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RESUMO

INTRODUCAO: A doenca periodontal (DP) é caracterizada pela presenca de um processo
inflamatdrio crénico, devido ao acimulo de biofilme bacteriano e a resposta do hospedeiro
frente a esses patogenos, tendo como consequéncia a destrui¢do dos tecidos de suporte das
estruturas dentais. Estudos tém revelado que componentes do estresse oxidativo (EO) estéo
relacionados com o desenvolvimento e a progressdo da DP. OBJETIVO: Avaliar a modulacdo
do EO em individuos com e sem a DP. METODO: Trata-se de um estudo transversal com
analise quantitativa, com 82 participantes. RESULTADOS: anélises do estresse oxidativo (EO),
houve diminuicdo estatisticamente significativa das defesas antioxidantes dos individuos com
DP nasanalises de Vitamina C e Superoxido dismutase (SOD), e um aumento dos niveis séricos
nas analises referentes a determinacdo de espécies reativas (substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico/ TBARS e espécies reativas de oxigénio/EROs). CONCLUSAO: Portanto, vemos
individuos com DP estdo sob a acdo do EO.

INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é uma doenca inflamatdria crénica desencadeada por bactérias que
compde o biofilme dental, que causa destrui¢ao dos tecidos de suporte dentério (periodonto),
com alta prevalénciaem todo o mundo. A DP estimula, por meio do sistema imune, localmente
e emsitios distantes, concentragdes elevadas de citocinas e proteinas pré-inflamatorias (PERES
etal., 2019). Embora a DP ndo seja fatal, os patdgenos periodontais podem adentrar através da
circulagdo sistémica e se instalar em outros drgaos e sistemas, levando ao desenvolvimento de
algumas doencas sisttmicas como as cardiacas, endocrinas, metabolicas, infecciosas,
autoimunes e neoplésicas (MATSUSHITA et al., 2020). A principal causa da destrui¢ao do

periodonto é devido a resposta inadequada do hospedeiro aos microrganismos e seus produtos.
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Os leucocitos polimorfonucleares, considerados a primeira linha de defesa, sdo responsaveis
pela morte dos microrganismos através de processos oxidativos. Por sua vez, a morte oxidativa
(superoxido, radicais hidroxila, acido hipocloroso, peroxido de hidrogénio e cloraminas) leva a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), enquanto a morte ndo oxidativa é mediada
por varias enzimas lisossémicas, peptideos e proteinas (ACQUIER et al., 2016). Na presenca
de DP, os neutrofilostornam-se hiperativos e causam EO excessivo e dano tecidual. Assim, um
desequilibrio entre enzimas proteoliticas e seus inibidores, EROs e sistemas de defesa
antioxidante, leva a destruicdo do tecido periodontal (BARTOLD; VAN DYKE, 2013). Frente
aos danos causados pela DP na cavidade bucal e sua associacdo com doencas sistémicas, 0
interesse em compreender a DP e seu mecanismo de a¢cdo vem crescendo. Atraveés desse estudo
buscou-se compreender a atividade do EO e suas agGes celulares durante o processo
inflamatorio naDP, afim de melhorar o diagnostico e tratamento dos pacientes acometidos pela

doenca.

METODOLOGIA

Trata-se de estudo transversal, com analise quantitativa, onde foram avaliados parametros EO
na DP. O estudo incluiu participantes com e sem o diagndstico de DP, organizados em dois
grupos: participantes saudaveis (N=25) e com DP (N=57), previamente ao inicio do tratamento
cirargico e/ou farmacoldgico. Todos os procedimentos realizados foram submetidos a avaliagéo
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFFS, de acordo com as normas da Resolucio
466/12 do Conselho Nacional de Saude sobre Pesquisa envolvendo seres humanos, onde foi
aprovado, sob o Numero do Parecer: 4.662.702. Dos individuos que concordaram com 0s
objetivos da pesquisa, foi coletado trinta mililitros (30 ml) de sangue periférico, divididosem
tubos vaccutainer com Acido etileno diamino tetra-acético (EDTA), (separacio do plasma),
com citrato de sédio (separacdo do ST) e em tubos sem anticoagulante (separacdo do soro). As
andlises do EO (Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico/TBARS e Tidis Proteicos/PSH)
foram avaliadas no soro dos participantes do estudo. No ST foi avaliada a atividade da
Superdxido dismutase (SOD). No plasma foi avaliada a dosagem da Vitamina C. A separacdo
de ST foi através da coleta em tubo com citrato de sédio, sendo levemente homogeneizado e
separado em aliquotas com 300 ul. A separacdo do soro foi através da coleta de ST em tubo
sem anticoagulante, centrifugado por 15 minutos a 3500 rpm. O soro fica no sobrenadante, foi
retirado com uma pipeta e transferido para um eppendorf. A atividade da SOD foi efetuada
pelo sistema de deteccdo adrenalina-adenocromo de acordo com o descrito por MC CORD e
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FRIDOVICH (1969). A determinacgdo dos grupamentos SH proteicos foi realizada segundo o
método descrito por ELLMAN (1959). Os niveis de TBARS foram determinadas através do
método de JENTZSCH (1996) modificado. A dosagemda Vitamina C foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por JACQUES-SILVA (2001). A quantificacdo de EROs foi
realizada de acordo com 0 método de ALI, LEBEL e BONDY (1992). A analise estatistica foi
realizada com o software GraphPad Prism 9.0 (San Diego, CA, EUA). O teste de Shapiro-
Wilk testou a normalidade. Outliers foram excluidos usando o teste de Grubbs. Sobre as
varidveisdo estudo, asdiferencas entre pacientes com DP e individuos controle foram avaliadas
pelo teste t de Studente teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. Os resultados
foram apresentados como média e desvio padrdo. Foram consideradas estatisticamente
significantesasdiferencasem que a probabilidade de rejeicdoda hipdtese de nulidade foi menor
que 5% (p<0,5).

