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RESUMO

A periodontite € uma doenca multifatorial provocada pela resposta imuno-
inflamatoria do hospedeiro frente a estimulos de diferentes bactérias. O estudo
objetivou correlacionar os parametros clinicos periodontais: profundidade de
sondagem (PS), indice de sangramento gengival (ISG), nivel de insercdo clinica
(NIC) com a expressdao g@énica relativa de Fas-L em cultura de células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de individuos com e sem periodontite
estimuladas in vitro com a proteina recombinante HmuY de Porphyromonas
gingivalis (Pg). As amostras de sangue foram coletadas em individuos que
procuraram os ambulatorios da FOUFBA e UEFS. Foram incluidos 16 individuos nos
grupos com periodontite (CP) e sem periodontite (SP). As CMSP foram cultivadas
por 48 horas utilizando-se células estimuladas com o HmuY. A correlacdo entre os
descritores clinicos periodontais e a expressédo génica de Fas-L foi analisada com o
coeficiente de correlacdo de Spearman. Houve diferencas estatisticamente
significantes nas correlacdes entre a expressao génica relativa de Fas-L por CMSP
sob estimulo de HmuY: ISG (r, = -0,867 e p=0,002) e PS24 (r, = -0,672 e p=0,047).
N&o houve diferengas na comparagao entre a expressédo génica e o NIC=3 (r,= -
0,583 e p=0,099) e o NIC=5 (r,= -0,393 e p=0,295). Nossos dados sugerem que a
expressdo génica relativa de Fas-L por CMSP sob estimulo de HmuY é
infrarregulada quando os parametros ISG e PS=4 aumentam, levando a um estado

inflamatorio crénico na medida em que o dano tecidual avanca.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontite; Porphyromonas gingivalis; PCR em Tempo Real.



ABSTRACT

Periodontitis is a multifactorial disease caused by the host's immune-inflammatory
response to stimuli from different bacteria. The study aimed to correlate the
periodontal clinical parameters: probing depth (PD), gingival bleeding index (GBI),
clinical attachment loss (CAL) with the relative gene expression of Fas-L in peripheral
blood mononuclear cell culture (PBMC) of individuals with periodontitis stimulated in
vitro with the recombinant protein HmuY from Porphyromonas gingivalis (Pg). Blood
samples were collected from individuals who came to the FOUFBA and UEFS
outpatient clinics. 16 individuals were included in the groups with (WP) and
nonperiodontitis (NP). PBMCs were cultured for 48 hours using cells stimulated with
the HmuY. The correlation between periodontal clinical descriptors and Fas-L gene
expression was analyzed using Spearman's correlation coefficient. There were
statistically significant differences in the correlation between the relative gene
expression of Fas-L by PBMC under HmuY stimulation: GBI (r2 = -0.867 and p =
0.002); and PD=24 (r2 = -0.672 and p = 0.047). There were no differences in the
comparison between gene expression and CAL=3 (r2 = -0.583 and p = 0.099) and
CAL=5 (r2 = -0.393 and p = 0.295). Our data suggest that the relative gene
expression of Fas-L by PBMC under HmuY stimulation is not regulated when the GBI
and PD=4 parameters increase, leading to a chronic inflammatory state as tissue

damage progresses.

KEYWORDS: Periodontitis; Porphyromonas gingivalis; Real-time PCR.



1. INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca multifatorial, caracterizada como uma inflamacao
cronica dos tecidos periodontais, onde o hospedeiro, fatores ambientais e
bacterianos possuem importante participacdo. E causada pela interacdo entre os
biofilmes supragengival, subgengival e a resposta inflamatéria do hospedeiro®=. O
correto diagndstico clinico das doencas periodontais esta diretamente relacionado a
presenca de sinais inflamatérios em reposta ao actimulo de biofilme®.

A inflamacéo dos tecidos periodontais pode ser avaliada pela presenca de
sangramento como um sinal claro e de facil avaliagdo. Os parametros clinicos que
compreendem medidas como profundidade de sondagem (PS), indice de
sangramento gengival (ISG) e nivel de insercdo clinica (NIC) sdo comumente
utilizadoas para avaliar e acompanhar o estado periodontal, permitindo um
diagnéstico preciso das doencas periodontais e auxiliar no planejamento do
tratamento™®.

