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RESUMO

A periodontite cronica apresenta etiologia multifatorial, tendo como um dos principais
agentes etiologicos Porphyromonas gingivalis, um microrganismo que possui uma ampla
gama de fatores de viruléncia, com potencial antigénico, tais como a proteina HmuY. O
objetivo deste estudo piloto foi avaliar os niveis da proteina de choque térmico (HSP)
60 autdloga em células mononucleares de sangue periféerico (CMSP) de pacientes com
periodontite cronica sob estimulo da proteina recombinante HmuY de Porphyromonas
gingivalis. As células de 27 voluntérios (16 sem periodontite (SP) e 11 com periodontite
cronica (PC)) foram cultivadas sob estimulos de mitégeno Pokeweed e proteina rHmuY e sem
estimulo por 48 horas. Apos este periodo foi realizado o ensaio imunoenzimatico ELISA no
sobrenadante das culturas para avaliar os niveis de HSP60 em CMSP. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos PC e SP, submetidos
aos diferentes estimulos ou ndo, embora as células de individuos SP cultivadas sem
estimulo tenham apresentado niveis mais elevados que as células dos portadores de
periodontite. No entanto, quando foram agrupadas as amostras de todos os participantes do
estudo para avaliar as diferencas entre as trés formas de cultivo, as células cultivadas em
presenca do mitdgeno Pokeweed apresentaram niveis superiores de HSP60 quando
comparadas aos niveis daquelas cultivadas em presenca de rHmuY (p=0,03). Ndo foram
observadas diferengas nos niveis de HSP60 entre as celulas cultivadas com o
mitdgeno Pokeweed e as células cultivadas sem estimulo, nem entre estas ultimas e as células
cultivadas com rHmuY. Os achados preliminares sugerem que o HmuY de Porphyromonas
gingivalis ndo altera os niveis de HSP60 em CMSP humanas, porém € possivel que a
expressdo de HSP60 na célula humana exerca um papel protetor contra a periodontite..

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis, Periodontite cronica, HmuY, HSP60 humana.
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ABSTRACT

Chronic periodontitis presents a multifactorial etiology, and one of the main etiologic
agents is Porphyromonas gingivalis, a microorganism that has a wide range of virulence
factors, with antigenic potential, such as HmuyY protein. The objective of this pilot study
was to evaluate the levels of heat shock protein (HSP) 60 human in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from patients with chronic periodontitis under stimulus of
the recombinant protein HmuY of Porphyromonas gingivalis. Cells from 27 volunteers (16
with no periodontitis (NP) and 11 with chronic periodontitis (CP)) were cultivated
under stimuli of Pokeweed mitogen, protein rHmuY and without stimulation for 48
hours. After this period, the enzyme immunoassay ELISA was performed in
the supernatant of cultures to evaluate the levels of HSP60 in PBMC. It was not
observed statistically significant differences between the PC and NP groups, subjected
to different stimuli, although cells of individuals NP cultivated without stimulation
appear to have higher levels than the cells of patients with periodontitis. However,
when the samples from all study participants were grouped to evaluate differences
among the three forms of culture, the cells cultivated in the presence of Pokeweed
mitogen presented had higher levels of HSP60 when compared to those cultivated in the
presence of rHmuY (p=0,03). No differences were observed in the levels of HSP60
between cells cultured with Pokeweed mitogen and cells cultured without stimuli, neither
among these nor the cultured cells with rHmuY. Porphyromonas gingivalis HmuY does
not change the production of HSP60 in PBMC human, however it is possible that the
expression of HSP60 in human cells performs a protective role against periodontitis.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Chronic Periodontitis, HmuY, HSP60 human.
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1- INTRODUCAO

A periodontite é um processo infeccioso, que gera uma resposta imuno-
inflamatodria capaz de promover destruicdo dos tecidos de suporte dentario. Na
periodontite cronica, o principal agente etiolégico envolvido é Porphyromonas
gingivalis, por apresentar um arranjo de fatores de viruléncia, aumentando sua
infectividade e possibilitando que o mesmo multiplique e resista as condi¢Ges de
limitagdo de nutrientes no periodonto.

Dentre esses fatores de viruléncia destaca-se a proteina de membrana HmuY
utilizada pelo microrganismo, de uma maneira geral, para obter o nutriente ferro
necessario para sua sobrevivéncia e crescimento, sendo encontrado em maior
abundancia na forma de hemina, um co-fator para o estoque de oxigénio, transporte
de elétrons e bioquimica de oxirreducdo, obtido principalmente da hemoglobina.
Esta proteina possui também um papel no acimulo de biofilme em superficies
abidticas, sendo demonstrado que a sua expressdo € aumentada em condigdes de
baixos niveis de ferro/heme, condi¢Bes nas quais observou-se o referido acumulo
(OLCZAK et al., 2010).

O potencial imunogénico de HmuY de Porphyromonas gingivalis, vem sendo
demonstrado, observando-se a sua capacidade de promover o processo inflamatorio,
induzindo altos niveis de IL-13 e IL-6 (TRINDADE et al., 2012; TRINDADE et al.,
2013). Além disso, HmuY parece participar de uma resposta mais tardia com o
aumento nos nivei de IL-10, IgG e IgG1 anti-HmuY e inibi¢do da producéo de IL-8
em pacientes com periodontite cronica (TRINDADE et al., 2012), assim como alta
producdo de IL-6 (TRINDADE et al., 2013). No processo de morte celular
programada, a proteina induziu altos niveis de Bcl-2, resultando na apoptose tardia
em células mononucleares do sangue periférico (CMSP), necrose celular e liberacao
de seu conteudo, prolongando o processo de destrui¢do tecidual (TRINDADE et al.,
2012 ;CARVALHO-FILHO et al., 2013).



Em resposta a agressfes provocadas pelos microrganismos durante a infecgéo, é
sabido que as células possuem mecanismos de resisténcia bastante eficazes, como as
proteinas de choque térmico (HSP). Estas atuam durante esta condicdo de estresse
da célula, tentando manter a sua homeostasia. Em condi¢fes de estresse, ha um
aumento na expressdo de HSP, que irdo proteger proteinas desdobradas e
polipeptideos, prevenindo o seu desdobramento e sua agregacdo, assim como,
auxiliam no correto dobramento destas proteinas. Além disso, estas proteinas
podem agir como moléculas sinalizadoras intercelulares, exercendo um papel na
progressdo do ciclo celular, na apoptose e estando envolvidas em alguns processos
de doenca. Recentes estudos tém mostrado evidéncias que HSP possui propriedades
que permite seu uso na geragdo de respostas imune especificas contra cancer e
agentes infecciosos (PARSELL & LINDQUIST, 1993; LI, et al., 2002; SEGAL et al.,
2006; CAPELLO et al., 2008; JEGO et al., 2013).

HSP60 é uma chaperonina mitocondrial, mas que pode ser encontrada no citosol.
Ela auxilia no dobramento de proteinas mitocondriais e facilita a degradacgdo
proteolitica de proteinas mal formadas ou desnaturadas. Dependendo de sua
localizacdo, pode apresentar funcbes pro- e anti- apoptoticas (CHANDRA et al.,
2007)

Diante deste panorama, este estudo objetivou entender a influéncia de Hmuy de
Porphyromonas gingivalis sobre os niveis de HSP60 autdloga em individuos com

periodontite comparados a individuos sem a doenca.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- ETIOLOGIA E PATOGENESE DA PERIODONTITE

A periodontite € uma doenca infecciosa geradora de condic¢des inflamatorias, que
resultam na destruicdo dos tecidos de sustentacdo dos dentes (osso, ligamento
periodontal e cemento) (VAN DYKE & SERHAN, 2003). Clinicamente é caracterizada
pela perda de tecido conjuntivo de inser¢cdo ao dente na presenca de inflamacéo
gengival. Associada a perda de inser¢do ha a migracdo do epitélio juncional e oral ao

longo da superficie dentaria e reabsorcdo 6ssea (ARMITAGE, 1999).