RESULTADOS

Um total de 82 participantes foram incluidos no estudo, sendo 25 participantes no grupo
controle (sem DP) e 57 pacientes com DP, destes, 25 participantes com gengivite e 32 com
periodontite. Quanto ao sexo: dos participantes no grupo controle, 17 eram do sexo feminino
(68%) e 8 do sexo masculino (32%); no grupo com DP, 31 eram do sexo feminino (54%) e 26
do sexo masculino (45%).

Defesas antioxidantes:
A quantificacdo dos niveis plasmaticos de PSH ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos controle e DP, sendo que os valores encontrados
paracadagrupo foramde: 4,579 +1,282 |.lmol/mL no grupo controle e 4,482+ 1,006 |-lmol/mL

nogrupo com DP, comvalorde p<0,7086. Osvalores foram apresentados pelamediae desvio

padrdo, e estes podem ser observados na Figura 1. N=82 participantes, sendo 25 participantes
no grupo controle e 57 participantes no grupo com DP.
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Figura 1: Niveis séricos de PSH
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Niveis séricos de PSH. Os dados foram expressos em pmol/mL. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Andlise estatistica: Teste t de Student. p<0,7086. N=82.
* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

A concentracdode Vitamina Cno soro dosindividuos do grupo com DPevidenciouuma
diminuicao significativa quando comparados aos individuos do grupo controle. Sendo que 0s
valores encontrados para cada grupo foramde: 59,67 + 11,66 ug/dL no grupo controle e 53,39,
+ 12,11 ug/dL no grupo com DP, com valor de p < 0,05. Os valores foram apresentados pela
média e desvio padrao, e estes podem ser observados na Figura 2. N= 75 participantes, sendo

25 participantes no grupo controle e 50 participantes no grupo com DP.

Figura 2: Niveis séricos de Vitamina C
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Niveisséricos de VitaminaC. Houve diminui¢do significativa de Vitamina C em individuos com DP, quando
comparados com individuos do grupo controle. Analise estatistica: Teste t de Student. Valoresde p <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. N=75.

* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

Referente a atividade da enzima SOD no ST dos individuos participantes do estudo,
demonstrou uma diminuicdo estatisticamente significativa em individuos com DP, quando
comparados com individuos do grupo controle, sendo que os valores encontrados para cada
grupo foramde: 76,77 £36,45 mg/mL no grupo controlee 28,31 £12,47 mg/mL no grupo com
DP, comvalordep <0,0001. Osvalores foram apresentadospela média e desvio padrao, e estes
podem ser observados na Figura 3. N= 82 participantes, sendo 25 participantes no grupo

controle e 57 participantes no grupo com DP.

Figura 3: Atividade da SOD
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Atividade da SOD. Os dados foram expressos em mg/mL. Houve diminuicdo da atividade da SOD em
individuos com DP, quando comparados com individuos do grupo controle Analise estatistica: Teste t de Student.
Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. N=82.

* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).
Marcadores de Danos Oxidativos:

Os niveis séricos de TBARS estdo demonstrados na Figura 4, onde apresentou aumento
estatisticamente significativo em individuos com DP em relacdo aos controles, sendo que 0s
valores encontrados paracada grupo foramde 13,40 £ 4,752 nmol MDA/mL no grupo controle
e 33,47 £20,07 nmol MDA/mL no grupo com DP, com valor de p <0,0001. Os valores foram
apresentados pela média e desvio padrdo. N= 82 participantes, sendo 25 participantes no grupo

controle e 57 participantes no grupo com DP.
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Figura 4: Niveis séricos de TBARS
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Niveisséricos de TBARS. Os dados foramexpressos em nmol MDA/mL. Houve aumento estatisticamente

significativo nos niveis séricos de TBARS em individuos com DP quando comparados com individuos do grupo

controle. Analise estatistica: Teste t de Student. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. N=82.