Estudos sobre a patogénese das doencas periodontais sugerem que o inicio
da periodontite tem como fator desencadeador uma comunidade microbiana
sinérgica e disbidtica, e ndo apenas um grupo especifico de bactérias, 0s
“periodontopatégenos”. Bactérias encontradas em baixa quantidade na microbiota
tém efeito em toda comunidade e por serem componentes criticos para o
desenvolvimento da disbiose, sdo conhecidas como patégenos “pedra-chave™.

O exemplo mais auténtico, responsavel pelo inicio e progressdo da
periodontite, € Porphyromonas gingivalis, um bacilo Gram-negativo (G-) anaerodbio
estrito, da familia Bacteroidacea®’®. Esta bactéria expressa diversos fatores de

viruléncia como proteinas da capsula, lipopolissacarideo (LPS), fimbrias e proteinas



da membrana externa, como as gingipainas ligadas e secretadas, podendo
determinar uma grande imunogenicidade ao estimular mecanismo da imunidade
inata e adaptativa, tanto na resposta imune humoral quanto na resposta imune
celular do hospedeiro®.

Porphyromonas gingivalis possui a capacidade de invadir localmente os
tecidos periodontais e evadir os mecanismos de defesa do hospedeiro, captando
nutrientes no ambiente, favorecendo assim, sua sobrevivéncia, proliferacdo e
infeccdo, sendo o ferro um dos nutrientes essenciais para o0 seu desenvolvimento,
encontrado em maior quantidade no hospedeiro na forma de hemina®®**.

Essa bactéria adquire heme das proteinas do hospedeiro através da
protedlise e transporta o0 heme para a célula bacteriana usando receptores de
membrana externa. Atraves de um sistema de captacdo de heme, P. gingivalis utiliza
a proteina HmuY. Esta proteina é um fator virulento, mas também pode ser
antigénica e imunogénica*®**.

Destarte, 0s mecanismos responsaveis pela progressdao da doenca
periodontal permanecem incompreensiveis®. Estudos sugeriram que a apoptose
pode ser um mecanismo envolvido com a progressdo da periodontite. Conhecida
como "morte celular programada", a apoptose desempenha um papel significante na
regulacdo da resposta imune do hospedeiro, podendo ser modulada por diversos
estimulos, incluindo citocinas, infeccbes bacterianas e virais, células imunes e
mudancas nos fatores de crescimento, nutrientes e matriz extracelular®®.

A apoptose pode ser induzida por receptores de superficie celular, tais como
Fas e receptores do Fator de Necrose Tumoral-1 (TNFR-1) (via extrinseca) ou por

varios agentes genotoxicos, insultos metabdlicos ou sequéncias transcricionais (via

intrinseca). A ativacdo sequencial de caspases, desempenha um papel central na



fase de execucao da apoptose. A via extrinseca pode ignorar a etapa mitocondrial e
ativar diretamente a caspase-8, que leva a ativacdo da caspase-3 e destruicdo
celular. Uma das vias apoptoticas mais bem definidas é mediada pelo complexo de
receptores de morte Fas e Fas-Ligante (Fas-L)'"*8,

Fas-L (CD95-L) é uma proteina de membrana do tipo Il dentro da superfamilia
dos receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNF). Esta molécula envolve e
trimeriza o receptor de morte Fas (CD95) nas superficies celulares para iniciar a via
apoptotica extrinseca. Sendo assim, em resposta a muitos patdégenos bacterianos, o
hospedeiro responde desencadeando a morte celular dependente de Fas-L como
uma resposta inflamatéria do sistema imune inato™°.

No periodonto, a expressdo de genes associados a apoptose é aumentada
guando o tecido gengival saudavel é exposto a bactérias periodontais patogénicas.
Portanto, Fas e Fas-L s&o associados a periodontite°.

