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A ATUACAO DA SINALIZACAO PURINERGICA NA DOENCA PERIODONTAL

EMANOELY ANZILIERO LOPES "**, SILVIANE CUNICO CARNEIRO
FUCHTER?, EDUARDO AUGUSTO DE BRITO PRATES*, DEBORA TAVARES DE
RESENDE E SILVA®, SARAH FRANCO VIEIRA DE OLIVEIRA MACIEL?**

1 Introducao

A doenga periodontal (DP) ¢ uma doenca inflamatéria cronica, onde ¢ desencadeada
pelo acumulo do biofilme dental, depositada nos tecidos de suporte (periodonto) dos
elementos dentarios. O biofilme dental possui em sua composicdo um grande nimero de
bactérias, que sdo capazes de que causar danos na cavidade bucal. A DP estimula, por meio
do sistema imune, localmente ¢ em sitios distantes, concentracdes elevadas de citocinas e
proteinas pro-inflamatérias (PERES et al., 2019). Como um dos patégenos orais mais
estudados, a Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) tem um papel central no
desenvolvimento da DP, sendo apontada como a bactéria causadora da doenga e capaz de
driblar os mecanismos de defesa imune a fim de garantir sua sobrevivéncia no hospedeiro,
causando injarias ao periodonto (ALMEIDA-DA-SILVA et al., 2016).

Frente aos danos caudados pela DP na cavidade bucal e sua associagdo com doengas
sistémicas, o interesse em compreender a DP e seu mecanismo de acdo vem crescendo. Na
literatura, encontram-se estudos que relacionam a DP com o sistema inflamatorio, € mais
recentemente com o sistema purinérgico (YILMAZ, 2008). A sinalizagdo purinérgica refere-
se ao processo pelo qual purinas e pirimidinas extracelulares medeiam as respostas celulares,
apos a estimulacdo de receptores especificos. A presenga de receptores purinérgicos em

organismos multicelulares primitivos (FOUNTAIN; BURNSTOCK, 2009), combinada com

1' Graduanda em Medicina, Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Chapeco, Brasil. Contato:
emanoely.lopes@estudante.uffs.edu.br

2 Grupo de Pesquisa: Estudos Bioldgicos e Clinicos em Patologias Humanas

? Mestranda no Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal da Fronteira Sul,
campus Chapecd, Brasil.

* Graduando em Medicina, Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Chapeco, Brasil.

3 Professora Doutora em Medicina e Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal da Fronteira Sul, campus Chapecd, Brasil.

% Professora Doutora em Medicina e Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal da Fronteira Sul, campus Chapeco, Brasil. Orientadora.



EVENTO ON-LINE b e
18 A 21 DE OUTUBRO 2) FRONYEIRA SUL

ampla dispersdo de receptores purinérgicos em todos os tipos celulares, reflete seu papel
central em inimeros processos fisioldgicos e fisiopatologicos. Durante a inflamacao, células
estressadas ou infectadas podem liberar trifosfato de adenosina (ATP) para o meio
extracelular, que pode ser hidrolisado em adenosina por ectonucleotidases, como a
ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (CD39) e a 5'-nucleotidase (CD73)
(BURNSTOCK; KNIGHT, 2004).

2 Objetivos
Analisar a atividade das enzimas CD39 e CD73 em linfocitos, € os niveis séricos de

ATP em participantes com diagndstico de DP e em participantes saudaveis.

3 Metodologia

Foi realizado um estudo transversal com andlise quantitativa, onde foram avaliados
parametros do sistema purinérgico na DP em 82 individuos na cidade de Belmonte (Santa
Catarina, Brasil). O estudo incluiu participantes com e sem o diagndstico de DP, organizados
em trés grupos: participantes saudaveis (N= 25), gengivite (N= 25), periodontite (N= 32). Nas
amostras de linfécitos, foi analisado a atividade enzimatica de componentes do sistema
purinérgico (CD39 e CD73). No soro dos participantes foi avaliada as concentragdes de ATP
extracelular. Foi realizada coleta de 20 mL de sangue periférico de cada participante,
utilizando um tubo BD Vacutainer®. A atividade das enzimas CD39 e CD73 foi determinada
como descrito por Leal et al. (2005). A andlise quantitativa de ATP circulante foi realizada

por ensaio bioluminescente utilizando o ATP Determination Kit (Invitrogen).

