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RESUMO

Evidéncias indicam um relacionamento bidirecional entre a periodontite cronica (PC)
e o0 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Estudos recentes demonstraram que componentes
da resposta imune inata, como as beta-defensinas humanas (hBD), podem
apresentar-se alterados em individuos com DM2 ou PC. Tendo em vista que a
resposta imune inata € a primeira barreira de defesa do organismo, alteraces nas
hBDs poderiam ser parcialmente responsaveis por um aumento na susceptibilidade
dos individuos a PC. O presente estudo teve 2 propostas de investigagcdo com
objetivos especificos: (1) avaliar a influéncia da periodontite e da condicao inflamatdria
do sitio nos niveis das hDBs-2 e -3 no fluido crevicular gengival (FCG) de individuos
com e sem periodontite; e (2) avaliar a influéncia do DM2 e do controle glicémico nos
niveis das hBDs-1, -2 e -3 no FCG de individuos com e sem DM2. Para a proposta 1,
foram selecionados individuos saudaveis (S) e com periodontite (P) entre os pacientes
das clinicas da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais.
Para a proposta 2 foram selecionados individuos com DM2 compensados (DM2c) e
descompensados (DM2d) entre os usuérios do sistema publico de saude da regiao
metropolitana de Belo Horizonte, compreendendo 20 individuos em cada grupo.
Todos os individuos foram submetidos a exame periodontal completo e dados
meédicos e sociodemograficos foram registrados. Amostras de FCG foram coletadas
em sitios saudaveis (Ss) nos individuos sem periodontite; amostras de sitios
saudaveis (Ps), com gengivite (Pg) e com periodontite (Pp) foram coletadas de
individuos com periodontite. A quantificagdo das hBDs no FCG foi realizada pela
técnica Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA), método de sanduiche. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais — COEP UFMG (CAAE #0529.0.203.0001-11). Os niveis de
hBDs foram comparados entre sitios saudaveis, sitios com gengivite e sitios com
periodontite, aninhados em individuos com e sem periodontite, através de modelagem
hierarquica linear. Os niveis de hBDs foram comparados entre individuos saudaveis,
DM2c e DM2d por teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn para
comparacdes entre os pares. Os resultados mostraram que a periodontite foi
associada a elevados niveis de hBD-2 (coeficiente 14,68; p = 0,023) e hBD-3
(coeficiente 1091.86, p < 0.001) no nivel individuo, no entanto ndo houve efeito da
condi¢do do sitio sobre estes niveis. Foi ainda demonstrado que o DM2, independente
do controle glicémico, foi associado a niveis reduzidos de hBD-1 (p < 0,001), que o
DM2 descompensado foi associado com niveis reduzidos de hBD-2 (p < 0,01); e que
o DM2 néo resulta em alteracéo nos valores de hBD-3. Uma maior expressao de hBD-
2 e -3 no FCG de individuos com periodontite pode sugerir uma resposta normal do
organismo perante a infeccdo dos tecidos gengivais ou ser considerado um fator
parcialmente responsavel pela resposta imunoinflamatdria exacerbada comumente
encontrada nestes individuos. O DM2 parecer afetar o padréo de expresséo das hBD-
1 e -2 de maneira distinta.

Palavras-chave: Beta-defensinas. Diabetes mellitus. Periodontite crénica.



ABSTRACT

Crevicular fluid levels of beta-defensins in individuals with chronic periodontitis
and type 2 diabetes

Scientific evidence indicates a bidirectional relationship between chronic periodontitis
and Type 2 Diabetes Mellitus (DM2). Recent studies have shown that components of
the innate immune response, such as human beta-defensins (hBDs), may be altered
in individuals with CP or DM2. Given that the innate immune response is the body's
first defense barrier against microbial invasion, changes in hBDs could partially
account for an increase in the susceptibility CP. The present study had 2 research
proposals with specific objectives: (1) to evaluate the influence of periodontitis and
inflammatory site condition on hDBs-2 and -3 levels in the gingival crevicular fluid
(GCF) of individuals with and without periodontitis; and (2) to assess the influence of
DM2 and glycemic control on the levels of hBDs-1, -2 and -3 in the GCF of individuals
with and without DM2. For the proposal 1, healthy subjects (H) and subjects with
periodontitis (P) were selected among the patients from the School of Dentistry of the
Federal University of Minas Gerais. For the proposal 2, individuals with DM2 with good
(DM2g) and poor (DM2p) glycemic control were selected among the users of the public
health system of the metropolitan area of Belo Horizonte, comprising 20 individuals in
each group. All subjects underwent complete periodontal examination and medical and
sociodemographic data were recorded. GCF samples were collected in healthy sites
(Hh) from subjects without periodontitis; samples of healthy sites (Ph), gingivitis (Pg)
and periodontitis (Pp) were collected from individuals with periodontitis. Quantification
of hBDs in the GCF was performed by the Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay
(ELISA) sandwich method. The present study was approved by the Research Ethics
Committee of the Federal University of Minas Gerais - COEP UFMG (CAAE #
0529.0.203.0001-11). Levels of hBDs were compared among healthy sites, sites with
gingivitis and sites with periodontitis, nested in individuals with and without
periodontitis, through linear hierarchical modeling. Levels of hBDs were compared
between healthy subjects, with DM2 with good and poor glycemic control through the
Kruskal-Wallis test followed by Dunn's post-hoc test for pair-wise comparisons. Results
showed that periodontitis was associated with high levels of hBD-2 (coefficient 14.68,
p = 0.023) and hBD-3 (coefficient 1091.86, p <0.001) at the individual level. However,
there was no effect of the site condition on these levels. It was also demonstrated that
DM2, regardless of the glycemic control, was associated with reduced levels of hBD-1
(p <0.001), that DM2p was associated with reduced levels of hBD-2 (p <0.01); and that
DM2 did not result in changes in hBD-3 values. Increased expression of hBD-2 and -3
in the GCF of individuals with periodontitis may suggest either a normal response of
the organism to the infection of the gingival tissues or can be considered a partially
responsible factor for the exacerbated immunoinflammatory response commonly
found in individuals with periodontitis. DM2 appears to affect the expression pattern of
hBD-1 and -2 differently.

Keywords: Beta-defensin. Chronic periodontitis. Diabetes mellitus.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A Periodontite Crénica (PC) é uma doenca infecciosa inflamatéria
resultante da interacao entre o biofilme bacteriano e a resposta imunoinflamatoria do
hospedeiro (MEYLE; CHAPPLE, 2015). Devido ao seu carater multifatorial, a PC pode
ser influenciada por doencas sistémicas, como o Diabetes Mellitus (DM) (TAYLOR,
2001).

O DM é um grupo de doencas metabdlicas crénicas complexas e, dentre
suas variacfes, o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais comum, sendo
responsavel por 90% a 95% dos casos (ADA, 2018). Esta forma de diabetes é
causada principalmente por resisténcia a insulina, que pode, ou ndo, estar associada
com defeitos secretérios (ADA, 2018).

A condicdo hiperglicémica crbnica, frequentemente encontrada nos
portadores de DM2, foi relacionada com o aumento da prevaléncia a PC (KHADER et
al., 2006; MEALEY; OATES; AAP, 2006), no entanto, os mecanismos envolvidos na
interacdo entre estas duas doencas ainda ndo foram completamente elucidados
(MEALEY; OATES; AAP, 2006).

Estudos recentes demonstraram que componentes da resposta imune
inata, como as beta-defensinas, podem apresentar-se alterados tanto em individuos
portadores de DM2 (YILMAZ et al., 2015) quanto em individuos portadores de PC
(BRANCATISANO et al., 2011; COSTA et al., 2018). Tendo em vista que a resposta
imune inata é a primeira barreira de defesa do organismo contra a invasao microbiana,
alteracbes nas beta-defensinas humanas (hBDs) podem, teoricamente, ser
parcialmente responsaveis por um aumento na susceptibilidade dos individuos a PC
(DALE et al., 2001; JOLY et al., 2005).

As hBDs sao uma classe de peptideos antimicrobianos, componentes do
sistema imune inato, que sao expressos nas membranas celulares em todas as
células epiteliais (DALE et al., 2001; JOLY et al., 2005). Nos tecidos periodontais, as
hBDs -1, -2, -3 e -4 s@o encontradas principalmente em queratinocitos (LU et al., 2005;
VANKEERBERGHEN et al., 2005; LI et al., 2016), sendo também secretadas na saliva
e no fluido crevicular gengival (FCG) (LU et al., 2005).

Diferentemente de outros tecidos epiteliais, em que as hBDs -2 e -3 séo

expressas somente em presencga de infec¢ao ou inflamagéo (O'NEIL et al., 1999; LIU



et al., 1998; LEHMANN, 2002), nos tecidos gengivais clinicamente saudaveis elas sao
localizadas em um nivel de expresséao continuo (BISSEL et al., 2004; DOMMISCH et
al., 2005). Isto decorre, provavelmente, devido a intera¢éo constante do epitélio bucal
com microrganismos comensais (KRISANAPRAKORNKIT et al., 2000). Entretanto,
suas localizagBes, bem como os seus niveis, podem ser alterados por diversas
condicbes, tanto infecciosas como imunoinflamatérias (VANKEERBERGHEN et al.,
2005; Ll et al., 2016).

A localizacdo das hBDs, em saude periodontal, € variavel conforme o seu
tipo. A expressao de hBD-1 e -2 concentra-se geralmente nas camadas superficiais
espinhosa e granulosa do epitélio (DALE et al., 2001; LU et al., 2004). A expresséao de
hBD-4 ocorre em todas as camadas (LI et al., 2016). Por outro lado, a hBD-3 foi
localizada principalmente na camada basal do epitélio gengival (YILMAZ et al., 2015)
e, além de ser encontrada em células epiteliais, ela foi detectada também em células
de Langerhans e de Merkel (LU et al., 2005). Cabe ressaltar que nenhuma hBD foi
localizada no tecido conjuntivo ou no epitélio juncional (LU et al., 2004, 2005).

Em tecidos gengivais com presenca de inflamacéo, o padrao de expressao
€ semelhante, exceto pelo fato de que, nestes casos, a expressao de hBD2 se estende
sobre a camada basal e a de hBD-3 estende sobre as camadas superficiais (LU et al.,
2005; YILMAZ et al., 2015). Outra variacdo que ocorre em presenca de inflamacéao é
a variacao nas concentracfes destes peptideos, entretanto os resultados presentes
na literatura sao altamente divergentes (BISSEL et al., 2004; BRANCATISANO et al.,
2011; DOMMISCH et al., 2005; DUNSCHE et al., 2002; HOSOKAWA et al., 2006; LI
etal., 2016; LIU et al., 2014; MATHEWS et al., 1999; PEREIRA et al., 2013; PEREIRA
etal., 2012; VARDAR-SENGUL et al., 2007; YONG et al., 2015; ZORINA et al., 2016).

Estas variagdes podem estar associadas com os diversos mecanismos
envolvidos na inducdo das hBDs. Foi demonstrado que mediadores inflamatorios
apresentam a capacidade de induzir a expressao das hBDs (O’'NEIL et al., 1999).
Outro fator indutivo demonstrado € a interacdo entre as hBDs e patdégenos ou produtos
de patégenos (KRISANAPRAKORNKIT et al., 2000). Estudos em culturas de células
verificaram que Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum,
Eikenella corrodens, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia
(KRISANAPRAKORNKIT et al., 1998; NOGUCHI et al., 2003; HOSOKAWA et al.,
2006; TAGUCHI; IMAI, 2006; GURSOY et al., 2012) foram capazes de estimular a
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expressdo das hBDs. Além disso, Vankeerberghen et al. (2005) observaram que o
nivel de inducéo se relaciona com o tipo do microrganismo e com tipo da hBD, e que
esta inducdo é variavel conforme as cepas utilizadas.