Assim sendo, este trabalho objetiva correlacionar os parametros clinicos
periodontais: profundidade de sondagem (PS), indice de sangramento gengival
(ISG) e nivel de insercdo clinica (NIC) com a expressdo génica relativa de Fas-
Ligante (Fas-L) em cultura de células mononucleares de sangue periférico (CMSP)
de individuos com periodontite estimuladas in vitro com a proteina recombinante

HmuY de Porphyromonas gingivalis (Pg).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. SELECAO DOS PARTICIPANTES

O presente estudo foi realizado com 16 voluntarios, sendo 08 portadores de
periodontite (CP) e 08 sem a doenca (SP), para a avaliagcdo da expressao génica
relativa de Fas-Ligante, induzida por HmuY de Porphyromonas gingivalis, com
idades acima de 18 anos e de ambos 0s sexos, que procuraram 0s ambulatorios da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) e da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) para tratamento. Foram
examinados de acordo com os descritores clinicos periodontais: profundidade de
sondagem (PS), indice de sangramento gengival (ISG) e nivel de insercao clinica
(NIC) e aqueles que apresentaram 4 ou mais dentes com um ou mais sitios com
profundidade de sondagem maior ou igual a 4 mm, perda de insercao clinica maior
ou igual a 3 mm no mesmo sitio em pelo menos 2 dentes e presenca de
sangramento ao estimulo compuseram o grupo teste?.

Os critérios de ndo inclusdo avaliados pela anamnese (APENDICE A) e
considerados para este estudo foram: diabetes, hipertensédo, doengas autoimunes,
doencas reumaticas, gestacdo atual, tratamento periodontal anterior, tabagismo
atual ou anterior, uso de antibiéticos e anti-inflamatérios, respectivamente, nos trés
meses anteriores a coleta.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Estadual de Feira de Santana (CAAE n.° 0203.0.059.000-11) (ANEXO A). Os

participantes receberam as devidas informacdes sobre a pesquisa, e posteriormente,
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foram preenchidos os formularios para obtencdo e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, permanecendo uma cOpia com 0S mesmos.

2.2. EXAME CLINICO PERIODONTAL

A avaliacdo da condicdo periodontal foi realizada por um Unico examinador
devidamente calibrado (P.C.C.F.) (Coeficiente Kappa para concordancia intra-
examinador = 0,932) utilizando como referéncia os descritores clinicos
periodontais®. O registro foi realizado na ficha de periograma formulada para o
presente estudo (APENDICE B). O examinador estava cego para a condi¢cdo dos

participantes no momento da avaliacéo clinica periodontal.

2.3. DESCRITORES CLINICOS PERIODONTAIS

2.3.1. Profundidade de sondagem de sulco/bolsa (PS)

A profundidade de sondagem foi registrada em 6 locais para cada dente?, e
consiste em quatro medidas proximais (angulos mésio-vestibular, mésio-lingual,
disto-vestibular e disto-lingual), uma medida na regido meédio-vestibular e uma
medida na regido médio-lingual.

As medidas foram feitas com sonda milimetrada do tipo Williams da marca
Trinity® (Trinity Industria e Comércio Ltda., Jaragua, Sao Paulo, Brasil). A
profundidade de sondagem foi registrada em cada local significando a distancia da

margem gengival a extensao mais apical de penetracdo da sonda.
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2.3.2. Indice de sangramento gengival (ISG)

Para avaliar a condicdo gengival foi utilizado como parametro o indice de
Sangramento?*, usando o critério da presenca de sangramento apés a sondagem.

Aproveitando a oportunidade da obtenc&o dos registros de profundidade de
sondagem de sulco/bolsa e ap0s a secagem das superficies dentarias e medicdo da
profundidade de sondagem de sulco/bolsa, observou-se depois de passados 10
segundos a presenca ou ndo de sangramento apds a remoc¢ao da sonda milimetrada
da bolsa ou sulco. Quando foi observado sangramento subsequente a sondagem em
determinada face, o registro foi feito no periograma. A proporcdo de faces
sangrantes em relacdo ao total de faces examinadas foi calculada, determinando

assim o indice de sangramento para cada individuo.

2.3.3. Nivel de insercdao clinica (NIC)

A medida de insercéo clinica foi obtida através da somatéria dos valores da
profundidade de sondagem de sulco/bolsa e medidas de recessdo ou hiperplasia
gengivais®. No caso de uma recessdo, o nivel de insercéo clinica foi a soma dos
valores de profundidade de bolsa e da medida de recessdo. No caso de uma
hiperplasia gengival, a somatoéria do valor positivo da profundidade de bolsa com o
valor negativo dado a hiperplasia, ou seja, na pratica representou a subtracdo do
valor da hiperplasia daquele atribuido a profundidade de sondagem de bolsa.
Finalmente, seis medidas de nivel de insercdo clinica foram obtidas: meésio-
vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, disto-lingual, médio-lingual e mésio-

lingual.
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2.4. PREPARACAO DO ANTIGENO