* (p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

Os niveis séricos de EROs estdo demonstrados na Figura 5, com aumento
estatisticamente significativo em individuos com DP, sendo que os valores encontrados para
cada grupo foram de: 47,05+ 15,01 U DCFH/mg de proteina no grupo controle e 64,18 + 32,43
U DCFH/mg de proteina no grupo com DP, com valor de p < 0,05. Os valores foram
apresentados pela média e desvio padrdo. N=82 participantes, sendo 25 participantes no grupo

controle e 57 participantes no grupo com DP.
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Figura 5: Niveis séricos de EROs
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Niveis séricos de EROs. Os dados foram expressos em U DCFH/mg. Houve aumento estatisticamente
significativo nos niveis séricos de EROs em individuos com DP quando comparados com individuos do grupo
controle. Andlise estatistica: Teste t de Student. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. N=82.

*(p <0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001).

Diante dos resultados do presente estudo, € importante salientar suas limitacdes e
perspectivas futuras. A pesquisa supracitada é pioneira em algumas analises envolvendo o EO,
sendo assim, primeiramente buscou desvendar se tal mecanismo pode ter acdo na DP. A partir
desse ponto, esse estudo abre espaco para futuras pesquisas com potenciais terapéuticos,
envolvendo a analise de substancias antioxidantes capazes de equilibrar a exacerbacao dos

radicais livres, a fim de controlar a inflamacéo local e sistémica.

DISCUSSAO

Até o momento ha poucosestudosavaliando o efeito do desequilibrio na atividade dos
antioxidantes e oxidantes em individuos com DP e suas alteragdes sisttmicas. Embora a DP
seja desencadeada por placa bacteriana (biofilme), a maior parte da destrui¢cdo dos tecidos
parece ser mediada pelarespostaanormal do hospedeiroas bactérias especificas e seus produtos.
Essa resposta é caracterizada por inflamacao exagerada envolvendo a liberacdo de enzimas
proteoliticas e por EROs (DURSUN et al., 2016).

Avalidacdo de que umadoencabucal seriacapaz de alterar niveis de marcadores séricos
de um individuo demonstraria a repercussao sisttmica desta doenca ou condi¢cdo (NIBALI;

DONOS, 2013), abrindo-se um grande e inexplorado campo de investigagdo (TAYLOR,;
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PRESHAW, 2016). Em nosso estudo foram avaliados os niveis séricos dos individuos controle
e com DP de marcadores do EO, e os resultados mostram niveis de antioxidantes diminuidos
(Vitamina C e SOD; Figuras 2 e 3, respectivamente) e de oxidantes aumentados (TBARS e
EROs; Figuras 4 e 5, respectivamente) em individuos com DP, em relagéo aos individuos do
grupo controle.

Estudos indicaram que o excesso de EROs e a deplecédo dos niveis de antioxidantes no
fluido creviculargengival (CHAPPLE et al., 2007) sdo responsaveis pelaativagdo local cronica
da inflamacdo periodontal e destruicdo tecidual. O recrutamento de neutréfilos no tecido
gengival e a liberacdo de enzimas proteoliticas e EROs, sdo hoje considerados os dois principais
aspectos da resposta do hospedeiro a estimulacdo do antigeno bacteriano em individuos
susceptiveis a periodontite. Devido a percepcdo de que o EO esté intimamente ligado aos danos
ao periodonto, algunsautoresiniciaram suas pesquisas para investigar se esse processo também
pode resultar em uma resposta inflamatoria sisttmica (CHAPPLE et al., 2007). Evidéncias
adicionais de modelos animais confirmam niveis mais altos de peroxidacéo lipidica, peroxidos
de hidrogénio e dano oxidativo ao DNA com periodontite experimental (YAMAMOTO et al.,
2010).

Estudos anteriores também demonstraram que os niveis e 0 potencial antioxidante sdo
reduzidos tanto na gengiva quanto no soro de individuos com periodontite (CHAPPLE et al.,
2007). Isso foi replicado em modelos experimentais de DP, demonstrando uma reducéo na
Vitamina C (SANBE et al.,, 2009) e diminuicdo geral das defesas oxidativas gengivais
(TOMOFUJI etal., 2006), corroborandocom os achados do presente estudo, onde o nivel sérico
da Vitamina C, um importante antioxidante, esta diminuido em individuos que apresentam DP
(Figura 7).

Li e colaboradores (2019) avaliaram niveis de SOD e EROs em individuos saudaveis e
com DP, onde encontraram resultados semelhantes ao nosso estudo, onde a SOD (Figura 3)
estava diminuida nos individuos com DP, e as EROs (Figura 5) aumentadas, indicando que 0s

individuos com DP estavam sob EO.

CONCLUSOES

Nosso estudo fornece evidéncias de que, em individuos com DP ocorre a modulagéo do
EO, onde em um ambiente pré-inflamatério, como o de individuos com DP, 0 EO desempenha
sua acao, com a geracao de radicais livres e diminuicdo das defesas antioxidantes, deixando 0s

mesmos susceptiveis a inflamacdao sistémica.
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