O biofilme é uma comunidade polimicrobiana inserida a superficies bidticas e
abidticas, que inicia sua formacgdo a partir da colonizacdo de células individuais que
formam microcol6nias, e secretam substancias poliméricas extracelulares, permitindo a
adesdo de outros microrganismos e maturacdo do biofilme. Apesar de mais de 350
espécies bacterianas terem sido isoladas de bolsas periodontais, de diferentes
individuos, é provavel gque uma pequena porcentagem destas esteja associada
diretamente a destruicéo tecidual resultante da doenga (PASTER et al., 2001; BEREZOW
& DARVEAU, 2011). Socransky e colaboradores (1998) observaram ap0s a analise de
13000 amostras de biofilme subgengival de 185 individuos adultos, uma intima relacdo
entre seis grupos de espécies microbianas, onde as espécies pertencentes ao complexo
amarelo (Actinomyces e membros do género Streptococcus), complexo verde (Espécies
de Capnocytophaga, Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo A, Eikenella corrodens e
Campylobacter concisus) e do complexo roxo (Veillonella parvula e Actinomyces
odontolyticus) sdo colonizadores primarios da superficie dentaria cujo crescimento

precede a multiplicacdo dos complexos laranja (Campylobacter gracilis, Campylobacter
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rectus, Campylobacter showae, e nodatum, subespécies de Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium periodonticum, Peptostreptococcus micros, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens e Sconstellatus) e do complexo vermelho (Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola). Estes dois ultimos complexos sdo considerados 0s

principais agentes etiolégicos da periodontite (Figura 1).

Actinomyces e

species A. odontolyticus

S. mitis C. rectus
S. Oralis C. gracilis

S. sanguis

P. gingivalis
T. forsythia
T. denticola

Subespecies de £
nuclectum E. nodatum
S. consteliatus P Intermedic
Streptococcus sp. P. Nigrescens

S. gordonii Peprostreptococcus
S. intermedius -

C. showae

S.noxia
A. actino. b

Figura 1: Diagrama representando o relacionamento entre as espécies dentro de complexos microbianos e
entre complexos microbianos.

Fonte: S Soccransky, AD Haffajje, 2005. Periodontal microbial ecology. Periodontology 2000, 38:135-
187

A patogénese da periodontite depende em parte da viruléncia dos micro-
organismos envolvidos, assim como da presenga e concentracdo destes, capazes de
iniciar o processo de doenga. Para tanto, se faz necessario que a bactéria desenvolva
mecanismos que permitam a colonizagéo tecidual, evasido da defesa do hospedeiro e a
producdo de substancias que podem diretamente iniciar a destruicdo tecidual
(ARMITAGE, 1999).

7

A etiologia predominante é de micro-organismos gram-negativos, tais como
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Estes microrganismos possuem um arranjo de fatores de viruléncia que aumentam a
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infectividade e capacidade destes de se multiplicarem e persistirem no periodonto. A
patogénese da doenca é mediada pela resposta do hospedeiro a presenca destes
microrganismos (VAN DYKE & SERHAN, 2003).

Com o aumento do desafio microbiano, seus produtos interagem com o epitélio
gengival e induzem a expressdo de moléculas de adesdo e producdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias (PRESHAW & TAYLOR, 2011). Os vasos sanguineos
abaixo do epitélio afetado aumentam sua permeabilidade, expressdo de moléculas de
adesdo e um gradiente de sinais quimioatraentes que guiam os leucécitos nos tecidos
gengivais. Os neutrofilos migram através do epitélio juncional e sulco gengival. Com a
persisténcia do processo inflamatorio observa-se a formacdo de um infiltrado
inflamatoério no tecido conjuntivo consistindo predominantemente de linfécitos T e
macrofagos (DARVEAU, 2010). Os fibroblastos normalmente produzem uma variedade
de colageno, no entanto na periodontite ativa, os genes para colageno sdo desativados,
assim como o0s genes inibidores das metaloproteinases, ja 0s genes que regulam as
metaloproteinases sdo ativados, resultando na destruicdo de matriz extracelular e
aumento do infiltrado celular inflamatério. A resposta imune adaptativa encontra-se
sob o controle dos linfécitos T, que regulam a diferenciagdo de células B em plasmdécitos
e producéo de anticorpos (GEMMELL et al., 2002).

2.2 CLASSIFICACAO DA PERIODONTITE

A periodontite crbnica, anteriormente classificada como “periodontite cronica do
adulto” ou “periodontite do adulto”, sendo alterada ja que apesar de ser mais freqtiente
em adultos, pode acometer criangas e adolescentes em resposta ao acumulo crénico de
placa e célculo (CASELI et al., 2006).

Alguns aspectos clinicos sdo caracteristicos desta enfermidade, tais como: acimulo
de placa supra e subgengival, que é frequentemente associado com formacéo de calculo,
inflamacéao gengival, formacédo de bolsa, perda de inser¢éo e perda de osso alveolar. A

gengiva apresenta-se inchada exibindo altera¢bes de cor que varia do vermelho-palido
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até magenta, sangramento espontdneo ou como resposta a sondagem. Pode ser
encontrado exsudato inflamatério relacionado ao fluido gengival e supuracédo da bolsa.
As profundidades das bolsas podem variar e as perdas 6sseas podem ser horizontais e
verticais, podendo levar a mobilidade dental nos casos mais avangados (CARRANZA et
al., 2004).

O acumulo de placa sobre as superficies dento-gengivais é considerado o agente
iniciador primario na etiologia da periodontite. O aumento de microrganismos gram-
negativos no biofilme subgengival, especificamente de Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola, que s@o excepcionalmente virulentos e
patogénicos ao periodonto, é frequentemente associado com perda de inser¢do e 0ssea
continua na periodontite crénica (CARRANZA et al., 2004).

J& a periodontite agressiva consiste numa doenga de progressdo rapida,
relativamente rara e frequentemente grave, que na maioria dos casos caracteriza-se pela
idade precoce de manifestacdo clinica e uma tendéncia familiar. O seu diagndstico
requer a excluséo da presenca de doengas sistémicas que possam acarretar
manifestacOes periodontais. Além disso, observa-se também incompatibilidade entre a
guantidade de depdsitos microbianos e a gravidade da destruicdo periodontal (HEPP et
al., 2007; LINDHE et al., 2010).

Fatores genéticos e imunoldgicos estdo associados com a susceptibilidade do
individuo a periodontite agressiva. Sabe-se que a intensidade da resposta imune esta
diretamente relacionada com a gravidade da periodontite, e que o polimorfismo
genético pode influenciar diretamente na resposta do hospedeiro ao biofilme. Em busca
de respostas, pesquisas vém sendo realizadas em familias, com a finalidade de se
elucidar a contribuicdo genética na patogénese da doenca. O polimorfismo da IL-1,
citocina pro-inflamatoria, tem sido relacionado com o0 aumento da destruicdo 6ssea e de
tecido conjuntivo. H& também o aumento dos niveis de leucécitos periféricos e
globulina sérica, de anticorpos reativos na presenga de um numero limitado de
periodontopatdégenos (MUNOZ et al., 2010; SPANEMBERG et al., 2008).

A etiologia da doenca periodontal considera trés grupos de fatores que determinam
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se a atividade da doenca ird ocorrer, a susceptibilidade do hospedeiro, a presenca de

espécies patogénicas e auséncia das chamadas “bactérias benéficas” (KESIC et al., 2008).

2.3 O PAPEL DE Porphyromonas gingivalis E SEUS FATORES DE VIRULENCIA NA
ETIOLOGIA DA PERIODONTITE CRONICA

Porphyromonas gingivalis anteriormente chamado de Bacteroides gingivalis, € um
anaerobio estrito, gram-negativo, que produz colbénias de pigmentacdo negra,
considerado um dos principais agentes etioldégicos da doenca periodontal e de sua
progressdo (LINDHE, 2010).

O estabelecimento deste microrganismo em uma infecgdo crénica é possivel devido
a sua capacidade para evadir ou subverter mecanismos de defesa do hospedeiro que
buscam elimina-lo (HAJISHENGALLIS, 2009). Alguns mecanismos de viruléncia tém
sido identificados, como a capsula de carboidrato presente em sua superficie externa
gue previne a opsonizagdo pelo complemento e inibe a fagocitose e morte pelos
neutréfilos. Os lipopolissacarideos (LPS) sdo endotoxinas de membrana produzidas que
podem inibir a quimiotaxia e consequente morte pelos leucdcitos. Estes organismos
produzem uma variedade de fatores de viruléncia, incluindo adesinas, endotoxinas,
citotoxinas e as proteases que degradam imunoglobulina, fibras colagenas,
complemento e acido hialurénico (KESIC et al., 2008).