2.4.1. Obtencado de Hmuy de P. gingivalis

O polipeptideo HmuY de P. gingivalis sem os primeiros 25 residuos de
aminoacidos (NCBI accession no. CAM 31898) foi sobre-expresso usando o
plasmideo pHmuY11 em células de Escherichia coli ER2566 (New England Biolabs,
Ipswich, Massachusetts, EUA), posteriormente purificado a partir de uma fracéo
soltvel de E. coli lisada como anteriormente descrito™®. Endotoxinas contaminantes
foram removidas das amostras de HmuY utilizando colunas de remocédo de
endotoxina Detoxi-Gel (Thermo Scientific, Rockford, lllinois, EUA). O peptideo foi
cedido pelo Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Biotecnologia da
Universidade de Wroclaw, Polénia. HmuY foi preparado para utilizagdo na

concentracgéo final de 2,5 pg/mL.

2.5. COLETA DE SANGUE

O sangue dos individuos foi coletado em um volume de 20 mL, por puncao

venosa na fossa ante-cubital com tubo a vacuo estéril (BD-SP) com Heparina.

2.6. SEPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE

PERIFERICO (CMSP) E CULTURA CELULAR

As células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas de

amostras de sangue periférico e purificadas por centrifugacdo em gradiente de
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densidade utilizando ficoll-hipaque de acordo com instrucdo do fabricante (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA). Todas as células foram lavadas duas vezes
em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (LGC Biotecnologia, Cotia, S&o
Paulo, Brasil) e as CMSP foram cultivadas em placas de 24 pocos (10° células/poco)
em RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (proteinas do complemento inativadas
por calor) e 1% de solucdo com antibidtico/antimicotico (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA). Todas as culturas cresceram por 48 horas a 37°C sob 5% de CO;
em condi¢cdes de umidade. As células foram incubadas com 5 pg/mL do mitégeno
pokeweed (PWM) como controle positivo, 2,5 pg/mL de HmuY, ou na auséncia de
antigenos (células). Apdés a cultura, as células e os sobrenadantes foram

criopreservados em freezer -70°C para uso posterior.

2.7. EXTRACAO DE RNA TOTAL, SINTESE DE CDNA E TECNICA DE PCR

EM TEMPO REAL (CUSTOM HUMAN RT2 PROFILER™ PCR ARRAY)

O RNA total foi extraido de todas as amostras da cultura de CMSP, utilizando
o RNeasy Mini Kit da QIAGEN (numero de catalogo: 74104). O RNA obtido foi
imediatamente convertido em DNA complementar (cDNA).

A partir de 1 pg de RNA total foi confeccionada a fita de cDNA por transcrigéo
reversa (RT2 First Strand Kit - SABioscience (cod. C03)). Inicialmente foram
adicionados a amostra de RNA, 2 pl do GE (5X gDNA Elimination Buffer) e o volume
final da reacdo foi ajustado para 10 pul com agua livre de RNAse. A amostra foi
submetida ao termociclador (QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System 384-
well block (Applied Biosystems)) a 42°C durante 15 minutos e imediatamente apos

esse periodo foi adicionado a essa amostra um coquetel, previamente preparado,
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contendo 4 ul do tampédo BC3 (5X RT Buffer 3), 1 ul do P2 (Primer and External
Control Mix), 2 pl do RE3 (RT Enzyme Mix 3) e 3 pl de agua livre de RNAse, que foi
aguecida a 95°C por 5 minutos. Ao final desta reacdo o cDNA foi diluido com 91 ul
de agua e estocado a -20°C até o momento do uso.

Apo6s a amplificacdo das amostras, os calculos da expressao diferencial foram
realizados por um programa especifico de andlise de dados online (RT? Profiler PCR
Array data analysis SuperArray - SABIiosciences). Os genes que apresentaram
valores de ciclo threshold (Ct) acima de 35 foram considerados ndo expressos. A
normalizacdo e quantificacdo relativa da expressdo génica foram realizadas pelo
método de 2-AACT. Desta forma os dados foram representados como diferenca (fold
regulation) na expressao génica. O software identificou o gene referéncia mais
estavelmente expresso para normalizacdo dos dados. Dos 42 genes analisados em
trabalho anterior®®, foi selecionado o gene Fas-Ligante para as andlises de
correlagcdo com os parametros clinicos periodontais por apresentar infrarregulacéo

no grupo com periodontite e diferenca estatisticamente significante (p<0,01).