Uma vez liberadas no tecido, cada defensina exerce uma funcéo especifica
e sua atuacao ocorre em conjunto com uma complexa cadeia de eventos decorrentes
dos processos imunoinflamatérios em resposta a infeccéo tecidual (MCCORMICK;
WEINBERG, 2010). Estes mecanismos de atuagdo podem ser divididos em dois
principais: atividade antimicrobiana direta e atividade imunomodulatéria.

Tém-se pensado que a atividade antimicrobiana direta ocorre pela ligacéo
a membrana bacteriana, o que gera a formacdo de poros e, consequentemente, 0
extravasamento do contetdo celular. Esta ligacdo € auxiliada pela atracao entre as
hBDs, que apresentam caracteristicas catidnicas (+), e as membranas celulares
bacterianas, que apresentam caracteristicas anionicas (-) (YANG et al., 2004).

Esta atividade é altamente variavel e dependente do tipo de defensina e do
espécime microbiano (OUHARA et al., 2005). Foi demonstrado, em um estudo in vitro,
que patdbgenos comumente associados com doencas bucais  (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis e Lactobacillus casei) apresentam algum grau de susceptibilidade
as hBDs (OUHARA et al., 2005).

Dentre as hBDs encontradas nos tecidos bucais, a hBD-3 se destaca por
ser a mais potente bactericida em comparacdo a -1 e -2 (LEE et al., 2013). Foi
verificado inclusive que, em concentracfes de 50 mg/mL, estes peptideos apresentam
capacidade bactericida superior a solugcdo de 2% de clorexidina em biofilmes
compostos por Actinomyces naeslundii, Lactobacillus salivarius, Streptococcus
mutans, e Enterococcus faecalis (LEE et al., 2013).

Ademais, foi demonstrado que as hBDs podem apresentar potencial
antimicrobiano variavel de acordo com sua conformacéao estrutural (SCHROEDER et
al., 2011). Em condicdes ideais, a expressao de hBD-1 ocorre na forma oxidada hBD-
lox, no entanto, em ambientes reduzidos ou em presenca de redutases teciduais
como tiorredoxina, as ligacdes dissulfeto presentes na estrutura destes peptideos

podem ser reduzidas alterando sua forma de hBD-1ox para hBD-1red, aumentando
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significativamente a sua atividade antimicrobiana (SCHROEDER et al., 2011;
RASCHIG et al., 2018).

Com relacdo a atividade imunomodulatéria, esta também é altamente
variavel e dependente do tipo de defensina, apresentando diversas propriedades
como: (1) ativacdo e quimiotaxia para células de defesa (hBD-1, -2, -3 e -4) (YANG et
al., 1999; GARCIA et al.,, 2011; FUNDERBURG et al., 2007); (2) inducdo a
osteoclastogénese via RANKL (hBD-1) (MAKEUDOM et al., 2017); (3) ativacao e
degranulacdo de mastécitos (hBD-2) (NIYONSABA et al., 2001); e (4) inibicdo da
autofagia em macroéfagos (hBD-2 e -3) (WU et al., 2018).

Dentre as atividades imunomodulatérias, as hBDs apresentam
capacidades anti-inflamatorias, e a hBD-3 € a que mais se destaca por apresentar
potentes propriedades anti-periodontite como: (1) reducdo de mediadores
inflamatorios (TNF-a, IL-6, e MMP-9) em periodonto exposto a P. gingivalis (PARK et
al., 2017); (2) reducao da diferenciacéo de osteoclastos e da perda 6ssea em modelo
de periodontite induzida em ratos (CUI et al., 2017); (3) promoc¢do a adesédo e
proliferacéo de fibroblastos em superficies radiculares com periodontite (WANG et al.,
2011); e (4) promocéao da proliferacdo e migracao de queratinécitos pela ativacéo de
IL-8, IL-18 e IL-20 (WANG et al., 2011).

E indiscutivel que as hBDs sdo componentes importantes do sistema
imunolégico na manutencdo da homeostase tecidual (MATHEWS et al., 1999; DALE
etal., 2001; DUNSCHE et al., 2002; BISSELL et al., 2004; MCCORMICK; WEINBERG,
2010; LIU et al., 2014). No entanto, a literatura atual apresenta grande divergéncia de
resultados sobre a influéncia da periodontite (BISSELL et al., 2004; BRANCATISANO
et al.,, 2011; DOMMISCH et al., 2005; DUNSCHE et al., 2002; HOSOKAWA et al.,
2006; LI et al., 2016; LIU et al., 2014; MATHEWS et al., 1999; PEREIRA et al., 2012,
2013; VARDAR-SENGUL et al., 2007; YONG et al., 2015), bem como de outros fatores
como o diabetes mellitus (ERTUGRUL et al., 2013; YILMAZ et al., 2015, 2018), na
expressao destes peptideos. Portanto, maiores esclarecimentos sobre a expressao
de hBDs em individuos com periodontite ou portadores de diabetes mellitus tornam-
Se necessarios.

Assim, em 2012, foi iniciada uma linha de pesquisa para avaliagdo da
expressédo de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 em individuos com periodontite, bem como a
influéncia do DM2, do controle glicémico e do tratamento periodontal nesta expressao.
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Um primeiro estudo avaliou os niveis de hBD-1 no fluido crevicular gengival de sitios
saudaveis e doentes em individuos com e sem PC (COSTA et al., 2018). O presente
estudo é parte integrante desta linha de pesquisa e apresenta 2 propostas especificas

de investigagéo, que serdo apresentadas neste documento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos da proposta 1

2.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao quantitativa das hBDs-2 e -3 no FCG de individuos

portadores de periodontite crénica e individuos saudaveis.

2.1.2 Objetivos especificos

Comparar a expressao quantitativa das hBDs-2 e -3 no FCG entre
individuos com e sem periodontite cronica.

Comparar a expressao quantitativa das hBDs-2 e -3 no fluido FCG entre
sitios saudaveis e doentes (gengivite ou periodontite) em individuos com e sem

periodontite cronica.

2.2 Objetivos da proposta 2

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao quantitativa das hBDs-1, -2 e -3 no FCG de individuos

com e sem DM2.

2.2.2 Objetivos especificos

Comparar a expressao quantitativa das hBDs-1, -2 e -3 no FCG entre
individuos saudaveis e portadores de DM2.
Avaliar a influéncia do controle glicémico nos niveis das hBDs-1, -2 e -3

entre individuos portadores de DM2 compensados e descompensados.
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA

3.1 Desenho do estudo

Estudo Transversal Comparativo.

3.2 Linha de pesquisa

Epidemiologia e Controle das Doengas Bucais.

3.3 Célculo amostral

O calculo amostral foi realizado por software estatistico (GPower 3.1
Statistical Power Analysis for Windows, Dusseldorf, Germany) considerando os
valores médios das hBDs de estudos prévios (DOMMISCH et al., 2005;
BRANCATISANO et al., 2011; ERTUGRUL et al., 2013; YILMAZ et al., 2018) para um
tamanho de efeito de 0,30, um nivel de significancia de 0,05 e um poder do estudo de
0,80. O caélculo amostral a priori resultou em um tamanho de amostra de ~20

individuos por grupo.

3.4 Selec¢éao dos participantes

Para a proposta de investigacdo 1, os participantes foram selecionados
entre os pacientes da Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais e compreendeu 40 individuos (23 homens e 17
mulheres), entre 18 e 79 anos. Os individuos foram divididos entre 2 grupos, sendo:
Grupo 1 = saudaveis (S); Grupo 2 = periodontite crénica (P).

Basicamente, durante o periodo de coleta de dados, de agosto de 2012 a
dezembro de 2014, aproximadamente 360 individuos procuraram atendimento
odontoldgico na unidade do estudo e foram considerados elegiveis e convidados a
participar do estudo. De acordo com a acessibilidade e disponibilidade dos mesmos
na rotina de atendimento odontologico, os individuos que preenchiam os critérios de
inclusdo foram incluidos no estudo até o tamanho amostral em cada grupo ser

alcancado.
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Individuos considerados periodontalmente saudaveis (S) deveriam
apresentar 220 dentes naturais, Profundidade de Sondagem (PS) <3mm e < 20%
Sangramento & Sondagem (SS). Individuos com periodontite cronica (P) deveriam
apresentar 215 dentes naturais e 24 dentes com =1 sitios com PS 24mm e Nivel de
Insercdo Clinica (NIC) =23mm no mesmo sitio (LOPEZ et al., 2002).

Foram excluidos do estudo: gestantes, lactantes, fumantes e ex-fumantes,
portadores de doencas sistémicas, individuos com histérico de tratamento periodontal
nos ultimos 6 meses, individuos com uso de medicamentos que poderiam influenciar
a saude periodontal ou que tenham usado antibioticos e/ou anti-inflamatérios nos
altimos 3 meses.

Para a proposta de investigacdo 2, os participantes foram selecionados
entre 0s usudrios do sistema publico de saude da regido metropolitana do municipio
de Belo Horizonte (Unidades de Atencao Béasica - postos de salde - e especializada
— Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais — FOUFMG) e
compreendeu 60 individuos (24 homens e 36 mulheres), com faixa etaria entre 18 e
79 anos. Os individuos foram divididos entre 3 grupos, sendo: Grupo 1 = Saudaveis
(S); Grupo 2 = Diabetes Mellitus tipo 2 compensado (DM2c); e Grupo 3 = Diabetes
Mellitus tipo 2 descompensado (DM2d).

Durante o periodo de coleta de dados, que ocorreu entre agosto de 2017
a janeiro de 2018, aproximadamente 300 individuos portadores de DM2 foram
avaliados. Os individuos foram selecionados de acordo com o0s critérios de
elegibilidade até que o tamanho amostral em cada grupo fosse alcancado. Cabe
ressaltar que para o grupo controle (Grupo 1) foram utilizados os dados dos individuos
saudaveis coletados na estratégia amostral da proposta de investigacdo 1.

Individuos diabéticos foram definidos por diagndstico médico prévio e o
controle glicémico foi avaliado pelo nivel de hemoglobina glicada (HbAlc) com ponto
de corte de >7% para definicdo de DM2 descompensado. Este ponto de corte foi
baseado no ultimo consenso da Associagdo Americana do Diabetes (ADA, 2018).

Foram excluidos do estudo: gestantes, lactantes, fumantes e ex-fumantes,
portadores de doencas sistémicas com excecdo de DM2, individuos com uso de
medicamentos que poderiam influenciar a salde periodontal ou que tenham usado

antibioéticos e/ou anti-inflamatérios nos ultimos 3 meses.
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3.5 Consideracfes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais — COEP UFMG (CAAE — 0529.0.203.0001-11)
(Anexo A).

Todos os participantes foram informados sobre os objetivos do estudo e
foram incluidos apo6s assinarem um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A), concordando com a sua participacao.

Todos os individuos com necessidade de tratamento odontologico foram
encaminhados para as respectivas unidades de referéncia, conforme a sua origem,
sendo: Centros de Especialidades Odontolégicas do servigo publico, para individuos
analisados nas UBS, ou clinicas de especialidades da FOUFMG, para os individuos
analisados na FOUFMG.

3.6 Coleta dos dados médicos, odontoldgicos e sociodemograficos

Todos os participantes foram submetidos a uma entrevista onde foram
coletados dados de identificacdo, sociodemogréaficos, comportamentais e médicos
que foram inseridos em prontudrios individuais (Apéndices B e C).

3.7 Exame clinico periodontal

As mensuracdes dos parametros clinicos periodontais incluiram:
Profundidade de Sondagem (PS), Nivel de Insercédo Clinica (NIC) e Sangramento a
Sondagem (SS), foram realizadas por um Unico investigador experiente previamente
treinado e foram incluidas em um formulério préprio (Apéndice D).

Para a mensuracao dos parametros foi utilizada sonda milimetrada Carolina
do Norte (PC-PUNC 15; Hu-Friedy®, Chicago, USA) em 4 sitios (distal, vestibular,
mesial e lingual) de todos os dentes presentes, com excegao dos terceiros molares.

