. Todos os que foram diagnosticados com periodontite apresentaram a
forma grave da doenca (Gomes-Filho et al., 2018).

Né&o foi observada diferenga estatisticamente significante entre 0os grupos nas variaveis
sexo (p=1,00), idade (p=0,223) e nimero de dentes presentes na boca (p=983).

As CMSP dos individuos com periodontite, cultivadas com a proteina recombinante
HmuY, apresentaram tendéncia de menor expressao génica relativa de TNFSF10
(TRAIL) do que as CMSP de individuos sem periodontite, como demonstrado no mapa



de calor (Figura 1). Essa tendéncia ndo ocorreu quando as células foram cultivadas sem
estimulo.
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Figura 1: Perfil de Expressao de mRNA - “Heat Map” (Mapa de Calor)

CONSIDERACOES FINAIS (ou Concluso)

A glicoproteina HmuY de P. gingivalis diminui a expressdo de TNFSF10 (TRAIL),
relacionado a via extrinseca de apoptose, em CMSP de individuos de individuos com
periodontite. A HmuY pode capacitar a P. gingivalis em um processo de evasdo ao
sistema imunoldgico do hospedeiro, contribuindo desta forma para a manutengdo do
quadro infeccioso/inflamatdrio na periodontite, aumentando a sobrevivéncia da P.
gingivalis por inibicdo de apoptose.
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