2.8. ANALISE DOS DADOS

Para a expressao génica, as analises estatisticas foram realizadas utilizando
um software online de andlise de dados (RT? Profiler PCR Array data analysis -
SABiosciences). O programa realizou todos os calculos de diferenca de expressao
baseado no AACt.

A comparacao dos niveis de expressao génica de Fas-L entre os individuos
com e sem periodontite foi realizada com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para correlacionar a expressao génica com os descritores clinicos periodontais foi

16



empregado o Coeficiente de Correlacdo de Spearman. Os dados foram analisados
no programa estatistico SPSS 22.0 (Statistical Package for Social Science, USA) e

foi considerado como estatisticamente significante o valor de p<0,05.
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3. RESULTADOS

Participaram do presente estudo 16 individuos, de acordo com os critérios de
incluséo, retirando 0s que se recusaram e 0s que nao atenderam os critérios de néao
incluséo. O grupo com periodontite (CP) foi composto por 08 participantes, e o grupo
sem periodontite (SP) foi composto, também, por 08 participantes. A média de idade
dos participantes do grupo CP foi de 43,88 anos = 13,9 anos, enquanto que a do
grupo SP foi de 36,63 anos = 10,8 anos, com limite minimo de 18 anos e maximo de
57 anos em ambos 0s grupos. Com relacdo ao sexo dos voluntarios, 6 (75%) eram
do sexo feminino e 2 (25%) eram do sexo masculino, entre os participantes de
ambos os grupos. Nado houve diferenca estatisticamente significante na média da
idade (p=0,223) e na proporcao de individuos dos sexos masculino ou feminino
(p=1,000) entre os dois grupos, demonstrando que ambos foram homogéneos no
gue diz respeito a estas duas covariaveis (Tabela 1).

Em relacdo aos aspectos relacionados a condicdo periodontal, houve
diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos em todos os descritores

clinicos avaliados.

Tabela 1. Achados clinicos de individuos sem periodontite (SP) e com diagnéstico de periodontite

(CP).
GRUPO SP GRUPO CP p*
n=8 n=8
Numero de
Homens/Mulheres 2/6 2/6 1,000

18



Idade (anos) (Média = DP) 36,63 +£10,8 43,38+ 13,9 0,223

Numero de Dentes (Média +

DP) 20,13+6,2 20,31 +6,5 0,983
% ISG (Média = DP) 11,49+ 8,78 46,23 + 14,43 0,001
% PS 2 4 (Média £ DP) 1,01 +1,55 16,33+ 11,44 0,000
% NIC 2 3 (Média = DP) 20,40 + 14,03 61,87 +17,34 0,001
% NIC 2 5 (Média = DP) 0,45+ 1,27 23,26 + 16,72 0,000

DP - Desvio Padréo, ISG - indice de Sangramento Gengival, PS - Profundidade de Sondagem, NIC -

Nivel de Insercao Clinica.

3.1. CORRELACAO ENTRE DESCRITORES CLINICOS PERIODONTAIS E

A EXPRESSAO GENICA DE FAS-LIGANTE (FAS-L)

Na correlacdo entre o descritor clinico periodontal indice de sangramento
gengival e a expressdo de Fas-L € possivel observar infrarregulacdo e diferenca
estatisticamente significante (r,=-0,867 e p=0,002) (Figura 1), assim como nha
correlacdo entre o descrito clinico profundidade de sondagem maior ou igual a 4 mm
e a expressao de Fas-L (r, = -0,672 e p=0,047) (Figura 2). Entretanto, na correlacéo
entre o descritor clinico NIC maior ou igual a 3 mm e a expressao de Fas-L observa-
se uma infrarregulacdo, porém sem diferenca estatisticamente significante (r,=-0,583

e p=0,099) (Figura 3), resultado também observado na correlagdo entre o descritor
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clinico NIC maior ou igual a 5 mm e a expressao génica de Fas-Ligante (r, = -0,393

e p=0,295) (Figura 4).
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4. DISCUSSAO

O presente estudo encontrou correlacédo entre o mediador de apoptose (Fas-
L) e descritores clinicos periodontais, reafirmando que a apoptose realmente
desempenha um papel na periodontite, sendo um importante evento bioldgico nesse

15,26

contexto patogénico A via extrinseca (Fas/Fas-L) é mais relevante para

apoptose celular associada ao periodonto, causada pela exposicdo a patégenos
periodontais®®?’.