As fimbrias principal FimA, que funcionam como adesina para mediar a inser¢do da
bactéria as células do hospedeiro, é composta de uma subunidade protéica, fibrilina,
com uma massa molecular que varia de 41 a 45 KDa, dependendo da cepa. As
gigipainas constituem enzimas responsaveis por atividades proteoliticas extracelulares
e ligadas as células, assim como influenciam a aderéncia bacteriana as células epiteliais.

As hemaglutininas, quando expressadas na superficie celular podem promover a
colonizacdo por mediarem a ligacdo da bactéria a receptores celulares humanos. Além
disso, apresentam a fung¢do nutricional, por permitir a ligacdo da bactéria aos eritrécitos

para obtencdo de hemina para seu crescimento (LAMONT & JENKINSON, 1998). A
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hemina corresponde a um grupo prostético de algumas proteinas biologicamente ativas
do hospedeiro, tais como hemoglobina, mioglobina e citocromo, que tranportam o ferro,
um nutriente necessario, co-fator de varias enzimas como o citocromo, para uma ampla
gama de fungbes metabolicas e de sinalizacdo para os microrganismos. (GAO et al.,
2010).

Estas bactérias existentes no biofilme vivem em ambientes sob limitacdo de
nutrientes, com restricdo de ferro livre ou heme. A captacéo de ferro a partir de hemina,
tais como ferro e protoporfirina IX, é um importante mecanismo pelo qual
Porphyromonas gingivalis e outras bactérias obtém compostos para sua sobrevivéncia e
estabilizacdo na infeccdo (McKEE et al., 1986). O heme de hemoglobina é a fonte
principal deste fator de crescimento no sulco gengival (LEWIS et al., 2006). Outra forma
de suplementacéo é pelo sequestro de ferro-porfirina de proteinas do hospedeiro como
hemopexina, haptoglobina e soro albumina (SROKA et al., 2001). O sangramento como
resultado do processo inflamatorio gengival ira elevar as concentracbes de hemina
subgengivais e pode ser um fator que predisp8e ao acumulo de Porphyromonas gingivalis
no sitio. Este, por sua vez, tem desenvolvido mecanismos que aumentam a
disponibilidade de hemina. Atividade proteolitica, talvez em associacdo direta com
proteinas heme-ligantes, ira degradar proteinas do plasma heme-isoladas do
hospedeiro, tais como haptoglobulina e albumina (LAMONT & JENKINSON, 1998;
SMALLEY etal., 2011).

Os microrganismos desenvolveram dois mecanismos de aquisi¢cdo de hemina das
proximidades: o primeiro envolve a sintese de receptores de membrana especificos
capazes de promover contato direto do organismo com a fonte de hemina exdgena, por
exemplo, HmuR de Porphyromonas gingivalis; a segunda estratégia depende da secrecéo
de moléculas capturadoras de hemina, responsaveis por captar a hemina livre ou de
varias cargas, como por exemplo, HasA em Serratia Marcescens (GAO et al., 2010).

Diversas proteinas hemina ligantes, incluindo OMP26, OMP32, HBP35, Tlr, HmuR,
HmuY e IhtB tem sido relatadas em culturas de Porphyromonas gingivalis. A grande

maioria é expressa sob condic¢des de limitacdo de hemina. Um dos sistemas de captacdo
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em Pg é o locus HmMuYRSTUV, compreendendo dois componentes chaves, HmuY e
HmuR, ambas proteinas de membrana com baixa afinidade de ligacdo a hemina. (GAO
et al., 2010; SIMPSON et al., 2000).

HmuY é um receptor de membrana externo dependente de TonB envolvido no
transporte do heme através da membrana externa,ou seja € uma lipoproteina heme-
ligante associada com a membrana externa da célula bacteriana. Esta proteina apresenta
uma estrutura Unica composta de uma cadeia 3 podendo ser funcional sob a forma de
dimeros/tetrameros. O dimero HmuY capta o heme e isto leva a tetramerizagdo sob
oclusdo dos sitios heme-ligantes. Assim, o tetramero HmuY pode proteger o heme de
coletores (scavenger) do hospedeiro e entrega-lo ao HmuR. Uma vez ligado ao HmuR, o
heme é translocado através da membrana externa dentro do periplasma com assisténcia
de TonB e o transporte do heme ainda requer a presenca de proteinas de ligacdo para
escolta-lo através do periplasma para o citoplasma. HmuY na forma associada com a
membrana externa pode alojar o heme e proteger a célula bacteriana de danos
induzidos pelo heme livre (OLCZAC et al., 2010; WOJTOWICZ et al., 2009), capaz de
catalisar formacéao de radicais livres (OLCZAC et al., 2006).

HmuY exerce um importante papel ndo somente na aquisicdo do heme mas
também no acumulo de biofilme em superficies abidticas, o que representa um efeito
significativo na infecgdo cronica, desafiando o sistema imune do hospedeiro e
promovendo resisténcia ao tratamento antimicrobiano. Foi demonstrado que a
expressdao da proteina HmuY € aumentada em condi¢des de baixo ferro/heme e
também nestas condi¢Bes observou-se o maior acumulo de biofilme. Os dados
mostraram que HmuY é uma proteina de superficie reconhecivel pelo sistema imune
durante a periodontite cronica e que a producdo de anticorpos anti-HmuY pode inibir a
formacéo de biofilme (OLCZAC et al., 2010).

Pela primeira vez, foi demonstrado o potencial imunogénico de HmuY de
Porphyromonas gingivalis, por induzir altos niveis de IL-1p, IL-10, IgG e IgG1 anti-HmuY
e inibicdo da producéo de IL-8 em pacientes com periodontite cronica, promovendo

desta maneira o processo inflamatério e comprometendo o recrutamento de neutroéfilos
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(TRINDADE et al., 2012). Posteriormente verificou-se que a proteina HmuY também
induz alta producéo de IL-6 (TRINDADE et al., 2013).

HmuY foi capaz de estimular altos niveis de Bcl-2 por células T CD3+ obtidas de
pacientes com periodontite cronica depois de 48 horas. Altos niveis de Bcl-2 podem
prevenir apoptose celular, promovendo a permanéncia de células inflamatérias nos
tecidos periodontais e consequentemente prolongando o processo de destruicdo
tecidual, induzindo apoptose tardia destas, o que resultara na necrose celular e
liberacdo de seu conteudo, incluindo moléculas que agem promovendo resposta

inflamatoéria (CARVALHO-FILHO et al., 2013).

2.4 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO AUTOLOGAS

As proteinas de choque térmico (HSPs) estdo entre as mais conservadas e
imunogénicas compartilhadas entre eucariotos e procariotos. Em condices fisioldgicas,
estas sdo responsaveis pela manutencdo da integridade e fungdo de outras proteinas
celulares quando as células sdo expostas a estimulos estressores, tais como hipoxia,
isquemia, hiperoxia, anoxia, deficiéncia nutricional, infec¢cdo, exposi¢do a carcin6genos,
entre outros (KAUFMANN, 1990). Sob condicdes estressoras, ¢ rapidamente induzida
na célula a transcricdo de genes HSP, por meio da sinalizacdo de fatores de transcri¢cdo
de proteina de choque térmico (HSFs), que se ligam ao elemento choque térmico (HSE)
na regido promotora do gene HSP resultando na posterior producdo de HSP. Quando
ha uma expressdo exacerbada da proteina na auséncia de estressor, a mesma liga-se
diretamente ao dominio de ativacdo HSF1 resultando na sua supressdo (KHALIL et al.,

2011).

HSPs sdo categorizadas sob familias distintas, de acordo com seu peso molecular:
pequenas HSPs (de 15 a 30 KDa), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100. Cada familia
de HSPs é composta por membros expressados constitutiva e/ou regulados de forma
indutiva, sendo encontrados em diferentes compartimentos celulares. HSPs

intracelulares sdo conhecidas por garantir o dobramento protéico na sua estrutura
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terciéria correta, incorporacdo de polipeptideos dentro das membranas intracelulares ou
no transporte de proteinas através destas membranas, enquanto que as extracelulares
exercem uma funcdo imunogénica, por meio de chaperonas complexadas a peptideos
antigénicos (KHALIL et al., 2011). HSPs fazem parte de um grupo chamado
“chaperonas moleculares”, que recebem este nome por acompanharem, em condigdes
metabdlicas normais, proteinas desdobradas e polipeptideos durante o transporte
celular destes, permitindo que estas moléculas passem através de membranas e que
sejam inseridas dentro de organelas celulares. Ajudam também a proteger estas
proteinas e polipeptideos quando sujeitos a estresse prevenindo o seu desdobramento e
ligam-se a proteinas parcialmente dobradas ou desnaturadas prevenindo sua
agregacdo, assim como, auxiliam no correto dobramento destas proteinas (CHANDRA
et al., 2007).