4 Resultados e Discussao

Em linfocitos, a hidrélise de ATP (Figura 1A) foi diminuida em participantes com
periodontite, em compara¢ao com o grupo controle (p < 0,001), sendo essa diminui¢do mais
expressiva entre individuos com gengivite e periodontite (p < 0,0001). A figura 1B apresenta
a hidro6lise de ADP diminuida entre os grupos gengivite e periodontite (p < 0,01). A figura 1C
apresenta a diminui¢do da hidroélise de AMP entre os grupos com DP gengivite e periodontite

(p <0,01), e entre os grupos controle e periodontite (p < 0,0001).
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Altos niveis de ATP extracelular foram encontrados em pacientes com DP em
comparagdo ao grupo controle (Figura 1D). Percebemos também um aumento expressivo

conforme a progressao da DP.
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Figura 1. Hidrolise de ATP (A), ADP (B) e AMP (C) em linfocitos de individuos controle e com DP (gengivite e
periodontite). A atividade de CD39 foi medida pela hidrolise de ATP e ADP, enquanto a atividade de CD73 foi
medida pela hidrolise de AMP. Analise estatistica: ANOVA de uma via.

Niveis extracelulares de ATP (D) no soro de individuos controle e pacientes com DP. ATP extracelular foi
determinado como producdo de bioluminescéncia usando um sistema de reagdo luciferina-luciferase (emissao
maxima ~ 560 nm em pH 7,8) através de um kit comercial (Invitrogen®). Os dados foram expressos em nM de
ATP no soro.

Valores com de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. *(p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p <
0,001); **** (p < 0,0001).

A A

Componentes do sistema purinérgico, as enzimas CD39 e CD73 sdo as principais
metabolizadoras de nucleotideos, participando da regulacdo da inflamacdo e do sistema
imunoldgico. Devido a capacidade dessas enzimas de converter ATP em adenosina, elas sdo
capazes de mover as células imunologicas de um estado pré-inflamatdrio para um estado anti-
inflamatorio. Dependendo do contexto fisiopatologico em que estdo inseridas, essas enzimas
podem modular o significado de varias doengas, incluindo a DP (LEE et al., 2020).

Nossos resultados indicam uma reducdo significativa na hidrdlise de nucleotideos
realizada pelas enzimas CD39 e CD73 em linfocitos de pacientes com DP, em comparagdo
com individuos controle. A quantificacdo do ATP sérico demonstrou niveis aumentados em
pacientes com DP, desempenhando um papel pro-inflamatorio, atuando como um padrao
molecular associado ao dano (DAMP), devido as agressdes geradas pela P. gingivalis
(patogeno crucial na DP). O aumento do ATP extracelular favorece a descompensagdo do
sistema imunoldgico, com alta liberagdo de citocinas pré-inflamatérias para o meio

(BURNSTOCK; KNIGHT, 2018).
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5 Conclusao

Apesar de poucos trabalhos publicados envolvendo a DP e a quantificacdo dos
componentes do sistema purinérgico, o presente estudo demostrou que a DP ¢ inerentemente
sistémica, ndo se limitando ao periodonto, visto que as andlises em sangue periférico
demostraram alteragcdes consideraveis em relagdo as enzimas CD39 e CD73, ¢ nos niveis
sérios de ATP. Também foi observado que quanto maior a gravidade da DP, menor ¢ a

hidrolise de ATP e ADP pela CD39, e de AMP pela CD73, e maiores os niveis do eATP.
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