Nossos resultados demonstram infrarregulacdo na expressdo de Fas-L, sob
estimulo de HmuY, em individuos com maior ISG e maior PS. Estes parametros
clinicos periodontais indicam inflamacao, logo menos apoptose de CMSP mediada
por Fas-L esta associada a maior inflamacéo tecidual. Esse resultado corrobora com
estudo anterior que identificou que o mRNA do Fas-L foi pouco expresso nos
linfécitos das lesdes e nos tecidos periodontais, e que as lesBes periodontais
cronicas sao caracterizadas pela persisténcia de células inflamatérias nos tecidos
conjuntivos gengival e periodontal®®.

Em oposigéo, analises da expressdo de Fas-L no fluido crevicular gengival
correlacionam positivamente esse biomarcador apoptotico e destruicdo periodontal

na periodontite?®3016

, onde observou-se significAncia estatistica para correlacdo
positiva de Fas-L com NIC, com ISG, e tendéncia de significancia com PS3*®. No
entanto, no soro, embora presente, nenhuma diferenca significativa para Fas-L foi
observada entre grupos com e sem periodontite®>2,

Sugere-se que as diferencas encontradas sejam em funcéo do estimulo com
HmuY de Porphyromonas gingivalis. HmuY desempenha um papel na patogénese

da periodontite, possivelmente reduzindo ou retardando a apoptose, permitindo que
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células inflamatoérias perdurem no tecido periodontal, com consequente progressao
da destruicdo tecidual local®®*.

Estudos anteriores®?33

mostram que a proteina HmuY de P. gingivalis pode
atuar no processo de morte celular. As CMSP cultivadas com essa proteina parecem
ser incapazes de concluir o processo de apoptose, resultando em morte pela
liberacdo de material celular inflamatério no microambiente, como a necrose,
podendo prolongar o processo de destruicdo no tecido.

Além disso, a supressdo da via da morte pode facilitar a proliferacdo de
patégenos intracelulares®’, como a P. gingivalis, que é capaz de invadir células e
tecidos**, evitando a vigilancia imunolégica.

Entretanto, € necessario ressaltar que estes achados refletem uma resposta a
uma proteina individual, a partir de uma analise in vitro, representando apenas um
aspecto dos mecanismos desencadeados quando da interacdo patdgeno-
hospedeiro. Além da proteina HmuY, a bactéria libera diversas outras moléculas no
microambiente, que podem desencadear mecanismos diversos, inclusive
antagonicos, como o LPS, que parece levar a suprarregulacdo na expressao de Fas-
L em camundongos com periodontite®. O contato de células epiteliais humanas com
0 extrato de P. gingivalis, contendo diversas moléculas somaticas e secretadas,
também levou a uma suprarregulacdo na expressao de Fas-L*.

Outro achado interessante do presente estudo foi a infrarregulagdo na
expressao génica relativa de Fas-L sob estimulo de HmuY em individuos com maior
NIC, embora o estudo de correlacdo néo tenha apresentado significancia estatistica.
Isto pode ser devido ao fato deste parametro clinico periodontal representar uma

sequela de destruicdo tecidual provocada pela doenca e ndo a presenca de
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inflamacéo, indicando que os mecanismos relacionados a apoptose poderiam nao
necessariamente estar ocorrendo em todos os sitios com perda de insercao.

Salienta-se que, embora tenha sido executado com um delineamento
rigoroso, garantindo validade interna, o método proposto demanda um custo
bastante elevado, o que repercute na diminuicdo do tamanho da amostra. Sendo
assim, estudos com maior numero de participantes para avaliar o papel da proteina
HmuY de P. gingivalis s&o requeridos para possibilitar outras percepc¢des sobre a
imunopatogénese da periodontite. Ademais, as células mononucleares de sangue
periférico utilizadas no trabalho ndo compreendem o ambiente da periodontite, onde
as células locais nos tecidos periodontais exercem um papel importante.