Para avaliagdo da concordancia intra-examinador, os exames periodontais
foram repetidos em 10 individuos com um intervalo de aproximadamente 1 semana.
O teste de concordancia intra examinador foi superior a 90% e o coeficiente de

correlacéo intraclasse superior a 89% para os parametros de PS e NIC.
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3.8 Exame radiografico

Radiografias periapicais e interproximais foram realizadas nos individuos

portadores de periodontite crénica para a avaliacdo do nivel ésseo.

3.9 Coleta de amostras de fluido crevicular gengival (FCG)

Amostras de FCG foram coletadas em todos os participantes com tiras de
papel Periopaper (PerioCol Collection Strip, Oraflow, Plainview, NY, USA), estas
foram inseridas no sulco gengival por 30 segundos e o volume total obtido foi
mensurado com aparelho calibrado Periotron 6000 (IDE Interstate, Amityville, NY,
USA).

Em cada individuo, sitios representativos de cada categoria foram
selecionados. Nos individuos sem periodontite (saudaveis), amostras de sitios
saudaveis foram coletadas, nos individuos com periodontite, amostras de sitios
saudaveis, com gengivite e com periodontite foram coletadas. Cabe ressaltar que as
coletas foram realizadas preferencialmente em dentes ndo adjacentes, um sitio
representativo em cada quadrante. Nos sitios com PC, foram selecionados para coleta
aqueles com a maior PS do quadrante.

Tiras de papel contaminadas com sangue foram descartadas e as amostras
representativas do individuo foram colocadas em um tubo Eppendorf seco e

congeladas a -80 °C até o dia da analise laboratorial.

3.10 Quantificacdo das beta-defensinas humanas

A quantificacdo das hBDs no FCG foi realizada pela técnica Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay (ELISA), método de sanduiche (Peprotech, Rocky Hill, NJ,
USA), de acordo com as orientagbes do fabricante, no laboratério de Biologia
Molecular da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista, campus
Araraquara.

Para a andlise, 96 pocgos foram revestidos com 100 pL (0,25 ug/mL) de
anticorpo especifico (anti-hBD 2 e anti-hBD 3) por 12 horas. Apds quatro lavagens
com PBST (PBS com 0.05% Tween-20), os poc¢os foram bloqueados por 1 hora a

temperatura ambiente com 300 pL de uma solugao bloqueadora (1% BSA em PBST).
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As placas foram lavadas e 100 yL das amostras ou da solugdo padrao foram
adicionados aos respectivos pocos em duplicata, e as placas foram incubadas por 2
horas. Apos nova lavagem, 100 pL do anticorpo de deteccéo (0.5 pg/mL) foi
adicionado aos pocos e as placas foram incubadas por mais 2 horas. Apos este
periodo, as placas foram lavadas e 100 pL de estreptavidina-peroxidase (1:2000 in
PBST) foi adicionado aos respectivos poc¢os. Placas foram incubadas em temperatura
ambiente por mais trinta minutos. Reag¢fes colorimétricas foram produzidas com a
utilizacdo de o-fenilenodiamina, na presenca de 0,02% de H202. Apés o bloqueio da

reacdo com H2S04 (2N), a absorbancia foi medida por um leitor de ELISA.

3.11 Andlise estatistica

As andlises estatisticas preliminares foram realizadas com teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Andlises descritivas foram realizadas para os
parametros periodontais, dados médicos, sociodemograficos, niveis de hBD-1, hBD-
2 e hBD-3 no FCG.

Para a proposta de investigacdo 1, com o intuito de comparar os niveis de
hBDs entre sitios saudaveis, com gengivite e com periodontite aninhados em
individuos com e sem periodontite, através de modelagem multinivel, foi realizada a
criacdo de dois bancos de dados, para sitios e individuos, por meio do software
Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS Statistics for Macintosh version 20,
IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Os bancos de dados foram utilizados no Hierachical Linear and Nonlinear
Modeling (HLM 6.06 Statistical Package) para executar as analises multiniveis. Os
resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

Para cada defensina, os dados foram estruturados hierarquicamente em 2
niveis: sitios periodontais (Nivel 1: sitios saudaveis, sitios com gengivite, sitios com
periodontite) inseridos dentro de individuos (Nivel 2: individuos com ou sem
periodontite). A estrutura multinivel das analises incluiu 80 valores de sitios (Nivel 1)
em 40 individuos (Nivel 2). Foi utilizada a modelagem linear multinivel para avaliar as
diferencas nos niveis de hDB-2 e hBD-3. Durante o primeiro estagio da analise, um
“‘modelo nulo” estimou a variabilidade dos dados entre os 2 niveis antes da inclusdo
de caracteristicas individuais e locais serem levadas em consideragdo. Variaveis de

nivel 1 foram incorporadas ao modelo. Na sequéncia, variaveis de nivel 2 foram
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incorporadas, com o célculo dos valores de p (Teste t de Student). Somente variaveis
com p < 0,05 foram retidas no modelo final. O coeficiente de correlagcéo intraclasse
(ICC), ou seja, a proporcdo da variancia total atribuida ao nivel do grupo
(caracteristicas individuais), também foi calculado.

Para a proposta de investigacdo 2, com o intuito de comparar 0s niveis de
hBDs entre individuos saudaveis, com DM2 compensados e DM2 descompensados,
foi realizada a criacdo de um banco de dados para individuos, por meio do software
Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS Statistics for Macintosh version 20,
IBM Corp., Armonk, NY, USA), e as comparac¢des dos niveis de hBD-1, -2 e -3 foram
realizadas através do Teste de Kruskal-Wallis. Teste de Dunn post-hoc foi utilizado
para comparacdes entre os pares. Os resultados foram considerados significativos
quando p < 0,05.
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4 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados, bem como sua discussdo, para cada proposta de

investigacao, foram apresentados em 2 artigos cientificos especificos.

4.1 Artigo cientifico 1

Avaliacdo da expressao de beta-defensina 2 e 3 no fluido gengival de

individuos com e sem periodontite crénica

Resumo

Objetivo: Beta-defensinas humanas (hBDs) parecem desempenhar um papel
importante na susceptibilidade a doencas da cavidade bucal. Este estudo objetivou
avaliar os niveis de hBD-2 e hBD-3 no fluido crevicular gengival (FCG) de individuos
com e sem periodontite crénica.

Materiais e Métodos: 20 individuos saudaveis (S) e 20 individuos com periodontite
cronica (P) foram recrutados. Amostras de FCG foram coletadas de sitios saudaveis
(Ss) dos individuos periodontalmente saudaveis e de sitios saudaveis (Ps), sitios com
gengivite (Pg) e sitios com periodontite (Pp) dos individuos com periodontite,
totalizando 320 sitios. A quantificacdo de hBD-2 e hBD-3 (pg/mL) foi realizada por
ELISA sanduiche. Comparacdes entre individuos (S e P) e sitios (Ss, Ps, Pg e Pp)
foram realizada através de modelagem hierarquica linear.

Resultados: Os niveis [média * d.p. (mediana)] de hBD-2 foram: Ss = 18,03 + 28,11
(4,80); Ps = 33,43 + 6,53 (33,29); Pg = 29,60 + 8,68 (27,56); e Pp = 35,10 + 20,04
(26,20); e de hBD-3 foram: Ss = 41,12 + 120,71 (0,00); Ps = 1121,74 + 565,87
(978,44); Pg = 1424,45 + 1309,38 (938,19); e Pp = 852,76 + 1121,98 (613,63). A
periodontite foi associada a elevados niveis de expresséo de hBD-2 (p = 0,023) e hBD-
3 (p < 0.001) no nivel individuo. Nado houve efeito do nivel sitio (saude / gengivite /
periodontite) sobre os niveis de hBD-2 ou hBD-3.

Conclusao: Individuos com periodontite apresentaram niveis creviculares mais

elevados de hBD-2 e hBD-3 quando comparados a individuos sem periodontite. Estes
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niveis parecem ser influenciados pela periodontite no nivel do individuo, mas néo no

nivel do sitio.

Palavras-chave: beta-defensinas, ELISA, fluido crevicular gengival, periodontite

cronica.

Introducéo

A periodontite crénica é uma doenca infecciosa inflamatéria cronica
resultante da complexa interacdo entre o biofilme bacteriano e a resposta
imunoinflamatéria inata e adquirida do hospedeiro. Ela acomete os tecidos de suporte
dental, levando a perda de ligamento e osso alveolar (HAJISHENGALLIS, 2014,
MEYLE; CHAPPLE, 2015).

Componentes da resposta imune inata, como as beta-defensinas humanas
(hBDs), podem ter um papel chave na susceptibilidade a periodontite (JOLY et al.,
2005). As hBDs sdo uma classe de peptideos expressos nas membranas celulares de
grande parte das células dos tecidos periodontais, podendo também serem
encontradas na saliva e no fluido crevicular gengival (FCG) (ZHAO; WANG; LEHRER,
1996; MATHEWS et al., 1999; DOMMISCH; JEPSEN, 2015). Elas possuem acao
contra microrganismos patogénicos, sendo capazes de destruir bactérias gram
positivas e negativas (MAISETTA et al., 2005; OUHARA et al., 2005; LEE et al., 2013),
fungos (FENG et al., 2005) e virus (QUINONES-MATEU et al., 2003). Em adicdo a
sua atividade antimicrobiana direta, as hBDs demonstraram potencial
imunomodulador, atuando na sinalizagéo celular e na comunicacao entre as respostas
imunoldgicas inata e adquirida (DALE et al., 2001; MCCORMICK; WEINBERG, 2010).

Estas interacbes sao capazes de, dentre outros efeitos: (1) ocasionar a
maturacdo e ativacdo de células apresentadoras de antigenos, como células
dendriticas e mondcitos (BIRAGYN et al., 2002; FUNDERBURG et al., 2007); (2)
estimular a migracdo de mastocitos e atuar no recrutamento de macréfagos (SORURI
et al., 2007); (3) induzir a degranulacéo de mastdcitos, a produgéo de prostaglandina
D2, a liberagdo de histamina e a mobilizagao intracelular de Ca*?> (NIYONSABA et al.,
2001); (4) recrutar células T (YANG et al., 1999); (5) inibir TNF-a e IL-6 (BIAN et al.,
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2016; CUI et al., 2017); e (6) suprimir as vias de sinalizacdo de NF-kB (CUI et al.,
2017; PARK et al., 2017).

Na cavidade bucal, a hBD-1, hBD-2, hBD-3 e mais recentemente a hBD-4
foram encontradas em um nivel de expresséo basal, mesmo em tecidos clinicamente
saudaveis (VANKEERBERGHEN et al., 2005; LI et al., 2016). Entretanto, seus niveis
podem ser alterados por diversas condi¢cdes, tanto infecciosas como
imunoinflamatérias (VANKEERBERGHEN et al., 2005; LI et al., 2016). Estudos
recentes demonstraram que, na periodontite crénica, 0os niveis destes peptideos
podem apresentar variacbes nos tecidos e no FCG (BISSELL et al., 2004,
BRANCATISANO et al., 2011; YONG et al., 2015; COSTA et al., 2018). Contudo,
ainda nédo é claro se estes niveis estdo aumentados ou diminuidos, tampouco qual a
relevancia do seu papel no processo saude-doenca periodontal (DOMMISCH,;
JEPSEN, 2015).

Em um estudo prévio (COSTA et al., 2018), nosso grupo de pesquisa
avaliou os niveis de hBD-1 no FCG em individuos com e sem periodontite,
demonstrando um nivel reduzido desta defensina em individuos com periodontite. No
entanto, ndo houve diferenca nos niveis de hBD-1 quando sitios saudaveis, com
gengivite e com periodontite foram comparados nestes individuos. Embora alguns
estudos tenham comparado a expressdo de hBD-2 e -3 entre individuos saudaveis e
com periodontite (MATHEWS et al., 1999; DUNSCHE et al., 2002; BISSELL et al.,
2004; DOMMISCH et al., 2005; HOSOKAWA et al., 2006; VARDAR-SENGUL et al.,
2007; BRANCATISANO et al., 2011; PEREIRA et al., 2012, 2013; LIU et al., 2014;
YONG et al., 2015; ZORINA et al., 2016; LI et al., 2016), abordagens multiniveis
considerando sitios e individuos séo escassas na literatura (LU et al., 2004).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar os niveis de
hBD-2 e hBD-3 no fluido crevicular gengival de sitios saudaveis e doentes em

individuos com e sem periodontite crébnica, em uma abordagem multinivel.