Além do papel de manutengdo da homeostasia celular, esta proteinas podem agir
como moléculas sinalizadoras intercelulares, exercendo um papel na progressao do
ciclo celular, na apoptose e estando envolvidas em alguns processos de doenga
(CAPELLO et al., 2008).

HSP60 é uma chaperonina mitocondrial que também pode ser detectada no citosol.
Esta proteina estd entre as familias mais altamente conservadas com mais de 70% de
homologia entre procariotos e humanos. Ela auxilia no dobramento de proteinas
mitocondriais e facilita a degradacdo proteolitica de proteinas mal formadas ou
desnaturadas. Para exercer esta funcéo de chaperona ela interage com HSP10. Tem sido
vinculada a indugéo e perpetuacdo de diversas doengas imunes, tais como, artrite
reumatoide, diabetes, aterosclerose, cancer dentre outras (PARSELL & LINDQUIST,
1993; LI, et al., 2002; SEGAL et al., 2006; JEGO etal., 2013).

Tem sido relatado o papel de HSP60 tanto pr6 como anti-apoptético. HSP60
citosélico inibe apoptose por sequestrar Bax, prevenindo sua translocacdo para
membrana mitocondrial (TAKADA et al., 2010). J4 HSP60 mitocondrial promove a

maturacao e consequente ativacdo de pro-caspase 3, podendo entdo levar a clivagem de
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proteinas de reparo de DNA poli (ADP-ribose) polimerases, fragmentacdo de DNA e
morte celular (LEE Y-H. et al.,, 2008). Em outro estudo, mostrou-se que HSP60
extracelular foi capaz de induzir apoptose em midcitos cardiacos, apds a ligagdo deste
ao miocito cardiaco, ocorrendo a ativacdo de NF-xB, seguida pela liberagdo de
citocromo C e de fator ativador de apoptose (AIF), resultando na clivagem de DNA e
apoptose do midcito cardiaco (KIM et al., 2009).

Devido a sua alta conservacao entre patdgenos microbianos e sua capacidade de
induzir resposta imune celular e humoral, HSP60 tem sido sugerida como possivel
candidato antigénico na periodontite. Foi demonstrado que HSP60 humano pode ser
alvo de respostas autoimunes na periodontite devido ao mimetismo molecular com a
homologa GroEL de Porphyromonas gingivalis (YAMAZAKI et al., 2002). As células T ou
anticorpos induzidos por HSP microbiano podem gerar reagcdo cruzada com HSP
humano correspondente, e iniciar uma resposta auto-imune (TABETA et al., 2000). O
mecanismo imune inato ativado por HSP pode reforcar e até mesmo direcionar o tipo
de resposta imune adaptativa para aquela proteina.

HSP sdo dotadas de atributos imunoregulatorios,tais como, a indugéo de tolerancia
as células T por HSPs autdlogos; reconhecimento por receptores microbianos TLR (toll-
likereceptors) e outros ligantes receptores da imunidade inata; ativacédo diferencial das
células dendriticas por HSP exdgenos versus autdgenos, levando a geracdo de uma
resposta pro-inflamatoria versus regulatéria, respectivamente. Ativagdo de macrofagos
e do sistema complemento por meio de anticorpos anti-HSP60. (RAJAIAH &
MOUDGIL, 2009).

Avaliando o potencial imunogénico da proteina de choque térmico purificados de
tumores e células infectadas com virus, mostrou-se sua capacidade de gerar uma
resposta imune mediada por células T citoliticas mesmo na auséncia de células T CD4+.
A captacdo do complexo HSP-peptideo ¢ mediada por receptores especificos para
membros individuais da familia HSP que sdo expressos na superficie das células
apresentadoras de antigenos (APC). Esta ativacdo por HSP60 é mediada por proteinas

conservadas como CD14 e receptores toll-like (TLR), trazendo imediatas consequéncias
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para a resposta imune celular. A liberagdo de quimiocinas, como IL-8, recruta células T
de 6rgéos linféides e estas sdo entdo completamente ativada pelo reconhecimento de
fragmentos peptidicos processados de patdgenos bacterianos e virais em um ambiente
pré-inflamatério. Assim, HSP, pode agir como um iniciador da resposta adaptativa
pelas células T. Consequentemente, HSP exerce um papel duplo no curso de ativacéo de
células T, estimulando a secrecdo de citocinas por APC, aumentando a ativacdo de
células T citoliticas através dos macrofagos ativados (MORE et al., 2001).

As proteinas de choque térmico associadas a peptideos antigénicos gerados dentro
das células fazem parte da via enddgena de apresentacdo de antigeno por MHC classe I.
HSP associado ao peptideo exposto na superficie celular ou liberado das células, pelo
estresse ou morte celular, é captado pelas células apresentadoras de antigeno
resultando na reapresentacdo dos peptideos as moléculas de MHC classe I, estimulando
a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (LI et al., 2002; BINDER & SRIVASTAVA,
2005; PRAMOD et al., 1998).

HSP sdo importantes indutores de imunidade inata e antigeno-especifica, exercendo
um papel de “sinalizadores de perigo”, sendo pesquisado 0 seu Uso em vacinas para
infeccbes e cancer. Para infecgbes, podem ter um papel duplo, HSP derivado de
patdégeno e do hospedeiro pode ser empregado como adjuvante e o derivado de
patégeno pode também ser usado como antigeno de vacina. No tratamento de tumores
cancerigenos, sdo utilizados associados a peptideo derivado do tumor, gerando assim
imunidade especifica somente para o cancer, reduzindo a possibilidade de escape
tumoral a imunoterapia (SEGAL et al., 2006; JEGO et al., 2013). HSP60 endd6genos,
altamente expressados terapeuticamente ou exdgenos, administrado como proteina ou
gene tem potencial em terapia anticancerigena em VvAarios mecanismos, seja pela
repressdo de vias anti-apoptéticas, ativacdo de mecanismos pré-apoptéticos e inducgédo
de HSP60 na superficie celular e/ou liberacdo extracelular ativando resposta imune
antitumoral (CAPELLO et al., 2008)
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3- OBJETIVOS

3.1 GERAL
Avaliar os niveis de HSP60 no sobrenadante do lisado celular de CMSP de
pacientes com periodontite crénica sob estimulo da proteina recombinante rHmuY de

Porphyromonas gingivalis.

3.2 ESPECIFICOS
e Comparar os niveis de HSP60 no sobrenadante de cultura do lisado celular de
CMSP de portadores periodontite crénica com aqueles de CMSP de individuos
sem a doenga.
e Observar os niveis de HSP60 no sobrenadante de cultura do lisado celular de

CMSP humanas em presenca de rHmuY de Porphyromonas gingivalis.
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4- METODOLOGIA

4.1 POPULACAO E AREA DO ESTUDO

Foram convidados a compor a amostra os individuos encaminhados para
atendimento no Centro de Especialidades Odontoldgicas do bairro da Federacdo em
Salvador-BA. Os participantes receberam todas as devidas informacgdes sobre a pesquisa
e, posteriormente, preencheram os formularios para obtencéo e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1), permanecendo uma cépia com 0s
mesmos. Esta pesquisa recebeu o parecer de aprovacdo do comité de ética n°

79791(ANEXO 1).

4.2 DESENHO DO ESTUDO

Foi desenvolvido um estudo piloto observacional. Os dados avaliados do
presente estudo sdo provenientes de um estudo maior cujo objetivo é investigar o papel

de antigenos de Porhyromonas gingivalis na patogénese da periodontite.

4.3 PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

4.3.1 Tamanho da Amostra deste Estudo Piloto

O tamanho da amostra do presente estudo piloto foi de 27 individuos, fazendo
parte do grupo com periodontite crénica (PC), 11 participantes e do grupo sem

periodontite (SP), 16 participantes.