Sugere-se que a proteina HmuY de P. gingivalis afeta ou retarda o processo
de morte celular por apoptose por infrarregulacdo do mRNA para Fas-L que inicia a
via de sinalizacdo extrinseca na periodontite. Por conseguinte, esta infrarregulacdo
mediante a inibicdo da morte celular por apoptose pode propiciar a infec¢cdo de
células hospedeiras por P. gingivalis, o que produz um mecanismo de escape do

sistema imunoldgico do hospedeiro®.
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5. CONCLUSAO

Sob estimulo de HmuY, observa-se infrarregulacéo entre a expressao génica
relativa de Fas-L e os parametros clinicos periodontais estudados, com significancia
estatistica para o indice de sangramento gengival e profundidade de sondagem,
mas nao para nivel de insercao clinica. Sugere-se a partir desses dados, que a
proteina HmuY de Porphyromonas gingivalis pode favorecer a sobrevivéncia das
células mononucleares do sangue periférico, através da auséncia ou retardo no
processo de morte celular por apoptose via Fas/Fas-L, o que pode contribuir para o

estado cronico da doenca periodontal.
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ANEXOS
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Av. Universitaria, S/N - Modulo I = 44.031-460 - Feira de Santana-BA
Fone: (75) 81618067  Fax: (75) 2248019 E-mail: cep.uefs@yahoo.com.br
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Senhor (a) Pesquisador (a): Prof. Soraya Castro Trindade
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Suieitos da pesquisa conforme orienta o Cap. IX.2, alinea a - Res. 196/96.
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orienta a Res. 196/96, Cap. IX.2, alinea b.

Relembro que conforme instrui a Res. 196/96, Cap. IX.2, alinea c, Vossa
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desenvolvimento dos trabalhos e, em tempo oportuno, um ano (29/06/2013) este
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]| Prof* Maria Angela Alves do Nascimento
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ser consultada a lista “Descritores em Ciéncias de Saude - DECS”, da BIREME. NUumero de palavras-chave:
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maximo 6.

Terceira pagina (pdgina 3):

- Abstract e Keywords: copia precisa e adequada do resumo e palavras-chave em Inglés. Devera ser
consultada a lista “Medical subject headings”. Disponivel em www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html.
NUmero de Keywords: maximo 6.

Quarta e demais paginas (pagina 4 e demais):

- Introducgdo: ¢ o sumario dos objetivos do estudo, de forma concisa, citando as referéncias mais pertinentes.
Também deve apresentar as hipoteses em estudo e a justificativa do trabalho.

- Material e Métodos: devem ser apresentados com suficientes detalhes que permitam confirmacgédo das
observag0Oes encontradas, indicando os testes estatisticos utilizados , quando existirem.

- Resultados: as informacoes importantes do trabalho devem ser enfatizadas e apresentadas em seqténcia
I6gica no texto, nas figuras e tabelas, citando os testes estatisticos. As tabelas e figuras devem ser numeradas
(algarismo arabico) e citadas durante a descricdo do texto. Cada tabela deve conter sua respectiva legenda,
citada acima, em espaco duplo, em pagina separada, no final do artigo depois das referéncias. As figuras
também devem estar localizadas em péaginas separadas, no final do texto, porém, as legendas devem estar
localizadas a baixo.

- Discussdo: os resultados devem ser comparados com outros trabalhos descritos na literatura, onde também
podem ser feitas as consideragdes finais do trabalho.

- Conclusao: deve responder: objetivamente aos questionamentos propostos.

- Agradecimentos (quando houver): apoio financeiro de agéncias governamentais, assisténcias técnicas,
laboratdrios, empresas e colegas participantes.

- Referéncias Bibliograficas:Essa segdo sera elaborada de acordo com as Normas Vancouver (disponiveis
em: www.icmje.org), devendo ser numeradas seqiiencialmente conforme aparigao no texto. E, as
abreviagoes das revistas devem estar em conformidade com o Index Medicus/ MEDLINE.

Todos os autores da obra devem ser mencionados.
Exemplos — Normas Vancouver:

Artigo de Revista:
1. Lima RC, Escobar M, Wanderley Neto J, Torres LD, Elias DO, Mendonga JT et al. Revascularizagdao do
miocardio sem circulagdo extracorpdrea: resultados imediatos. Rev Bras Cir Cardiovasc 1993; 8: 171-176.

Instituicdo como Autor:

1. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing. Safety and performance
guidelines. Med J Aust 1996; 116:41-42.