Materiais e métodos

Amostragem e desenho de estudo
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A amostra do presente estudo transversal envolveu os participantes de um
estudo prévio (COSTA et al., 2018), compreendendo 40 individuos (23 homens e 17
mulheres), com faixa etaria entre 18 e 79 anos, selecionados entre pacientes da
Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais. O célculo amostral foi realizado por software estatistico (GPower 3.1
Statistical Power Analysis for Windows, Dusseldorf, Germany) considerando os
valores médios de estudos prévios (DOMMISCH et al., 2005; BRANCATISANO et al.,
2011; ERTUGRUL et al., 2013) para um tamanho de efeito de 0,30, um nivel de
significancia de 0,05 e um poder do estudo de 0,80. O calculo amostral a priori resultou
em um tamanho de amostra de ~20 individuos por grupo.

A estratégia amostral foi descrita previamente (COSTA et al., 2018).
Basicamente, durante o periodo de coleta de dados, de agosto de 2012 a dezembro
de 2014, aproximadamente 360 individuos procuraram atendimento odontolégico na
unidade do estudo e foram considerados elegiveis e convidados a participar do
estudo. De acordo com a acessibilidade e disponibilidade dos mesmos na rotina de
atendimento odontolégico, os individuos que preenchiam os critérios de inclusédo
foram incluidos no estudo até o tamanho amostral em cada grupo ser alcancado.

Foram excluidos do estudo: gestantes, lactantes, fumantes e ex-fumantes,
portadores de doencas sistémicas, individuos com historico de tratamento periodontal
nos ultimos 6 meses, individuos com uso de medicamentos que poderiam influenciar
a saude periodontal ou que tenham usado antibiéticos e/ou anti-inflamatdérios nos
altimos 3 meses.

Os individuos selecionados para o estudo foram divididos em 2 grupos

(n=20): saudaveis (S) e periodontite crbnica (P).

Exame clinico periodontal

Todos os individuos foram submetidos a exame periodontal completo de
boca toda, e os parametros clinicos periodontais analisados incluiram: profundidade
de sondagem (PS), nivel de insercéo clinica (NIC) e sangramento & sondagem (SS),
em todos os dentes presentes, com excecao dos terceiros molares, em 4 sitios (distal,
vestibular, mesial e lingual). Radiografias intra-bucais foram também realizadas para
deteccao de perda 6ssea (COSTA et al., 2018).
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Os exames clinicos foram realizados por 1 investigador previamente
treinado, utilizando sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (PC-PUNC 15
Hu-Friedy®, Chicago, USA). O teste de concordancia intra examinador foi superior a
90% e o coeficiente de correlagdo intraclasse superior a 89%.

Individuos considerados periodontalmente saudaveis (S) deveriam
apresentar 220 dentes naturais, PS <3mm e até 20% de sitios com SS. Nestes
individuos foram coletadas amostras apenas de sitios sem sangramento. Individuos
com periodontite crénica (P) deveriam apresentar =215 dentes e 24 dentes com 21

sitios com PS =4mm e NIC =3mm no mesmo sitio (LOPEZ et al., 2002).

Coleta de amostras de fluido crevicular gengival

A coleta de FCG foi realizada em todos os participantes, em sitios
saudaveis em individuos sem periodontite, e em sitios saudaveis e doentes (gengivite
e periodontite) em individuos com periodontite. Para cada individuo, 4 sitios
representativos de cada condi¢cdo periodontal encontrada foram selecionados. No
grupo S, amostras de 4 sitios saudaveis (Ss) foram coletadas. No grupo P, amostras
de 4 sitios saudaveis (Ps), 4 com gengivite (Pg) e 4 com periodontite (Pp) foram
coletadas. Sitios saudaveis elegiveis para coleta apresentaram PS e NIC <3mm sem
SS e sem perda 0ssea alveolar. Em individuos com P, sitios com gengivite mostraram
PS e NIC <3mm e SS e sitios com periodontite foram selecionados de acordo com a
maior PS com SS em dentes diferentes ndo adjacentes. Os sitios foram selecionados
de preferéncia um por quadrante ou, quando nao fosse possivel a coleta em algum
quadrante, entre dentes nao adjacentes (COSTA et al., 2018).

Antes da coleta, todos os sitios selecionados foram isolados com rolos
algodao, foi realizada remocéo da placa supragengival com auxilio de gaze estéril e o
dente foi levemente seco com jato de ar. Uma tira de Periopaper® (PerioCol Collection
Strip, Oraflow, Plainview, NY, USA) foi inserida no sulco/bolsa periodontal até
resisténcia meédia e deixada em posicdo por 30 segundos. Tiras de papel
contaminadas com sangue foram descartadas (GRIFFITHS, 2003; WASSALL,
PRESHAW, 2016). O volume de FCG foi medido em cada tira por um aparelho
calibrado Periotron 6000 (IDE Interstate, Amityville, NY, USA).
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As tiras de papel foram armazenadas em tubos de Eppendorf secos (4 por
tubo) separadas de acordo com o individuo e, dentro do mesmo individuo, de acordo
com a condicao periodontal local do sitio. O método utilizado foi de amostragem em
pool para fornecer um valor médio por categoria/individuo. Foram coletados FCG de
um total de 320 sitios (80 no grupo de individuos sem periodontite e 240 no grupo de
individuos com periodontite). As amostras foram congeladas a -80°C até a analise

laboratorial.

Quantificacdo de hBD-2 e hBD-3

Os niveis de hBD-2 e hBD-3 no FCG foram medidos pela técnica de ELISA
método sanduiche (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA) de acordo com as orientacdes do
fabricante. Durante o preparo das amostras, o fluido absorvido pelas tiras de papel foi
eluido adicionando-se 600 yL (150 uL por tira) de solugédo salina tamponada com
fosfato (PBS; 10 mmol / L, pH 7,2) para cada tubo eppendorf, o conteddo dos tubos
foi misturado por um agitador de placas ELISA por 30 minutos e, posteriormente,
centrifugado a 13000 g durante 10 minutos a 4°C.

Para a analise em placa, 96 pogos foram revestidos com 100 pL (0,25 mg
/ mL) de anticorpo anti-hBD especifico por 12 horas. Apds 4 lavagens com PBS com
0,05% Tween 20 (PBST), os pocos foram bloqueados por 1 hora em temperatura
ambiente com 300 uL de solugéo bloqueadora (albumina de soro bovino a 1% PBST).
As placas foram lavadas e 100 uL de amostra ou solucao padrao foi adicionada aos
pocos em duplicata; depois disso, as placas foram incubadas durante 2 horas. Apés
nova lavagem, 100 L do anticorpo de detecgéo (0,5 ug/ mL) foi adicionado aos pogos
e as placas foram incubadas por mais 2 horas. Apés esse periodo, as placas foram
lavadas e 100 pL de estreptavidina peroxidase (1: 2000 em PBST) foi adicionado aos
pocos. Placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Reacdes
colorimétricas foram produzidas com o uso de o-fenilenodiamina na presenca de
0,02% de H202. Ap6s o bloqueio da reacdo com H2SO4 (2N), a absorbancia foi
medida a 450 nm utilizando um leitor de ELISA. A faixa de detec¢éo de hBD-2 foi 16
— 2000 pg/mL e de hBD-3 foi de 63 — 4000 pg/mL. Os niveis de hBD-2 e -3 em cada
amostra foram determinados usando os valores de concentracéo de padrdes incluidos

no conteudo do kit. Os resultados foram expressos em pg/mL.
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Considerac6es Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais — COEP/UFMG (CAAE #05290.0.203.0001-
11).

Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo e
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes da incluséo no estudo.

Todos os direitos dos participantes foram preservados em todos os momentos.

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Andlises descritivas foram realizadas para os parametros periodontais e niveis de
hBD-2 e hBD-3 no FCG. As andlises descritivas e bivariadas, bem como a criacédo de
2 bancos de dados usando os valores de hBD-2 e hBD-3 para sitios e individuos foram
criadas por meio do software Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS
Statistics for Macintosh version 20, IBM Corp., Armonk, NY, USA). Os bancos de
dados foram utilizados no Hierachical Linear and Nonlinear Modeling (HLM 6.06
Statistical Package) para executar as analises multiniveis. Os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.

Para cada defensina, os dados foram estruturados hierarquicamente em 2
niveis: sitios periodontais (Nivel 1: sitios saudaveis, sitios com gengivite, sitios com
periodontite) inseridos dentro de individuos (Nivel 2: individuos com ou sem
periodontite). A estrutura multinivel das analises incluiu 80 valores de sitios (Nivel 1)
e 40 valores de individuo (Nivel 2). Foi utilizada a modelagem linear multinivel para
avaliar as diferencas nos niveis de hDB-2 e hBD-3. Durante o primeiro estagio da
analise, um “modelo nulo” estimou a variabilidade dos dados entre os 2 niveis antes
da incluséo de caracteristicas individuais e locais serem levadas em consideragao.
Variaveis de nivel 1 foram incorporadas ao modelo. Na sequéncia, variaveis de nivel
2 foram incorporadas, com o célculo dos valores de p (Teste t de Student). Somente
variaveis com p < 0,05 foram retidas no modelo final. O coeficiente de correlacéo
intraclasse (ICC), ou seja, a proporcdo da variancia total atribuida ao nivel do grupo

(caracteristicas individuais), também foi calculado.
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Resultados

O grupo de individuos periodontalmente saudéaveis (S) foi composto de 7
mulheres e 13 homens, com idade média de 39,6 + 16,7 anos (18 — 79 anos). O grupo
de individuos com periodontite crénica (P) foi composto por 10 mulheres e 10 homens,
com idade média de 44,4 + 10,2 anos (25 — 68 anos).

Parametros periodontais dos grupos do estudo sdo mostrados na Tabela 1.
Individuos com periodontite crénica apresentaram maiores medias de PS e NIC
guando comparados a individuos periodontalmente saudaveis.

Os niveis de hBD-2 foram [média £ DP; mediana (Q3 — Q1)]: Ss = 18,03 +
28,11 (4,80; 0,00 — 30,69); Ps = 33,43 £ 6,53 (33,29; 28,04 — 38,25); Pg = 29,60 + 8,68
(27,56; 23,14 — 35,50); e Pp = 35,10 £ 20,04 (26,20; 23,20 — 42,54) (Figura 1). Os
niveis de hBD-3 foram [média = DP; mediana (Q3 — Q1)]: Ss = 41,12 + 120,71 (0,00;
0,00 — 0,00); Ps = 1121,74 + 565,87 (978,44; 760,48 — 1268,12); Pg = 1424,45 +
1309,38 (938,19; 806,75 — 1266,38); e Pp = 852,76 + 1121,98 (613,63; 325,50 —
854,68) (Figura 2).

Na modelagem hierarquica, a analise do modelo nulo indicou variancia
altamente significativa nos valores de hBD-2 (p < 0,001) e marginalmente significativa
nos valores de hBD-3 (p = 0,096) pelo nivel individual (agrupamentos de nivel 2),
indicando assim necessidade de realizar as andlises por HLM (Tabela 2).

Os resultados mostraram que, no nivel individuo, a periodontite foi
associada a elevados niveis de expressao de hBD-2 (coeficiente 14,68; p = 0,023; e
hBD-3, coeficiente 1091.86, p < 0.001). Nao houve efeito da condicdo do sitio sobre
os niveis de hBD-2 (p = 0.266 para gengivite e p = 0.625 para periodontite) (Tabela 3)
e hBD-3 (p = 0.302 para gengivite e p = 0.359 para periodontite) (Tabela 4).