4.3.2 Composicdo dos grupos em estudo

A busca ativa dos voluntérios participantes dos grupos em comparagdo foi
realizada a partir de um levantamento do atendimento de periodontia semanal

realizado no Centro de Especialidades Odontoldgicas da Federagdo, Salvador, Bahia,
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Brasil. Os critérios avaliados pela anamnese (APENDICE 11) e considerados para a nio
inclusdo dos voluntarios neste estudo piloto foram: histéria de doencas sistémicas,
gestacdo atual, tratamento periodontal anterior, fumo atual ou anterior, uso de
antibioticos e antiinflamatorios, respectivamente, nos seis e dois meses anteriores a
coleta. Os particiantes foram classificados de acordo com o diagnostico periodontal, em
grupo com periodontite crénica e grupo sem periodontite, conforme descrito no item

4.5.

4.4 AVALIACAO DA CONDICAO PERIODONTAL

A avaliacdo periodontal deste estudo contemplou os descritores clinicos
mencionados abaixo. Além desta avaliacdo, o exame clinico bucal ainda incluiu registro
de numero de dentes presentes, com lesdo cariosa, perdidos e com restauragdes, bem
como qualquer aspecto observado que ndo se encontrava dentro dos limites da

normalidade (APENDICE IlI).

4.4.1 Exame de profundidade de sondagem: realizado a partir da medida da distéancia
entre a margem gengival e o ponto mais apical sondavel, utilizando uma sonda
milimetrada do tipo Williams (Trinity, Sdo Paulo). Foi registrada em 6 diferentes sitios
em cada dente, conforme descrito por Pihlstrom et al. (1981), que consiste em quatro
medidas proximais (nos angulos mésio-vestibular, mésio-lingual, disto-vestibular e
disto-lingual), uma na regido médio-vestibular e uma na regido médio-lingual. A sonda
foi introduzida delicadamente no sulco gengival de cada face, paralela ao longo eixo do
dente, até encontrar uma resisténcia tecidual minima a penetracdo, sendo entdo a
marcacdo numerica, em milimetros, registrada em ficha propria. Quando a margem
gengival estava localizada entre duas marcas da sonda, adotou-se o valor inteiro da
marca mais alta e, quando a margem se encontrava numa posi¢do equidistante de duas

marcas, foi considerada a mais alta.
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4.4.2 Indice de recessdo/hiperplasia: As medidas da altura da margem gengival em
relacdo a juncdo cemento-esmalte foram registradas em seis locais para cada dente
conforme descrito anteriormente na medida de profundidade de sondagem de
sulco/bolsa e sendo utilizadas as mesmas sondas milimetradas. No caso de uma
recessao gengival, o valor em milimetros foi considerado positivo. Quando a margem
gengival estava localizada coronalmente a jungdo cemento-esmalte, ou seja, no caso de
uma hiperplasia gengival, o valor em milimetros da margem gengival a juncéo
cemento-esmalte foi considerado negativo. Estas medidas foram obtidas com o
posicionamento da ponta da sonda na margem gengival e o valor, em milimetros, a
partir deste ponto até a juncdo cemento—esmalte, foi imediatamente anotado em ficha
prépria. Com a sonda milimetrada paralela ao longo eixo do dente e as superficies
dentérias secas com jato de ar, estabeleceu-se uma sequéncia, como ja descrito no item
anterior, assim como os procedimentos de aproximagdo numérica quando a juncao

cemento-esmalte ficou localizada entre as marcas da sonda.

4.4.3 Nivel de Insercdo Clinica: A medida de insercédo clinica (RAMFJORD, 1959) foi
obtida através da somatoria dos valores da profundidade de sondagem de sulco/bolsa
e medidas de recessdo ou hiperplasia gengivais. No caso de uma recesséo, a perda de
inser¢do clinica foi a soma dos valores de profundidade de bolsa e da medida de
recessdo. No caso de uma hiperplasia gengival, foi a somatéria do valor positivo da
profundidade de bolsa com o valor negativo dado a hiperplasia, ou seja, representando
na pratica a subtracdo do valor da hiperplasia daquele atribuido a profundidade de
sondagem. Finalmente, seis medidas de perda de inser¢ao clinica foram obtidas: mésio-
vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, disto-lingual, médio-lingual e mésio-

lingual.

4.4.4 indice de Sangramento a Sondagem: Avaliou-se a condi¢do gengival através do
indice de sangramento (AINAMO; BAY, 1976) usando o critério da presenca de

sangramento apo6s a sondagem. Apods a secagem das superficies dentarias e medicéo da
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profundidade de sondagem de sulco/bolsa, observou-se depois de passados 10
segundos da remoc¢ao da sonda, a presenga ou ndo de sangramento. Quando observado
sangramento subsequente a sondagem em determinada face, e o registro foi feito na
ficha. A proporgdo de faces sangrantes em relacdo ao total de faces examinadas foi

calculada, determinando assim o indice de sangramento para cada individuo.

4.5 DIAGNOSTICO PERIODONTAL

Foram considerados portadores de periodontite crénica aqueles participantes
gue apresentaram pelo menos quatro dentes com, no minimo, um sitio, com
profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm, perda de inser¢cdo maior ou igual a
3mm e sangramento a sondagem, no mesmo sitio (GOMES-FILHO et al., 2007).

O carater cronico da doenca foi determinado de acordo com a Academia
Internacional de Periodontia (ARMITAGE, 1999), como se segue: periodontite cronica,
localizada (menos de 30% de perda de insercdo clinica) e generalizada (mais de 30% de
perda de inserc¢ao clinica);

Desse modo, os participantes do presente estudo foram divididos em dois
grupos de acordo com a condicgdo periodontal: Grupo com Periodontite Cronica (CP) e

Grupo sem Periodontite (SP).

4.6 PREPARO DE PROTEINA RECOMBINANTE HmuY

A proteina recombinante HmuY de Porphyromonas gingivalis A7436, de 23kDa, foi
obtida e purificada utilizando-se Escherichia coli para a sua expressao no Laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Biotecnologia da Universidade de Wroclaw, Pol6nia. A sua
pureza foi confirmada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, em condigbes

desnaturantes na presenca de sodium dodecilsulfato (SDS-PAGE) e Western Blotting.

4.7 COLETA DE SANGUE E SEPARACAO DE CMSP
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O sangue dos individuos foi coletado num volume de 30mL, por punc¢do venosa

na fossa ante-cubital com tubo tipo Vacutainer estéril (BD-SP), em tubos heparinizados.

O sangue coletado foi diluido em salina tamponada com fosfato (STF), aplicado a
uma camada de FICOLL e submetido a centrifugacdo. O anel de interface enriquecido
de células mononucleares de sangue periférico foi coletado, lavado e ressuspenso em
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RMPI), para contagem em contador

de células (CELM).
4.8 CULTIVO CELULAR

As CMSP foram distribuidas em placas para cultivo celular em meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) adicionada a 1% de antibiotico/antimicotico e
10% de soro fetal bovino. Os antigenos foram adicionados em diferentes concentragdes:

rHmuY: 2,5 ug/ml e Pokeweed: 5 ug/mil, anteriormente padronizadas no laboratério.

O cultivo foi realizado a 37°C, sob atmosfera umidificada e em presenga de CO:..

ApOs 48 horas as amostras foram coletadas.

4.9 ENSAIO IMUNOENZIMATICO ELISA PARA DETEC(;AO DO HSP60

As concentracbes de HSP60 nos sobrenadantes das culturas de células foram
mensuradas usando-se Kits disponiveis comercialmente (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA). Os ensaios foram realizados usando-se placas de poliestireno de
alta adsorcdo com 96 pocos de fundo chato (SKC-109A - Anti-HSP60, Immunoassay
Plate). As amostras foram diluidas conforme padronizacdo prévia em diluente de
reagente bem como todas as demais etapas foram realizadas de acordo com as
instrucbes do fabricante. A densidade Otica foi determinada em Leitora de ELISA (ELXx

800 - Bio-Tek) ajustada para um comprimento de onda na faixa de 450 nm.