Sem indicagao de autoria:

1. Cancer in South Africa. [editorial]. S Af Med ] 1994; 84-85.

Capitulo de Livro:

1. Mylek WY. Endothelium and its properties. In: Clark BL Jr, editor. New frontiers in surgery. New York:
McGraw-Hill; 1998. p.55-64.

Livro:

1. Nunes EJ, Gomes SC. Cirurgia das cardiopatias congénitas. 2a ed. Sdo Paulo: Sarvier; 1961. p.701.

Tese:

1. Brasil LA. Uso da metilprednisolona como inibidor da resposta inflamatdria sistémica induzida pela circulacédo
extracorporea [Tese de doutorado]. S&o Paulo: Universidade Federal de S3o Paulo, Escola Paulista de Medicina,
1999. 122p.

Eventos:

1. Silva JH. Preparo intestinal transoperatorio. In: 45° Congresso Brasileiro de Atualizacdo em Coloproctologia;
1995; Sao Paulo. Anais. S3o Paulo: Sociedade Brasileira de Coloproctologia; 1995. p.27-9.

1. Minna JD. Recent advances for potential clinical importance in the biology of lung cancer. In: Annual Meeting
of the American Medical Association for Cancer Research; 1984 Sep 6-10. Proceedings. Toronto: AMA;
1984;25:293-4.

Material eletronico:

Artigo de revista:

1. Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial online] 1995 Jan-Mar
[cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Disponivel em: URL: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm
Livros:
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1. Tichenor WS. Sinusitis: treatment plan that works for asthma and allergies too [monograph online]. New
York: Health On the Net Foundation; 1996. [cited 1999 May 27]. Disponivel em : URL: http://www.sinuses.com
Capitulo de livro:

1. Tichenor WS. Persistent sinusitis after surgery. In: Tichenor WS. Sinusitis: treatment plan that works for
asthma and allergies too [monograph online]. New York: Health On the Net Foundation; 1996. [cited 1999 May
27]. Disponivel em: URL: http://www.sinuses.com/postsurg.htm

Tese:

1. Lourenco LG. Relagdo entre a contagem de microdensidade vasal tumoral e o progndstico do
adenocarcinoma gastrico operado [tese online]. Sdo Paulo: Universidade Federal de Sdo Paulo; 1999. [citado
1999 Jun 10]. Disponivel em: URL:http://www.epm.br/cirurgia/gastro/laercio

Eventos:

1. Barata RB. Epidemiologia no século XXI: perspectivas para o Brasil. In: 4° Congresso Brasileiro de
Epidemiologia [online].; 1998 Ago 1-5; Rio de Janeiro. Anais eletronicos. Rio de Janeiro: ABRASCO; 1998.
[citado 1999 Jan 17]. Disponivel em: URL: http://www.abrasco.com.br/epirio98

Informacdes adicionais podem ser obtidas no sequinte endereco

eletrénico: http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

- Citacoes no texto:Ao longo do texto, deve ser empregado o sistema autor-data. Segundo as

normas Vancouver, apenas a primeira letra do sobrenome do autor é grafada em maiuscula, sendo o ano da
publicacdo apresentado entre parénteses. Trabalhos com até dois autores, tem ambos os sobrenomes
mencionados no texto, separados por “&”. Trabalhos com trés ou mais autores, terdo ao longo do texto
mencionado apenas o primeiro seguido da expressao “et al”.

Se um determinado conceito for suportado por varios estudos, para a citacdo desses, devera ser empregada a
ordem cronoldgica das publicacGes. Nesse caso, o ano de publicacdo é separado do autor por virgula (*,”) e as

W,

diferentes publicagdes separadas entre si por ponto e virgula (%;

- Figuras e Tabelas

As tabelas e figuras deverdo ser apresentadas em folhas separadas apos a secgdo: Referéncias
Bibliogréaficas (uma tabela/figura por folha com a sua respectiva legenda).

Figuras em formato digital (arquivo JPG ou TIFF): Resolucdo de 300 DPIs.

As imagens serdo publicadas em preto e branco. Caso haja interesse dos autores ha possibilidade de
impressdo colorida das imagens, havendo custo adicional de responsabilidade dos autores.
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ANEXO C - ARTIGOS REFERENCIADOS

Artigos em anexo.