Discussao

Estudos que analisaram a influéncia da periodontite crénica sobre os niveis
das hBDs-2 e hBD-3 existem na literatura (MATHEWS et al., 1999; DUNSCHE et al.,
2002; BISSELL et al., 2004; DOMMISCH et al., 2005; HOSOKAWA et al., 2006;
VARDAR-SENGUL et al., 2007; BRANCATISANO et al., 2011; PEREIRA et al., 2012,
2013; LIU et al., 2014; YONG et al., 2015; ZORINA et al., 2016; LI et al., 2016). Porém,



28

até onde sabemos, este foi o primeiro estudo a analisar, através de um modelo
hierarquico, os niveis destas defensinas no FCG, comparando individuos com e sem
periodontite bem como sitios saudaveis e doentes (gengivite e periodontite) do mesmo
individuo.

No presente estudo, considerando o nivel individuo, as hBDs -2 e -3 foram
expressas em individuos saudaveis, porém apresentaram niveis mais elevados na
presenca de periodontite. Este comportamento observado assemelhou-se aos
padrdes de comportamento destas hBDs em outros tecidos, onde estas sao expressas
principalmente em presenca de infeccdo (LIU et al., 1998; O'NEIL et al., 1999;
LEHMANN et al., 2002). Quando os dados de hBD-2 e -3 do presente estudo séo
considerados em conjunto com dados de hBD-1 de um estudo prévio com a mesma
amostra (COSTA et al.,, 2018), percebe-se que o os niveis de cada uma destas
defensinas no FCG parecem ocorrer de maneira individual e diferente. A plausibilidade
biolégica destes achados pode estar relacionada com diferentes mecanismos de
inducéo e regulagéo das hBDs nos diferentes tecidos (MCCORMICK; WEINBERG,
2010).

Diversos patégenos demonstraram a capacidade de induzir a expressao de
hBD-2, como: A. actinomycetemcomitans (NOGUCHI et al., 2003), Porphyromonas
gingivalis (TAGUCHI; IMAI, 2006), Fusobacterium nucleatum (HOSOKAWA et al.,
2006), Eikenella corrodens (HOSOKAWA et al., 2006) e Prevotella intermedia
(HOSOKAWA et al., 2006). Aléem disso, Gursoy et al. (2012) verificaram que biofilme
vivo composto de F. nucleatum foi capaz de estimular a expressédo de hBD-2 e hBD-
3 em um modelo organotipico dento-epitelial. Mathews et al. (1999) demonstraram
que estimulos com interleucina-1f e LPS de Escherichia coli foram capazes de induzir
a expressao de hBD-2, mas os niveis de hBD-1 permaneceram inalterados apés estes
estimulos. De forma semelhante, Krisanaprakornkit et al. (1998) verificaram que a
expressao de mRNA hBD-2 foi alterada por extrato de parede celular de F. nucleatum,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ou PMA (um ativador de células epiteliais), mas
estes estimulos n&o foram capazes de induzir a expresséo de hBD-1.

Diferentes padrdes de expressao de hBDs frente a diferentes estimulos
foram também observados por Vankeerberghen et al. (2005) que, apds estimulos com
TNF-a, E. coliou F. nucleatum, verificaram que a expressao de hBD-2 e hBD-3 elevou-

se significativamente, mas a hBD-1 nao foi induzida. Resultados semelhantes
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ocorreram apos estimulo com PMA, onde a expressédo de hBD-3 aumentou em mais
de 10.000 vezes, a de hBD-2 em mais de 100 vezes e de hBD-1 em mais de 10 vezes.
Contudo, apos estimulo com P. gingivalis, todas as cepas utilizadas induziram hBD-
1, porém a inducdo foi varidvel em hBD-3 e nenhuma inducao foi observada para hBD-
2. Ja apos estimulos com A. actinomycetemcomitans, a expressao de hBD-3 ocorreu,
a de hBD-2 foi variavel conforme a cepa testada, e a de hBD-1 foi pequena.

Esta caracteristica de inducdo diferencial poderia explicar o motivo pelo
qual os niveis de hBD-2 e hBD-3 apresentaram-se aumentados em individuos com
periodontite quando comparados a individuos saudaveis no presente estudo, ao
contrario dos niveis de hBD-1 que se apresentaram reduzidos em nosso estudo prévio
(COSTA et al., 2018). Os niveis elevados poderiam ser resultantes da reacdo do
organismo frente aos antigenos bacterianos e aos mediadores inflamatorios presentes
nos tecidos, em uma tentativa de controlar a infeccdo periodontal, tanto pela
capacidade antimicrobiana quanto pelas capacidades imunomoduladoras e anti-
inflamatdérias dessas hBDs.

Dentre os estudos com modelos metodoldgicos semelhantes, nossos
resultados sdo condizentes com os de Yong et al. (2015) que encontraram niveis
elevados de hBD-2 no FCG de individuos com gengivite e periodontite em
comparacao a individuos saudaveis. Por outro lado, sdo divergentes dos resultados
encontrados por Brancatisano et al. (2011) que verificaram um padrao de expressao
extremamente reduzido de hBD-3 no FCG de individuos com periodontite. Fatores
potencialmente responsaveis pela divergéncia entre estes resultados séo
variabilidade da amostra e processo metodolégico diferente, visto que o estudo de
Brancatisano et al. (2011) nédo realizou andlise diferencial por sitio, portanto as
comparacdes devem ser cuidadosamente consideradas.

Nos escassos estudos longitudinais da literatura, os resultados do presente
estudo sao convergentes (PEREIRA et al., 2012; DOMMISCH et al., 2015; ZORINA et
al., 2016). Pereira et al. (2012) encontraram niveis elevados de hBD-2 na saliva de
individuos com periodontite crénica em comparacéo a individuos saudaveis, e que
estes niveis se reduziram apdés tratamento periodontal basico. Dommisch et al. (2015)
verificaram uma elevacédo dos niveis de hBD-2 no FCG em individuos com gengivite
experimental. Zorina et al. (2016) verificaram que os niveis de RNAm hBD-3 em

células epiteliais gengivais apresentavam-se elevados em individuos com
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periodontite, e que estes niveis reduziram para valores semelhantes aos dos
encontrados em individuos saudaveis apés o tratamento.

Nos estudos com modelos metodoldgicos distintos, diferentes resultados
foram encontrados. Pereira et al. (2013), em analise de amostras salivares,
encontraram niveis elevados de hBD-2 em individuos com gengivite e periodontite
cronica em comparacao a individuos saudaveis, e Mathews et al. (1999) encontraram
maiores niveis de mMRNA de hBD-2 em tecidos gengivais inflamados em comparagéo
a tecidos sem inflamag&o. Dommisch et al. (2005) e Li et al. (2016) ndo encontraram
diferencas significativas na expressdao de mRNA de hBD-1, -2 e -3 em amostras de
tecidos gengivais com diferentes graus de inflamacéo. Dunsche et al. (2002) e Liu et
al. (2014) constataram que a deteccdo de mRNA das hBD-1, -2 e -3 em tecidos
inflamados é reduzida quando comparada com tecidos sem inflamacéo.
Diferentemente dos demais, Bissel et al. (2004) encontram um nivel significativamente
menor de mMRNA hBD-3, mas nao de hBD-1 ou -2, em tecidos inflamados em relacéo
a tecidos saudaveis. Vardar-Sengul et al. (2007) verificaram uma expressdo de mRNA
de hBD-2 significativamente maior em individuos com periodontite agressiva, porém
reduzida em individuos com gengivite e variavel em individuos com periodontite
cronica.

Cabe ressaltar que a comparacao entre estudos com diferentes métodos
de analise das hBDs deve ser realizada com cautela, visto que foi demonstrado que
diferentes métodos de avaliacdo podem promover diferentes resultados (HOSOKAWA
et al., 2006; LI et al., 2016). Hosokawa et al. (2006) observaram que a expressao de
MRNA para hBD-2 e hBD-3 foi detectada com menor frequéncia em tecidos gengivais
inflamados em relacéo a tecidos saudaveis. No entanto, as concentracdes de hBD-2,
guando analisadas por ELISA, foram ligeiramente maiores nestes tecidos gengivais
inflamados. Assim, parece haver um mecanismo complexo e até entdo desconhecido
no processo de expressao de hBDs no tecido gengival que faz com que a expressao
do gene nédo seja necessariamente proporcional a concentracdo do peptideo nas
amostras. Li et al. (2016) analisaram amostras de biopsias de tecido gengival por
imunohistoquimica e RT-PCR e também obtiveram resultados diferentes, sugerindo,
por fim, que o fato das cadeias de mMRNA em eucariotas terem um curto tempo de vida
seria 0 provavel fator responsavel pela diferenca de expressdo das hBDs quando

avaliados por estes 2 métodos distintos. Estudos futuros que comparem o0s niveis de
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hBDs em amostras de tecidos gengivais e FCG por diferentes métodos podem ajudar
a entender melhor os padrées de expressao e a correlacdo entre diferentes amostras.

No presente estudo, considerando o nivel sitio, ndo houve diferenca
estatisticamente significante nos niveis de hBDs. Estes achados sugerem que,
embora a periodontite pareca exercer influéncia na expressédo de hBD-2 e -3 no nivel
individual, esta influéncia parece nédo depender da condicéo inflamatoria e infecciosa
local do sitio, mas sim da condi¢éo do individuo como um todo, visto que mesmo em
sitios clinicamente saudaveis estes niveis apresentaram-se elevados.

No Unico estudo que analisou a expressao de hBDs no nivel sitio, Lu et al.
(2004) verificaram que a expressao de hBD-2 em individuos saudaveis foi superior a
expressdo de hBD-2 em tecidos saudaveis ou inflamados de individuos com
periodontite. Estes autores verificaram ainda que a expressao de hBD-2 em tecidos
inflamados de individuos com periodontite € aumentada quando comparada a tecidos
nao inflamados destes mesmos individuos. No entanto, é importante mencionar que
os individuos com periodontite avaliados neste estudo haviam sido submetidos
previamente a terapia periodontal basica e os sitios avaliados foram os sitios que nédo
apresentaram melhora do quadro inflamatorio apos esta terapia. Cabe ressaltar,
contudo, que foi previamente demonstrado que o tratamento periodontal apresenta a
capacidade de reduzir os niveis das hBDs no tecido gengival (ZORINA et al., 2016).
Portanto, os resultados do estudo de Lu et al. (2004) podem nao refletir os niveis pré-
tratamento, comprometendo assim possiveis comparagcdes com o presente estudo.

E importante ressaltar que caracteristicas diferenciais de expressio,
inducdo, localizacdo e degradacéo das hBDs, somadas a outros fatores descritos na
literatura, como a alta variacdo das hBDs entre individuos de um mesmo grupo
(BISSELL et al., 2004; DOMMISCH et al., 2005; VARDAR-SENGUL et al., 2007) e sua
capacidade de se acumularem no citoplasma ou nucleo celular e ndo serem
secretadas (YILMAZ et al., 2015), explicitam a enorme complexidade envolvida em
seus mecanismos de atuacao.

De forma geral, apesar das diferencas entre os estudos, o consenso atual
€ que as hBDs sdo componentes importantes na relacdo saude-doenca e na
manuten¢ao da homeostase dos tecidos periodontais (MATHEWS et al., 1999; DALE
et al., 2001; DUNSCHE et al., 2002; BISSELL et al., 2004; VARDAR-SENGUL et al.,
2007; MCCORMICK; WEINBERG, 2010; BRANCATISANO et al., 2011; LIU et al.,
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2014; COSTA et al., 2018). Isto é corroborado pelos achados de Ikuta et al. (2015)
gue mostraram uma associac¢ao entre polimorfismo genético de hBD-1 (gendtipo -
44CC do gene BD-1) com a susceptibilidade a periodontite crénica e pelos achados
de Jaradat et al. (2013) que verificaram uma associa¢ao entre numeros reduzidos de
copias gendmicas de hBD-2 com a gravidade da periodontite.