4.10 PROCEDIMENTOS DE ANALISE DE DADOS

Inicialmente, foi efetuada uma andlise descritiva para caracterizacdo dos grupos
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participantes do estudo. Os dados relacionados as covariaveis dicotdmicas foram
testados, apOs a obtencdo das frequéncias simples e relativa, com o teste de Qui-
quadrado de Pearson. As medidas de tendéncia central e dispersdo foram utilizadas
para as variaveis intervalares, e em seguida os dados foram comparados com o teste T
de Student ou Mann-Whitney U, a depender da sua distribuicdo, testada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Os dados gerados com niveis de HSP60 detectados nos grupo SP e PC foram
analisados por meio do teste T de Student, enquanto que as comparacdes entres as trés
condig¢6es de cultivo foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA), seguida pelo

pos-hoc de Tukey. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5- RESULTADOS

Foram convidados a participar do presente estudo piloto cerca de 600 individuos.
Retirando-se 0s que se recusaram e 0s que nao atenderam aos rigorosos critérios de ndo
inclusdo, 27 foram incluidos no estudo. O grupo com periodontite cronica (PC) foi
composto por 11 participantes (40,7%), enquanto que o grupo sem periodontite (SP) foli
composto por 16 participantes (59,3%). A média de idade dos participantes do grupo
PC foi de 39,8 anos + 7,5 anos, com limite minimo de 25 anos e maximo de 48 anos. Ja a
média de idade das participantes do SP foi de 38 anos + 11,5 anos, com limites minimo e
méximo de 20 anos e 57 anos, respectivamente. Com relacdo ao sexo dos voluntérios,
entre os participantes do grupo CP, 7 (63,6%) eram do sexo feminino e 4 (36,4%) eram
do sexo masculino. Ja no grupo SP, 9 (56,3%) eram do sexo feminino e 7 (43,7%) do sexo
masculino. N&o houve diferenca estatisticamente significante na media da idade
(p=0,650) e na proporc¢ado de individuos do sexo masculino ou feminino (p=0,701) entre
os dois grupos, demonstrando que ambos foram homogéneos no que diz respeito a
estas duas covariaveis (Tabela 1).

No que se refere aos aspectos relacionados a condigdo periodontal, como ja era
esperado, houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos em todos
os descritores clinicos avaliados. Ainda na tabela 1 observa-se que o grupo PC
apresentou um percentual médio de sitios com sangramento a sondagem de 29,9
enquanto que o valor para o grupo SP foi de 8,6 (p=0,002); o percentual médio de sitios
com profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm foi significantemente superior
(p=0,001) no grupo PC (14,16%) quando comparado ao grupo SP (1,27%). Com relacéo
ao nivel de insercao clinica, o grupo PC apresentou percentuais medios de NIC maior
ou igual a 3mm (p=0,000) e NIC maior ou igual a 5mm (p=0,024) de 57,1 e 9,2,
respectivamente, enquanto os percentuais para o grupo SP foram de 20,3 e 1,6,

respectivamente.

29



Os niveis de HSP60 nas CMSP foram dosados por ELISA e as diferencas entre 0s
grupos foram analisadas de acordo com o estimulo utilizado durante a cultura. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos PC e SP
guando as células foram cultivadas sem estimulo (p=0,090), em presenca do mitdégeno
Pokeweed (p=0,762) ou da proteina rHmuY (p=0,261). Entretanto, pode-se perceber no
grafico 1 que as células dos voluntarios sem periodontite, quando cultivadas apenas
com o0 meio de cultura, sem estimulo, apresentaram maiores niveis de HSP60 quando
comparadas com as células dos portadores de periodontite cultivadas sob as mesmas
condicdes.

Para analisar as possiveis diferencas entre as trés formas de cultivo das CMSP, as
amostras de todos os pacientes foram entdo agrupadas. Assim, as células cultivadas em
presenca do mitdgeno Pokeweed apresentaram niveis superiores de HSP60 quando
comparados aos daquelas cultivadas em presenca de rHmuY (p=0,03). Ndo foram
observadas diferencas nos niveis de HSP60 entre as células cultivadas com o mitégeno
Pokeweed e as células cultivadas sem antigeno/mitdgeno nem entre estas e as células

cultivadas com rHmuyY.
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Tabela 1: caracteristicas gerais dos participantes do grupo sem periodontite (SP) e com
periodontite (PC). Salvador, Bahia, Brasil, 2014 (n=27).

GRUPO SP GRUPO PC
N=16 N=11

8,6+11,1

29,9£16,3

1,27+1,5 14,1619,1 0,001
20,3£14,3 57,1+20,6 0,000
1,6+2,3 9,249,4 0,024

* Valor de p: nivel de significancia < 0,05; Para todos foram feitos teste T Student;

Para sexo, teste quiquadrado e demais teste Mann-Whitney.
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Gréfico 1: niveis de HSP60 em sobrenadantes de cultura de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de voluntarios sem periodontite (SP) e com periodontite
cronica (PC) expostos a diferentes condigdes: sem estimulos de antigenos/mitdgenos,

estimuladas com Pokeweed (PWN) e com rHmuY.
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Grafico 2: niveis de HSP60 em sobrenadantes de cultura de células mononucleares do

sangue periférico (CMSP) do total de pacientes exposto a diferentes condicdes: células

sem antigenos/mitogenos; estimuladas com PWNe com rHmuy.
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6- DISCUSSAO

A literatura é bastante vasta com relacédo ao papel das HSP em diversos agravos,
como doengas inflamatérias  cardiovasculares, intestinais, injuria  da
isquemia/reperfusédo, artrite reumatoide, diabetes e principalmente no céncer
(RAJAHIA & MOUDGIL, 2009). No entanto, o estudo do papel de uma HSP humana na
patogénese da periodontite é escasso. Muitos trabalhos abordam HSP de patégenos,
como Porphyromonas gingivalis, e sua homonologia com a proteina humana, com a
consequente possibilidade de producdo de anticorpos anti-HSP humana pelo
hospedeiro, como uma forma de reagdo cruzada. (CHOI et al., 2011). No presente
estudo piloto, objetivou-se verificar a influéncia de outra proteina da bactéria, Hmuy,
sobre os niveis de HSP60 por células humanas. Trata-se de uma proteina captadora de
ferro (McKEE et al., 1986) que atua na resposta imune induzindo a producgéo de IL-10 e
IL-1B e inibindo a producédo de IL-8 (TRINDADE et al., 2012a), mas cujo papel como
fator de viruléncia ainda precisa ser melhor elucidado.

Quando as células de individuos com periodontite crénica foram cultivadas com
o mitégeno ou com a proteina recombinante HmuY, os niveis de HSP60 foram
semelhantes aos apresentados pelas células dos individuos que ndo possuiam 0s sinais
clinicos da doenca: o mitdégeno induziu altos niveis, enquanto que na presenca da
proteina rHmuY observou-se uma diminui¢cdo dos mesmos em comparagdo com as
células cultivadas sem estimulo.

O aumento na producdo de HSP60 nas células cultivadas com mitégeno foi
anteriormente relatada por Pockley et al., 1999. Sabe-se que a lectina Pokeweed utilizada
neste experimento € um ativador policlonal de linfécitos (SHAROM, 2007), que induz a
proliferacdo celular. Por outro lado, a proteina rHmuY inibe a proliferagdo de CMSP e
tem a capacidade de induzir a morte celular por apoptose tardia e necrose (TRINDADE
etal., 2012b).
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A falta de capacidade em distinguir os individuos sadios e doentes considerando
os niveis de HSP60 pode ter sido uma consequéncia do pequeno tamanho da amostra,
gue nao favoreceu o poder da analise. Sabe-se também que a HmuY é um receptor de
ferro cuja acdo é necessaria em microambientes desfavordveis para o hospedeiro
(WOIJTOWICZ et al., 2009; OLCZAK et al., 2010), ou seja, onde as concentracdes deste
elemento estejam baixas a ponto dos receptores constitutivos, como as gingipainas
(LEWIS et al., 1999; SROKA et al., 2001), ndo conseguirem a sua captacdo. Assim, por
ndo ser uma proteina constitutiva da bactéria, como é a HSP60 ndo é possivel assegurar
gue a presenca de HmuY durante a infeccdo natural nos portadores de periodontite
cronica tenha sido alta o bastante para determinar uma diferenga na resposta do

hospedeiro na infec¢do secundéria simulada pela cultura.

Vale salientar também que as interacdes moleculares ocorrem preferencialmente
de forma paracrina (GEMMELL et al., 2002), na tentativa de conter a infeccdo no
ambiente periodontal. Isto se confirma na boa saude sistémica dos individuos
portadores de periodontite, apesar da fonte cronica de infeccdo. Assim, os efeitos desta
infeccdo podem né&o ter sido pronunciados nas células do sangue periférico. Outras
abordagens utilizando fluido gengival e saliva seriam necessarias para o estudo destas
interacdes.