Algumas limitac6es do estudo podem ser apontadas. A validacao externa
dos resultados deve ser feita com cautela e estudos futuros com amostras diferentes
devem ser realizados para confirmagdo dos resultados. Entretanto, as analises
multiniveis, considerando individuos e sitios saudaveis e doentes, trazem informacdes
interessantes sobre a expressdo das hBD-2 e -3. Estudos que investiguem perfis
microbiolégicos e genéticos podem ajudar a esclarecer melhor a regulacdo da
expresséo destas defensinas nos tecidos periodontais.

Concluséao

Os niveis creviculares de hBD-2 e -3 parecem ser influenciados pela
periodontite no nivel do individuo, mas ndo no nivel do sitio. Uma maior expressao de
hBD-2 e -3 no FCG de individuos com periodontite pode sugerir tanto uma resposta
normal do organismo perante a infeccao dos tecidos gengivais ou ser considerada um
fator parcialmente responsavel pela resposta imunoinflamatéria exacerbada

comumente encontrada em individuos portadores de periodontite.
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Tabela 1. Condicéo periodontal da amostra.

37

Grupos do estudo

Parametros
Individuos Individuos com
clinicos p*
saudaveis (S) periodontite (P)
periodontais
(n =20) (n =20)
PS média (mm) 1,7+0,2 42+26 < 0,001
% de sitios com PS
4 mm NA 5,7+4,6 NA
5-6 mm NA 76+8,1 NA
=7 mm NA 21+34 NA
NIC médio (mm) 2,0+0,5 3,1+0,7 < 0,001
% de sitios com NIC
4 mm NA 82+46 NA
5-6 mm NA 124 +11,1 NA
=7 mm NA 44 +6,1 NA
% de sitios com SS NA 30,8 + 20,7 NA

* teste Mann-Whitney; NA = n&o se aplica.
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Tabela 2. Estimacéo final dos componentes de variancia na analise multinivel

(“modelo nulo”).

Efeito Componente Qui-
SD df p ICC2
randémico de variancia guadrado
hBD-2 Intercepto, 18,837 354,832 39 207,424 <0,001 74,9%
uo

hBD-3 Intercepto, 427,408 182677,853 39 50,878 0,096 17,2%
uo

3|CC = coeficiente de correlacao intraclasse, fracdo da variancia total devida aos

individuos (nivel 2).
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Tabela 3. Modelos hierarquicos lineares para os niveis de hBD-2 no fluido crevicular

gengival.
Efeitos fixos Coeficiente SE T-ratio df (aprox.) p
Modelo nivel sitio (nivel 1)
Sitios saudaveis
NA NA NA NA NA
(referéncia)
Sitios com gengivite -3,833 3.414 -1,123 77 0,266
Sitios com periodontite 1,675 3.414 0,491 77 0,625
Modelo nivel individuo (nivel 2)
Periodontite 14,677 6,178 2,376 38 0,023

NA = néo se aplica.
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Tabela 4. Modelos hierarquicos lineares para os niveis de hBD-3 no fluido crevicular

gengival.

Efeitos fixos Coeficiente SE T-ratio df (aprox.) p

Modelo nivel sitio (nivel 1)

Sitios saudaveis NA NA NA NA NA

(referéncia)

Sitios com gengivite 302,7132 128.051 1,039 77 0,302

Sitios com periodontite -268,984  291.290 -0,923 77 0,359

Modelo nivel individuo (nivel 2)

Periodontite 1091,861 242,869 4,496 38 < 0,001

NA = néo se aplica.
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Figura 1. Niveis de hBD-2 no fluido crevicular gengival em sitios saudaveis (Ss) de
individuos sem periodontite e sitios saudaveis (Ps), sitios com gengivite (Pg) e sitios
com periodontite (Pp) de individuos com periodontite crénica. Ss <Ps =Pg=Pp (p =
0,023).
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Figura 2. Niveis de hBD-3 no fluido crevicular gengival em sitios saudaveis (Ss) de

individuos sem periodontite e sitios saudaveis (Ps), sitios com gengivite (Pg) e sitios

com periodontite (Pp) de individuos com periodontite crénica. Ss < Ps = Pg =Pp (p <

0,001).
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4.2 Artigo cientifico 2

Avaliacao da expressao de beta-defensinas 1, 2 e 3 no fluido gengival de
individuos com e sem diabetes mellitus tipo 2.

Resumo

Objetivo: Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € um importante fator de risco para
periodontite. Evidéncias sugerem uma associacao entre condicdes de hiperglicemia e
reducdo da expressdo de beta-defensinas humanas (hBDs). Este estudo objetivou
avaliar os niveis de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 no fluido crevicular gengival (FCG) de
individuos com e sem DM2.

Materiais e Métodos: 20 individuos saudaveis (S), 20 com DM2 compensada (DM2c)
e 20 com DM2 descompensada (DM2d) foram recrutados. Amostras de FCG foram
coletadas de todos os individuos e a quantificacédo de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 (pg/mL)
foi realizada por ELISA sanduiche. Comparacdes entre individuos foram realizadas
atraveés de teste Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn.

Resultados: Os niveis de hBD-1 foram (média £+ DP; mediana [Q3-Q1]): S = 229,52
+ 138,96 (199,26; 301,40-121,12); DM2c = 9,74 + 11,21 (5,31; 20,40-0,00); DM2d =
4,97 + 15,34 (0,00; 2,80-0,00). Os niveis de hBD-2 foram (média + DP; mediana [Q3-
Q1]): S = 18,03 + 28,11 (4,80; 30,69-0,00); DM2c = 7,45 + 14,77 (0,00; 10,04-0,00);
DM2d = 4,35 + 12,39 (0,00; 0,00-0,00). Os niveis de hBD-3 foram (média + DP;
mediana [Q3-Q1]): S =41,12 + 120,71 (0,00; 0,00-0,00); DM2c = 12,12 + 33,50 (0,00;
0,00-0,00); bM2d = 8,42 + 32,90 (0,00; 0,00-0,00). © DM2, independente do controle
glicémico, foi associado a niveis reduzidos de hBD-1 (p < 0,001). O pobre controle
glicémico do DM2 foi associado a niveis reduzidos de hBD-2 (p < 0,01). Nao houve
efeito do DM2 sobre os niveis de hBD-3.

Concluséo: A expressao de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 parece ser influenciada de forma
distinta pelo DM2.

Palavras-chave: beta defensinas, diabetes mellitus, ELISA, fluido crevicular gengival.
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Introducéo

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas cronicas que
possui em comum a hiperglicemia, que é resultado da deficiéncia total ou parcial na
secrecdo de insulina e/ou resisténcia do organismo a sua acdo (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018). Foi estimado, em 2014, que cerca de 422 milhdes
no mundo eram portadores de diabetes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016) e
o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é tido como responsavel por cerca de 90% a 95%
dos casos (ADA, 2018).

A condicdo hiperglicémica crbnica, frequentemente encontrada nos
portadores de DM2, foi relacionada com o aumento da prevaléncia da Periodontite
Cronica (PC) (KHADER et al., 2006; MEALEY; OATES; AAP, 2006). No entanto, os
mecanismos envolvidos na interacao entre as duas doencas sdo complexos e ainda
nao foram completamente elucidados (MEALEY; OATES; AAP, 2006). Dentro deste
panorama, hipéteses relacionadas com alteracdes da resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro ocasionadas pelo DM2, e que estdo potencialmente envolvidas na
etiopatogénese da PC, tém ganhado forca (KING, 2008).

Estudos in vitro verificaram uma associacao entre niveis elevados de
glicose e produtos finais de glicosilagdo avancada com a reducao na expressao das
Beta-Defensinas humanas (hBDs) em culturas de queratinécitos (LAN et al., 2011,
2012). De forma semelhante, valores reduzidos de expressdo das hBDs foram
associados com a presenca de PC (BRANCATISANO et al., 2011; COSTA et al.,
2018) sugerindo que as variagdes dos niveis das hBDs, verificadas em individuos
portadores de DM2, poderiam estar relacionados com a susceptibilidade aumentada
a PC destes individuos.

As hBDs sdo uma classe de peptideos antimicrobianos componentes da
resposta imune inata que sao expressos nhas membranas celulares em todas as
células epiteliais (DALE et al., 2001). Nos tecidos periodontais, as hBDs 1, 2, 3 e mais
recentemente a hBD-4 sdo encontradas em um nivel de expressdo basal em
gueratinécitos (LU et al., 2005; VANKEERBERGHEN et al., 2005; LI et al., 2016) e
também em células de Langherans e Merkel (hBD-3) (LU et al., 2005). Elas possuem
acao antimicrobiana comprovada contra patdégenos periodontais envolvidos na

patogénese da PC (OUHARA et al.,, 2005) e ainda demonstram potencial anti-
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periodontite (CUIl et al., 2017) pelas atividades imunomodulatérias e anti-inflamatorias,
atuando na sinalizacdo celular e na comunicacao entre as respostas imunolégicas
inata e adquirida (BIRAGYN et al.,, 2002; MCCORMICK; WEINBERG, 2010;
DOMMISCH; JEPSEN, 2015; CUIl et al., 2017).

Foram demonstradas variagcdes na expressdo das hBDs em individuos
portadores de PC (DALE et al., 2001; BISSELL et al., 2004; BRANCATISANO et al.,
2011; PEREIRA et al., 2013; COSTA et al., 2018) e de DM2 com PC (ERTUGRUL et
al., 2013; YILMAZ et al., 2015). Entretanto, existe uma escassez de estudos
envolvendo a influéncia isolada do DM2 nos niveis das hBDs em individuos sem PC
(YILMAZ et al., 2018).

Tendo em vista que a PC é uma complicacdo frequente nos individuos com
DM2, e que foi demonstrado que a PC por si s6 é capaz de promover variacdes nos
niveis destes peptideos (BISSEL et al., 2004; BRANCATISANO et al., 2011,
DOMMISCH et al., 2005; DUNSCHE et al., 2002; HOSOKAWA et al., 2006; LI et al.,
2016; LIU et al., 2014; MATHEWS et al., 1999; PEREIRA et al., 2013; PEREIRA et al.,
2012; VARDAR-SENGUL et al., 2007; YONG et al., 2015; ZORINA et al., 2016), um
estudo que analisasse 0s niveis de expressao das hBDs no Fluido Crevicular Gengival
(FCG) de individuos com DM2 sem PC, bem como o efeito do controle glicémico
nestes niveis, foi proposto. A compreensdo da regulacdo destas defensinas em
individuos portadores de diabetes mellitus pode auxiliar na compreensao dos fatores
de susceptibilidade a PC presentes nestes individuos.

Assim, o objetivo deste estudo transversal foi avaliar os niveis de expressao
das hBDs -1, -2 e -3 no FCG de individuos saudaveis e portadores de DM2, bem como

avaliar o efeito do controle glicémico nestes niveis.

Materiais e métodos

Amostragem e desenho de estudo

A amostra deste estudo transversal compreendeu 60 individuos (24

homens e 36 mulheres), com faixa etaria entre 18 e 79 anos, selecionados entre

usuarios do sistema publico de saude da regido metropolitana do municipio de Belo
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Horizonte (Unidades de Atencdo Basica - postos de saude - e especializada —
FOUFMG), entre agosto de 2017 e janeiro de 2018.

O célculo amostral foi realizado por software estatistico (GPower 3.1
Statistical Power Analysis for Windows, Dusseldorf, Germany) considerando o0s
valores meédios de um estudo prévio para um efeito de 0.30, o nivel de significancia
de 0,05 e o poder do estudo de 0.80. O calculo amostral presumido resultou em um
tamanho da amostra de 20 individuos por grupo.

Individuos portadores de DM2 foram definidos por historicos de
diagndsticos prévios avaliados em prontuarios meédicos fornecidos pelas unidades
basicas de saude em que os individuos estavam cadastrados. O controle glicémico foi
avaliado pelo nivel de hemoglobina glicada (HbAlc). Este nivel reflete os valores
médios da glicose sanguinea nos ultimos 120 dias e € considerado um seguro
indicador do controle do glicémico (ADA, 2018). O ponto de corte para definicdo do
controle glicémico foi de >7% para individuos descompensados e foi baseado no
altimo consenso da Associagdo Americana do Diabetes (ADA, 2018).