Este estudo mostrou pela primeira vez que as células mononucleares de sangue
periférico extraidas de humanos que ndo possuem periodontite apresentam niveis de
HSP60 mais elevados que aquelas extraidas de portadores de periodontite cronica.
Embora sem significdncia estatistica, este achado tem grande importancia clinica, uma
vez que as proteinas de choque térmico, em particular HSP60, tém sido apontadas como
alvos terapéuticos, podendo apresentar funcdo anti-apoptotica relacionada a sua
localizagdo mitocondrial (SARANGI et al., 2013; CHANDRA et al., 2007). Todas as
células procarioticas e eucarioticas contém uma proteina de choque térmico com massa
molecular de 60 KDa, que exerce um importante papel citoprotetor, atuando no

enovelamento e montagem de proteinas importadas para a mitocondria (PARSELL &
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LINDQUIST, 1993). HSP60, codificada no nucleo, é constitutivamente expressa e
direcionada para mitocondria estando presente também em soro de individuos normais
(POCKLEY et al., 1999).

Num processo infeccioso, patdégenos liberam toxinas que desencadeiam o
processo inflamatério, assim como o hospedeiro responde a estas toxinas, estimulando
TNF, INF-y, entre outros mediadores pro-inflamatorios. As proteinas de choque térmico
intracelulares tem uma acéo citoprotetora, como foi observado para HSP70 que foi
capaz de proteger macrofagos infectados com Salmonella choleraesuis da morte celular
induzida por TNF-a (KIMURA et al., 1998).

O acumulo de proteinas de choque térmico, seja de maneira fisioldgica, seja por
abordagens terapéuticas, pode proteger o organismo de varias condi¢Ges patoldgicas,
como infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral, sepse, infec¢fes virais, trauma,
doencas neurodegenerativas, artrite e diabetes (TYTELL E HOOPER, 2001). Este
trabalho foi pioneiro ao buscar o conhecimento do papel destas proteinas na tolerancia
ao estresse causado pela infec¢éo bacteriana na periodontite, tentando elucidar diversos
guestionamentos relacionados a patogénese da doenca. E a partir dai, em estudos
futuros, avaliar seu potencial como ferramenta para intervengdes terapéuticas que

maximizem a preservacgédo da integridade celular.
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7- CONCLUSOES

De acordo com o método empregado neste estudo e diante de suas limitacdes,
conclui-se que:

e E possivel que a expressdo de HSP60 na célula humana exerca um papel
protetor contra a periodontite, haja vista os seus niveis diminuidos nos
portadores da doenca em relagéo aos ndo doentes.

e HmuY de Porphyromonas gingivalis ndo altera a producdo de HSP60 em
CMSP humanas.

e O mitégeno Pokewed tem a capacidade de aumentar a producdo de HSP60
em CMSP.
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APENDICES E ANEXO

APENDICE 1

PROJETO: Avaliacdo da expressdo e producdo de proteinas de choque térmico
autélogas em portadores de periodontite estimuladas por antigenos de Porphyromonas

gingivalis.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Para ser lido para ou por todos os participantes do estudo

As informacdes a seguir descrevem o estudo e 0s seus direitos como participante.
Além do que for aqui esclarecido, o entrevistador podera responder qualquer
guestdo que vocé tenha referente ao estudo. Por favor, leia ou ouga com atengéo e
sempre que achar necessario interrompa para perguntar.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa. Antes de decidir, é
importante que vocé entenda o porqué da realizacdo desta pesquisa e 0 que ela
envolve. Por favor, dedique um tempo para ler cuidadosamente as informacoes
seguintes e se preferir, discutir com seus familiares, amigos ou com seu médico. Se
vocé desejar, pode levar este material para casa para pensar melhor. Pergunte-nos se
houver qualquer coisa que néo esteja clara ou se precisar de mais informagoes.

A Periodontite é uma doenca que se caracteriza por uma inflamacéo e perda do
0ss0 que envolve os dentes, levando ao amolecimento dos dentes, mau halito e até
mesmo a comprometimento da saude geral da pessoa. O estudo das células e
moléculas envolvidas no processo inflamatdrio serd importante para compreender
melhor a atividade desta doenga e os fatores de risco desta doenga, inclusive os

fatores genéticos. Os resultados nos ajudardo a ter uma melhor compreensao desta
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doenca e poderdo possibilitar um crescimento cientifico relacionado a este tema,
inclusive influenciando na forma de prevenir e tratar esta doenga. Os objetivos deste
estudo sdo: Avaliar a expressdo e producdo de proteinas de choque térmico
autélogas em células mononucleares de sangue periférico de pacientes portadores
de periodontite cronica e agressiva sob estimulos antigénicos de Porphyromonas
gingivalis. Para tanto serdo realizados: preenchimentos de questionarios com
perguntas sobre sua saude e seus habitos de higiene da boca e exames para
diagnoéstico da doenca periodontal realizado por dentistas (utilizando-se
instrumentos apropriados para avaliar a gengiva). Sera coletada uma amostra de
sangue do braco (exame de sangue) pelos pesquisadores participantes. Todo o
material coletado sera depois de feitos 0s exames necessarios para este projeto, serdo
jogados fora. Os exames periodontais que serdo realizados sdo exames
rotineiramente efetuados por dentistas em consultérios ou servigcos odontoldgicos.
ApoOs a coleta de sangue do seu brago, pode formar-se um hematoma (ficar um
pouco roxo), mas os profissionais dispdem de meios para contornar estes efeitos
indesejaveis. Participando desta pesquisa vocé ndo receberd nenhum tipo de
beneficio direto como dinheiro, mas estara contribuindo para a elaboracdo de um
trabalho cientifico que podera proporcionar beneficios futuros a sociedade. Os
dentistas envolvidos na pesquisa, juntamente com os estudantes de Odontologia que
ajudardo no projeto, realizardo o seu tratamento periodontal. Vale ressaltar que a
gualquer momento, vocé podera fazer perguntas sobre esta pesquisa com a garantia
de que estas serdo respondidas, tendo a liberdade de abandonar a pesquisa sem
prejuizo para si, podendo entrar em contato com os pesquisadores desta pesquisa e
pedir que os seus dados sejam retirados da mesma, sem qualquer prejuizo para o
seu atendimento em qualquer das atividades de extensdo do curso de Odontologia
da UEFS. Os dados obtidos neste estudo, bem como fotografias que possam ser
tiradas, serdo apresentados em congressos e encontros da comunidade cientifica e
poderdo ser publicados em revistas especializadas. No entanto, a sua identidade

nunca sera revelada. E seu rosto nunca sera mostrado totalmente nas fotografias
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(seus olhos serdo cobertos com uma tarja preta).Caso ocorram danos a sua saude,
causados diretamente pela pesquisa, 0 mesmo sera interrompido e 0s pesquisadores
fardo os encaminhamentos necessarios. Nenhum custo adicional serd cobrado a
VOCE, pois estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Para o esclarecimento de davidas sobre o projeto, vocé participante pode entrar
em contato com a pesquisadora Ana Carla Montino Pimentel no telefone (75)

31618112 (NUPPIIM- UEFS).

Entdo, estando de acordo, assinam:

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador

Assinatura da testemunha

Local e Data:

Soraya Castro Trindade: BR-116, quilémetro 3, avenida Universitéria, sem namero,

NUPPIIM, Campus Universitario - Feira de Santana- Bahia

ATENCAO: a sua participacio em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de dentincia pelo
ndo cumprimento do que foi acordado.
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APENDICE 2:

INFORMACOES
GERAIS

Ficha de Anamnese

Nome do Paciente

Endereco

Telefone

Data de Nascimento

|Idade |

Sexo

Ocupacéo atual

Local de Trabalho

Ocupacéo anterior

Tempo de atividade

HABITOS DE VIDA

Fumo Sim Néo Tipo |N. cig./dia |meses |
Alcool Sim Nao Tipo Anos
Drogas Sim Néao Tipo

ANTECEDENTES MEDICOS
Alergias Sim Néao Tipo anos
Anemia Sim Néao Tipo anos
Hipertensdo  Avrterial Sim Néao Compensada Sim Néao
arterial
Hipotensio Arterial Sim Néo Compensada | |Sim | |Néo
Vélvulas Artificiais Sim Néao Tipo
Problemas Valvares Sim Néao Tipo
Endocardite Bact. Sim Néo
Ponte Safena Sim Néo
Infarto do Miocardio Sim Néo
Marcapasso Sim Néo | anos |
Angina Sim Néao Compensada Sim Néao
Diabete Tipo | Sim Néao Compensada Sim Néao
Diabete Tipo Il Sim Néo Compensada | |Sim | |Néo
Hepatite Sim Néao Compensada Sim Néao
Epilepsia Sim Néao Compensada Sim Néao
Dist. Coagulaco Sim N&o Compensada | |Sim | |Néo ‘
Leucemia Sim Néao Compensada Sim Néao
Tuberculose Sim Néao Compensada Sim Néao
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Arterosclerose Sim Néo Compensada | |Si m | | N4o
Osteoporose Sim Néao Compensada Sim Néao

Portador HIV Sim Néo Em Tratamento Sim Néo

Portador HTLV Sim N&o Em Tratamento | |Sim | |Néo
Neoplasias Sim Néao Em Tratamento Sim Néao

Radioterapia Sim Néao Em Tratamento Sim Néao

Transplantado Sim Néao Em Tratamento Sim Néao
Leishmaniose Sim Néo Em Tratamento Sim Néo
Equistossomose Sim Néao Em Tratamento Sim Néao
Hipertireoidismo Sim Néao Em Tratamento Sim Néao
Hipotiroidismo Sim Néao Em Tratamento Sim Néao
Lupus eritematoso Sim Néao Em Tratamento Sim Néao
Artrite Reumatdide Sim Néo Em Tratamento Sim Néo
Febre Reumética Sim Néo Em Tratamento Sim Néo
Doenca de Crhon Sim Néao Em Tratamento Sim Néao
Colite Ulcerativa Sim Néo Em Tratamento Sim Néo
Maléria Sim Néo Em Tratamento Sim Néo

Herpes Sim Néao Em Tratamento Sim Néao

Ja se submeteu a alguma destas cirurgias?

Amigdalectomia Sim Néao anos

Adenoidectomia Sim Néo anos

Apendicectomia Sim Néao anos

Esplenectomia Sim Néao anos

Fenilbutazona Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Corticdide Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Indometacina Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Cloranfenicol Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Imunossupressor Sim Néo | Idade-anos | | | Duragio-anos

Amoxicilina Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Metronidazol Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Horménios Sim Néao Idade-anos Duragéo-anos

Ultima vez que foi ao Dentista | O que realizou?

Ja fez Tratamento Periodontal? Sim Néo Em Trat. Sim

Ja fez Tratamento Ortoddntico? Sim Néo Em Trat. Sim

Familia com Doenga Periodontal Sim Néao
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HABITOS DE HIGIENE ORAL

Quantas vezes escova seus dentes ao dia?

1vez

2 vezes

3 vezesou +

Fio

Palito

escova interdental |

escova bitufo

bochechos | |Qua|? |

O que vocé acha da sua condicdo bucal?

Otima

Boa

Ruim

N&o estéa preocupado com ela

Assinatura do examinador:

Assinatura do paciente:
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ANEXO 1



Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Universidade Estadual de Feira de Santana - UEFS

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Avaliacdo da expresséo e producgédo de proteinas de choque térmico autdlogas em portadores
de periodontite estimuladas por antigenos de Porphyromonas gingivalis

Area Tematica:

Pesquisador: Soraya Castro Trindade Versdo: 1
Instituicdo: Universidade Estadual de Feira de Santana CAAE: 00826812.6.0000.0053

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

NUmero do Parecer: 79791
Data da Relatoria: 31/08/2012

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de projeto multidisciplinar de cooperacao interinstitucional UEFS/UFBA tendo como campo de trabalho
a Clinica Odontolégica da Cooperfeira onde estagiam os estudantes de Odontologia da UEFS na disciplina
Diagndstico Oral I. Na introducdo os autores registram que ¢A doenca periodontal compreende um grupo de
infec¢gBes envolvendo os tecidos de protecao e sustentacdo dos dentes. Variando de um processo inflamatorio
gengival reversivel a destruicdo crénica dos tecidos de sustentacdo periodontais, podendo levar a perda
dentaria.;, Ressaltam a relagdo entre gengivite e periodontite com microrganismos, a influéncia de fatores
sécio-econdmicos, género (mais freqiiente em homens), etnia, idade avancada tendo como fatores de risco o
habito de fumar e o diabetes. Diante da severidade da doenca e dos prejuizos Por ela acarretados os autores
colocam como problema: ¢ Existe associacdo entre a expressao e producdo de proteinas de choque térmico
autologas por antigenos de Porphyromonas gingivalis, em individuos portadores de periodontite? Chegando a
Hipétese: A expressédo e producdo da proteina de choque térmico autéloga em portadores de periodontite
podem ser estimuladas por antigenos do Porphyromonas gingivalis assim como por sua proteina de membrana
HmuY¢,. Os Autores trazem farta literatura atualizada embasando o referencial tedrico. O curriculo dos
pesquisadores mostra relacdo com o tema em estudo. E ambas as instituicBes envolvidas possuem as
condi¢cdes de suporte necessarias para garantir a execucao do trabalho.

Objetivo da Pesquisa:

Geral ¢, ¢Avaliar a expressao e producédo de proteinas de choque térmico autélogas em CMSP de pacientes
portadores de periodontite cronica e agressiva sob estimulos antigénicos de Porphyromonas gingivalis.¢,

Especificos -¢, Comparar a expresséo e producao de proteinas de choque térmico autélogas em CMSP de
individuos com e sem periodontite, estimuladas com antigenos somaticos de Porphyromonas gingivalis.¢,

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Durante os exames ou durante a coleta dos fluidos vocé pode sentir um desconforto momenténeo. Os exames
periodontais que seréo realizados

sdo exames rotineiramente efetuados por dentistas em consultérios ou servigos odontolégicos. Apds a coleta
de sangue do seu braco, pode formarse

um hematoma (ficar um pouco roxo), mas os profissionais dispdem de meios para contornar estes efeitos
indesejaveis.

Beneficios:

Participando desta pesquisa vocé nao receberd nenhum tipo de beneficio direto como dinheiro, mas estara
contribuindo para a elaboracdo de um

trabalho cientifico que podera proporcionar beneficios futuros a sociedade. Os periodontistas envolvidos na
pesquisa, juntamente com os estudantes

de Odontologia que ajudardo no projeto, realizardo gratuitamente o seu tratamento periodontal.



Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

metodologia extensa, bem delineada, compreenderd 03 grupos: experimental 1 ¢ 50 pessoas com periodontite
cronica; experimental 2 ¢, 20 pessoas com periodontite agressiva e 50 pessoas no grupo controle. Parametros
a serem considerados: avaliagdo da condigcéo periodontal (com os descritores clinicos); diagnoéstico da doenca
periodontal; atividades de laboratorio ¢ prepara¢do de antigenos; coleta de sangue ¢, sem informar onde
acontecera e quem fard; cultivo celular, ensaio imunoenzimatico

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

a) Estrutura do protocolo: protocolo completo conforme Res. 196/96 e normas do CEP-UEFS. Na Metodologia
(pag. 32) informa que haveré coleta de sangue (30 mL) porém néo informa onde e quem fara a coleta ¢, apenas
diz que sera por uma pessoa treinada. O Apéndice 1 ¢ Ficha de anamnese e Apéndice 3, trazem campo para
¢nomeg,. E conveniente usar n® ou pseudénimo. Cronograma ndo prevé submissdo ao CEP nem envio de
relatorios (parcial e final); também né&o prevé retorno social para os sujeitos.

Recomendagdes:

TCLE

a) rever a palavra ¢ gratuitamentey;

b) inserir o nome da Pesquisadora Responsavel ¢, quem assina a Folha de Rosto;

c) inserir endereco institucional completo da Pesquisadora Responséavel para esclarecimentos;

d) retirar endereco do CEP para esclarecimentos;

e) dizer, apenas, que o sujeito pode se retirar a qualquer momento sem prejuizo ao seu atendimento

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto Aprovado

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

FEIRA DE SANTANA, 22 de Agosto de 2012

Assinado por:
Maria Angela Alves do Nascimento