Foram excluidos do estudo gravidas, lactantes, fumantes e ex-fumantes,
portadores de doencas sistémicas com excecdo de DM2, individuos com uso de
medicamentos que poderiam influenciar a salude periodontal ou que tenham usado

antibiéticos e/ou anti-inflamatérios nos ultimos 3 meses.

Exame clinico periodontal

Parametros clinicos periodontais foram analisados em todos os individuos,
incluindo: profundidade de sondagem (PS), sangramento a sondagem (SS) e nivel de
insercdo clinica (NIC), em todos os dentes presentes, com exce¢do dos terceiros
molares, em 4 sitios (distal, vestibular, mesial e lingual).

Os exames clinicos foram realizados por 1 investigador previamente
treinado, utilizando sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (PC-PUNC 15
Hu-Friedy®, Chicago, USA). Individuos elegiveis para o estudo deveriam apresentar
220 dentes naturais e condicdo de saude periodontal definida por auséncia de PS
>3mm e % de sitios com SS <20%.

Os individuos selecionados foram divididos em 3 grupos (n = 20), sendo:
saudaveis (S), DM2 compensados (DM2c), DM2 descompensados (DM2d).
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Coleta do fluido crevicular gengival

A coleta de FCG foi realizada em todos os participantes em 4 sitios, de
preferéncia um por quadrante e em dentes ndo adjacentes. Antes da coleta todos os
sitios selecionados foram isolados com rolos algodao, foi realizada remocao da placa
supragengival com auxilio de gaze estéril e o dente foi levemente seco com jato de ar.
Uma tira de Periopaper (PerioCol Collection Strip, Oraflow, Plainview, NY, USA) foi
inserida no sulco periodontal até resisténcia média e deixada em posicdo por 30
segundos. Tiras de papel contaminadas com sangue foram descartadas (GRIFFITHS,
2003; WASSALL; PRESHAW, 2016). O volume de FCG foi medido em cada tira por
um aparelho calibrado Periotron 6000 (IDE Interstate, Amityville, NY, USA).

As tiras de papel foram armazenadas em tubos de Eppendorf secos (4 por
tubo) separadas de acordo com o individuo. O método utilizado foi de amostragem em
pool para fornecer um valor médio por categoria/individuo. As amostras foram

congeladas a -80°C até a data da analise laboratorial.

Quantificacdo das hBDs -1, -2 e -3

Os niveis de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 no FCG foram medidos pela técnica
de ELISA sanduiche (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA) de acordo com as orientacdes
do fabricante. Durante o preparo das amostras, o fluido absorvido pelas tiras de papel
foi eluido adicionando-se 600 pL (150 pL por tira) de solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS; 10 mmol / L, pH 7,2) para cada tubo Eppendorf, o contetdo dos tubos
foi misturado por um agitador de placas ELISA por 30 minutos e, posteriormente,
centrifugado a 13000 g durante 10 minutos a 4°C.

Para a analise em placa, 96 pogos foram revestidos com 100 pL (0,25 mg
/ mL) de anticorpo anti-hBD especifico por 12 horas. Apos 4 lavagens com PBS com
0,05% Tween 20 (PBST), os pocos foram bloqueados por 1 hora em temperatura
ambiente com 300 uL de solugéo bloqueadora (albumina de soro bovino a 1% PBST).
As placas foram lavadas e 100 pL de amostra ou solugao padrao foi adicionada aos
pocos em duplicata; depois disso, as placas foram incubadas durante 2 horas. Apos
nova lavagem, 100 L do anticorpo de detecgéo (0,5 ug/ mL) foi adicionado aos pogos

e as placas foram incubadas por mais 2 horas. Apos esse periodo, as placas foram
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lavadas e 100 pL de estreptavidina peroxidase (1: 2000 em PBST) foi adicionado aos
pocos. Placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Reacdes
colorimétricas foram produzidas com o uso de o-fenilenodiamina na presenca de
0,02% de H202. Apds o bloqueio da reacdo com H2S0O4 (2N), a absorbancia foi
medida a 450 nm utilizando um leitor de ELISA. A faixa de deteccédo de hBD-1 foi de
4-1000 pg/mL, a hBD-2 foi 16 — 2000 pg/mL e de hBD-3 foi de 63 — 4000 pg/mL. Os
niveis de hBD-1, -2 e -3 em cada amostra foram determinados usando os valores de
concentragéo de padrdes incluidos no contetdo do kit. Os resultados foram expressos

em pg/mL.

Considerac6es Eticas

O estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais — COEP/UFMG (CAAE no. 05290.0.203.0001-11).

Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo e
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes da incluséo no estudo.

Todos os direitos dos participantes foram preservados em todos 0os momentos.

Anélise Estatistica

Os pressupostos de normalidade da distribuicdo da amostra foram
analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Andlises descritivas foram realizadas
para os niveis de hBD-1, hBD-2 e hBD-3.

Os niveis de hBD-1, hBD-2 e hBD-3 foram comparados entre 0s grupos
através do Teste de Kruskal-Wallis. O teste post-hoc de Dunn foi utilizado para as
comparacdes dos pares. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
Statistical Package for Social Sciences (IBM SPSS Statistics for Macintosh version 20,
IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Resultados

O grupo de individuos saudaveis (S) foi composto de 7 mulheres e 13
homens, com idade média de 39.6 £ 16.7 anos (18 — 79). O grupo de individuos
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portadores de DM2 compensados (DM2c) foi composto por 13 mulheres e 7 homens,
com idade média de 57.8 + 13.6 anos (38 — 79). O grupo de individuos portadores de
DM2 descompensados (DM2d) foi composto por 16 mulheres e 4 homens, com idade
média de 59.7 + 10.3 anos (42 — 79).

Os niveis de hBD-1 foram (média + DP; mediana [Q3-Q1]): S = 229,52 +
138,96 (199,26; 301,40-121,12); DM2c =9,74 + 11,21 (5,31; 20,40-0,00); DM2d = 4,97
+ 15,34 (0,00; 2,80-0,00). Os niveis de hBD-2 foram (média + DP; mediana [Q3-Q1]):
S =18,03 £ 28,11 (4,80; 30,69-0,00); DM2c = 7,45 + 14,77 (0,00; 10,04-0,00); DM2d
= 4,35 + 12,39 (0,00; 0,00-0,00). Os niveis de hBD-3 foram (média £ DP; mediana
[Q3-Q1]): S = 41,12 + 120,71 (0,00; 0,00-0,00); DM2c = 12,12 + 33,50 (0,00; 0,00-
0,00); bDM2d = 8,42 + 32,90 (0,00; 0,00-0,00).

Os resultados mostraram que todos os individuos com DM2, compensados
ou descompensados, apresentaram menores niveis de hBD-1 no FCG (p < 0.001) em
relacdo a saudaveis. Com relacdo a hBD-2, individuos com DM2 descompensados
(DMd) apresentaram menores niveis de hBD-2 no FCG (p < 0.01) em relacdo a
individuos saudaveis, mas nao em relacéo a individuos DM2 compensados (p > 0,05).
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos niveis de hBD-2 entre individuos
compensados e saudaveis. Quanto aos niveis de hBD-3, os resultados mostraram que
a DM2 néo resulta em alteracdo destes. Contudo, € importante ressaltar a baixa
expressao desta defensina no FCG, visto que amostras com valores abaixo da faixa
de deteccdo de hBD-3 ocorreram em todos os grupos, sendo: 85% em individuos

saudaveis, 85% em DM2 compensados e 90% em DM2 descompensados.

Discussao

Estudos que analisaram a influéncia do DM2 na expressédo das hBDs na
cavidade bucal existem na literatura, no entanto sdo extremamente escassos
(ERTUGRUL et al., 2013; YILMAZ et al., 2015, 2018). Até onde sabemos este é o
primeiro estudo a avaliar a influéncia do DM2 e do controle glicémico nos niveis das
hBDs -1, -2 e -3 no FCG em individuos periodontalmente saudaveis.

Os resultados demonstraram uma associagdo entre o DM2 e niveis
reduzidos de hBD-1 no FCG. Porém, nenhuma diferenca significativa foi observada

guanto ao efeito do controle glicémico nestes niveis. Estes achados sugerem que 0



50

DM2 exerce influéncia na expressao da hBD-1. No entanto, o processo pelo qual esta
influéncia ocorre parece ndo estar relacionado exclusivamente com variagdes no
controle glicémico individual, mas possivelmente com outras alteracdes genéticas,
imunoldgicas e/ou metabdlicas presentes nos individuos portadores de DM2.

Németh et al. (2014) verificaram que a distribuicdo de polimorfismos
genéticos entre individuos com diabetes mellitus (tipo 1 e 2) e saudaveis ocorre de
forma diferente. Nos individuos diabéticos analisados no estudo em questdo, a
frequéncia do genotipo C-44G (DEFB1 rs1800972) foi maior, sendo este gendtipo
associado a uma expressao reduzida de hBD-1 no FCG (NEMETH et al., 2014) e &
susceptibilidade aumentada de PC (IKUTA et al., 2015).

Fatores relacionados com a redugdo de hBD-1 também foram
demonstrados em estudos in vivo e in vitro. Froy et al. (2007), em estudo em modelo
animal, verificaram que niveis elevados de glicose ou reduzidos de insulina podem
influenciar a expressao de hBD-1 e de receptores Toll-like. Estes receptores atuam no
reconhecimento de antigenos e sua sinalizacdo esta associada a expressao das hBDs
(FROY et al., 2007). Barnea, Madar e Froy (2008) verificaram que a sinalizagédo por
insulina é um fator importante na expressao ideal deste peptideo por promover a
elevacdo dos niveis de glicose intracelular e também mediar a expresséo génica.

Quando comparado com o Unico estudo que analisou os niveis de hBD-1
no FCG de individuos diabéticos sem PC, o presente estudo apresenta resultados
semelhantes. Yilmaz et al. (2018) encontraram niveis reduzidos desta defensina em
individuos com DM2 quando comparados a individuos saudaveis, ressaltando ainda
gue esta reducdo parece estar parcialmente relacionada a deficiéncias da resposta
imune nesses individuos. Em estudo onde a expressao de hBD-1 foi analisada em
individuos portadores de DM2 com PC, os resultados do presente estudo apresentam
divergéncias. Ertugrul et al. (2013) encontraram niveis elevados desta defensina no
FCG de individuos com DM2 e PC em relacéo a individuos com PC somente. Contudo,
deve-se levar em consideracéo que todos os individuos estudados eram portadores
de PC e, como a PC foi associada a variagdes nos niveis desta defensina (COSTA et
al., 2018), possiveis comparacdes entre os estudos devem ser realizadas com
cautela.

Quanto aos niveis de hBD-2, estes apresentaram variagdo somente nos

individuos com DM2 descompensado, onde apresentaram-se reduzidos em
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comparacao aos individuos saudaveis. Estes achados indicam que a condigcao
hiperglicémica pode ser capaz de influenciar a expressdo da hBD-2. Esta hipotese &
suportada por estudos in vitro que analisaram a influéncia de condi¢des analogas as
condicdes de hiperglicemia encontradas nos individuos com DM2. Lan et al. (2012)
demonstraram que produtos finais da glicosilacdo avancada e glicose elevada foram
capazes de causar reducao dos niveis do Transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao
1 fosforilado (P-STAT1). A sinalizacdo por P-STAT1 esta criticamente relacionada
com a expressao tecidual de hBD-2, e sua reducéo resultou na diminuicdo da
expressao de hBD2 em cultura de queratindcitos humanos (LAN et al., 2012).

Ademais, Kiselar et al. (2015) verificaram que niveis elevados de glicose e
determinadas alterac6es metabdlicas relacionadas a hiperglicemia crénica, como o
aumento da concentracao de espécies moleculares de dicarbonila altamente reativos,
foram capazes de resultar na reducédo da expressdo e da quimiotaxia de hBD-2 in
vitro.

Em estudos onde a relacdo entre o DM2 e a hBD-2 foi avaliada, nossos
resultados sdo compativeis com os de Gonzalez-Curiel et al. (2011) que encontraram
niveis reduzidos de expressdo génica de mRNA de hBD-2 em amostras de sangue
venoso periférico de individuos com DM2 (HbA1c 27%) em comparagao a saudaveis
(GONZALEZ-CURIEL et al., 2011). Por outro lado, sdo divergentes dos de Yilmaz et
al. (2015), que encontraram niveis aumentados desta defensina, em analise imuno-
histoquimica auxiliada por software de andlise de imagens, em tecidos gengivais de
individuos com DM2 e PC em relacéo a individuos com PC somente ou a saudaveis.
Cabe ressaltar que Yilmaz et al. (2015) analisaram somente individuos portadores de
DM2 e PC e incluiram fumantes na amostra, de forma que os resultados deste estudo
podem apresentar-se alterados tanto pela forma como a PC quanto o tabaco
influenciam nos niveis desta defensina (ERTUGRUL et al., 2013; WANG et al., 2015).

Em relagcdo aos resultados da hBD-3, nenhuma diferenca estatisticamente
significante foi encontrada. No entanto, no presente estudo, amostras com valores
abaixo da faixa de deteccédo de hBD-3 ocorreram em grande percentual em todos os
grupos, podendo ter comprometido os resultados. Uma possivel explicacdo para essa
baixa deteccéo pode ser baseada na localizag&o diferencial das hBDs conforme seu
tipo. Em condicao de saude periodontal, as hBDs-1 e -2 sdo expressas principalmente
nas camadas mais superficiais do epitélio (DALE et al.,, 2001; LU et al., 2004),
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engquanto a expressao de hBD-3 localiza-se na camada basal (LU et al., 2005). Este
padrao diferencial de expressdo na camada mais profunda do epitélio poderia ser
parcialmente responsavel pela baixa frequéncia encontrada neste estudo.

Gonzalez-Curiel et al. (2011) encontraram niveis reduzidos de expressao
génica de mRNA de hBD-3 em amostras de sangue periférico de individuos com DM2
(HbA1c =27%) em comparacéo a saudaveis. Por outro lado, Ertugrul et al. (2013) e
Yilmaz et al. (2015) encontraram valores elevados de hBD-3 em amostras de FCG e
de tecido gengival, respectivamente, em individuos com DM2 e PC em relagcédo a
individuos com PC somente ou a saudaveis (ERTUGRUL et al., 2013; YILMAZ et al.,
2015). Contudo, nestes dois Ultimos estudos citados nenhum individuo
periodontalmente saudavel e com DM2 foi avaliado e, como foi descrito anteriormente,
a PC pode ter atuado como um fator de confusao na relacéo entre a hBD-3 e 0 DM2
(BISSELL et al., 2004).

Estudos direcionados para a avaliacdo da influéncia isolada da PC e da
DM2, bem como de suas possiveis interacdes, na expressao de tipos especificos de
hBDs, sdo importantes para um maior entendimento do complexo mecanismo
envolvido na expressdo destes peptideos. Além disso, estudos adicionais com
amostras maiores, com analises de perfis genéticos, imunolbégicos e microbiolégicos

S0 necessarios.

Conclusao

Os resultados do presente estudo sugerem que a expressao de hBDs é
influenciada de forma distinta pelo DM2. A hBD-1 foi influenciada negativamente pela
DM2, e esta reducao parece ser independente do controle glicémico. A hBD-2 foi
influenciada negativamente por condicbes relacionadas a hiperglicemia crénica
presente em individuos portadores de DM2 descompensada. Embora nenhuma
influéncia do DM2 tenha sido observada em relacdo a hBD-3, a baixa frequéncia
detectada no FCG pode ter influenciado estes resultados.
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Figura 1. Niveis de hBD-1 no fluido crevicular gengival em individuos saudaveis (S),
com DM2 compensado (DM2c) e DM2 descompensada (DM2d). S > DM2c (p < 0,001);
S >DM2d (p < 0,001); DM2c = DM2d (p >0,05).
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Figura 2. Niveis de hBD-2 no fluido crevicular gengival em individuos saudaveis (S),
com DM2 compensado (DM2c) e DM2 descompensado (DM2d). S = DM2c (p > 0,05);
S > DM2d (p < 0,01); DM2c = DM2d (p > 0,05).
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Figura 3. Niveis de hBD-3 no fluido crevicular gengival em individuos saudaveis (S),
com DM2 compensado (DM2c) e DM2 descompensado (DM2d). S = DM2c (p > 0,05);
S = DM2d (p > 0,05); DM2c = DM2d (p > 0,05).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Dentro das limitacdes do presente estudo, pode-se concluir que tanto a
periodontite quanto o DM2 parecem influenciar os niveis das beta-defensinas 1, 2 e 3
no FCG dos individuos.

Nos individuos portadores de periodontite houve uma expresséo elevada
de hBD-2 e -3. Esta expressao elevada pode sugerir tanto uma resposta normal do
organismo perante a infeccdo dos tecidos gengivais ou ser considerado um fator
parcialmente responsavel pela resposta imunoinflamatéria exacerbada comumente
encontrada em individuos portadores de periodontite.

Por outro lado, foram observados niveis reduzidos das hBDs nos individuos
diabéticos. Uma menor expressao destas defensinas no FCG de individuos com DM2c¢
(hBD-1) e DM2d (hBD-1 e -2) pode ser parcialmente responsavel pela maior
suscetibilidade destes individuos a PC.

Estudos futuros envolvendo amostras maiores s80 necessarios para a
confirmacédo destes achados. Além disso, estudos com analises microbiolégicas e
genéticas, bem como estudos comparativos entre os niveis de hBDs no FCG e nos
tecidos gengivais podem trazer maiores esclarecimentos sobre o comportamento

destes peptideos na salude e na doenca periodontal.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “AVALIACAO DA EXPRESSAO
DE BETA DEFENSINAS NO FLUIDO GENGIVAL DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS E PORTADORES DE
DIABETES MELLITUS TIPO 2 CONTROLADOS E NAO CONTROLADOS”. Essa pesquisa sera
realizada por mim Alexandre Godinho Pereira, e orientada pelo professor Luis Otavio de Miranda Cota.

A doenca periodontal € uma doenca que acomete os dentes, gengiva e 0sso, gerando uma
inflamacéo da gengiva, sangramento e perda do osso em volta dos dentes. O diabetes é uma doenca
sistémica que tem sido associada ao aumento da ocorréncia e gravidade da doenca periodontal.
Evidéncias indicam que ha uma relacao direta entre diabetes e doenca periodontal. Assim, o objetivo
principal desta pesquisa € verificar se 0s mecanismos de defesa presentes na gengiva de individuos
saudaveis sao diferentes dos encontrados em individuos com diabetes.

Para a realizagdo desta pesquisa, precisamos da participacdo voluntaria de individuos
saudéaveis e de individuos com diabetes. Trés grupos seréo incluidos no estudo: 1) grupo controle —
individuos saudéaveis, sem doenca sistémica; 2) grupo de individuos com diabetes controlada; 3) grupo
de individuos com diabetes ndo controlada. Sera necesséario realizar uma coleta, com a utilizacao de
papel absorvente, do fluido presente no sulco gengival. Esta coleta ndo lhe representara qualquer risco,
incOmodo ou prejuizo. Todas as informacdes coletadas terdo finalidade exclusivamente cientifica e
serdo mantidas em sigilo. Em hipotese alguma o seu nome serd divulgado. A sua participagdo é
voluntaria. Vocé podera desistir de participar e cancelar o seu consentimento em qualquer momento
da pesquisa. Esta pesquisa nos ajudara a entender melhor possiveis fatores associados a maior
ocorréncia e gravidade da doenca periodontal em individuos com diabetes.

Eu, ,RG: ,aceito
participar de forma voluntéria do O grupo controle, O grupo com diabetes controlada, O grupo com
diabetes ndo controlada (marcar um X na opcdo correspondente) deste estudo, e afirmo estar
devidamente esclarecido quanto aos objetivos da pesquisa, quanto a preservag¢do da minha imagem e
quanto ao destino dos dados coletados. Li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade
de fazer perguntas e todas as minhas dividas foram respondidas a contento. Autorizo as coletas e a
utilizac&do das amostras neste projeto de pesquisa.

Sei que posso desistir a qualquer momento sem que isso me acarrete qualquer tipo de prejuizo. Permito
também a utilizacdo dos dados para divulgacéo e ensino, respeitando sempre meu direito de nédo ser
identificado.

Belo Horizonte, de 20

Assinatura
Pesquisadores responsaveis:

Contato:

Alexandre Godinho Pereira

Contato:

Luis Otavio de Miranda Cota

FO-UFMG Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha-Telefone: (31) 3409-2412COEP: Comité de Etica na
Pesquisa Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il, 2° andar Telefone: (31) 3409-4592



APENDICE B — Ficha de selec&o de pacientes

FICHA DE SELECAO DE PACIENTES

Identificacéo:

Nome:

Data de Nascimento:

Género:

Telefone de contato:

Data do exame:

Dados gerais:

Doenca sistémica: ( )ndo ( )sim Qual
Diabetes: ( ) ndo ( )sim

Diabetes compensado () descompensado () HbAlc > 7% - descompensados
Tem alguma doencga que interfere no perfil imunoldgico ( )ndo ( )sim
Necessita de profilaxia antibidtica antes do tratamento ( )ndo ( )sim

Uso de antibiético ou anti-inflamatério nos dltimos 3 meses: ( )ndo ( )sim
Uso regular (2x ao dia) de antisséptico nos ultimos 3 meses: ( )ndo ( )sim
Tratamento periodontal nos Gltimos 6 meses: ( )ndo ( )sim

Uso de protese parcial removivel ou protese total: ( )ndo ( )sim

Uso de aparelho ortodéntico: ( )ndo ( )sim

Fumo: ( )nunca fumou ( ) ex-fumante ( )fumante

Gestantes e lactantes: ( )ndo ( )sim

Dados bucais e periodontais

Tem mais de 15 dentes ( )ndo ( )sim

Periodontite cronica ( )ndo ( )sim

Situagdo Final () INCLUIDO ( ) EXCLUIDO
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APENDICE C — Ficha socioecondémica
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Nome:

NUmero

Idade Género

Renda familiar: ( ) <5 salarios minimos ( ) maior 5 salarios minimos

Escolaridade: ( )<8anos ( )8-12anos ( )=12anos

Condicao de vida: ( ) com acompanhante ( ) sem acompanhante

Peso Altura IMC

Ultima visita ao dentista

Diabetes ( )sim ( )néao

Fumo ( )ndofuma ( ) ex-fumante ( )fumante

Hipertensdo : ( ) sim ( ) né&o

Uso de alcool: () ndo ou ocasionalmente ( ) regular — 2 a 3 vezes por
semana

() intensivo — 4 a 5 vezes por semana

( )alcool dependente = 6 vezes por semana ( ) CAGE ( )

AUDIT




APENDICE D — Ficha de exame clinico periodontal

FICHA DE EXAME CLINICO PERIODONTAL
PERIODONTOGRAMA
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Nome:

N° Registro: Género: Data do exame: /

/
Dent Profundidade de Nivel de Insercéo Sangramento a Dent

e Sondagem Clinica Sondagem e
D V M L V M L V M

17 17
16 16
15 15
14 14
13 13
12 12
11 11
21 21
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
27 27
37 37
36 36
35 35
34 34
33 33
32 32
31 31
41 41
42 42
43 43
44 44
45 45
46 46
47 47




ANEXO A — Aprovacao do COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0529.0.203.000-11

Interessado(a): Prof. José Eustaquio da Costa
Depto. Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégicas
Faculdade de Odontolégia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 10 de janeiro de 2012, apés atendidas as solicitages de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Comparagcao da expressido de beta
defensinas humanas no fluido gengival crevicular e no tecido
gengival de pacientes saudaveis e pacientes com diabetes tipo 2
com doencga periodontal” bem como o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpg.ufmg.br
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