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RESUMO

O periodonto quando acometido por alteracfes patoldgicas pode desenvolver
varias doencas. Dentre essas, as mais comuns sdo a gengivite e a periodontite. A
gengivite em seu estagio inicial causara inflamacdo no epitélio gengival, e quando
houver progressdo para o tecido conjuntivo causara a periodontite, que pode levar a
perda de insercdo e progressiva destruicdo 0ssea. Essas doencas podem estar associadas
inicialmente com o acimulo de biofilme, mas também por colonizacdes de patégenos
relativamente definidos de microrganismos, além de envolver a resposta inflamatoria do
sistema imune do individuo. A sua persisténcia levara a resposta imune adaptativa e a
producéo e liberacdo de algumas Inter leucinas e quimiocinas que irdo colaborar para o
inicio da ativacdo da resposta imune local. A IL-8 é uma quimiocinas importante para
atrair neutrofilos para o local da agressdo e as citocinas, IL-1p e IL-6 sdo citocinas
fundamentais na formacao do processo inflamatério local, pois ambas citocinas parecem
ter efeitos diretos ou indiretamente na osteoclastogénese. Avaliar os niveis de IL-8, IL-
1B e IL-6 em fluido do sulco gengival de pacientes com e sem doenca periodontal. Este
estudo foi constituido por 69 pacientes, onde obteve-se amostras de Fluido Crevicular
Gengival (FCG) para compor 3 grupos: controle (n=20), gengivite (G) (n=20) e
periodontite cronica (PC) (n=29). A IL-8, IL- 1B e IL-6 foram dosadas utilizando-se a
técnica de Cytometric Bead Array (CBA) (BD Biosciences, EUA), conforme instructes
do fabricante. Os resultados foram considerados significativos quando o p<0,05. Os
niveis de IL-6 e IL-1B foi significativamente maior no grupo PC e gengivite quando
comparada com o grupo controle (KW p=0.0018; KW p<0.0001, respectivamente). N&o
houve diferenca na concentracdo de IL-8 (KW p=0.3427). Ao compararmos apenas 0
grupo de periodontite cronica e o grupo de gengivite observou-se que ndo houve
diferenca na concentragdo das citocinas IL-6 (MW p=0.8726) e IL-8 (MW, p=0.1588),
porém a IL-13 (KW p=0.0076) foi significativamente maior no 1. Diante dos resultados
e das limitagdes do presente estudo, conclui-se que IL-1p e IL-6 podem estar envolvidos
nas diferentes fases das doencas periodontais, seja na tentativa de evitar danos
adicionais ou exacerba-los, porém mais estudos sdo necessarios para confirmar nossos

achados e esclarecer o papel destas e outras moléculas.
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ABSTRACT

The periodontium when affected by pathological alterations can develop several
diseases. Among these, the most common are gingivitis and periodontitis. Gingivitis in
its early stage will cause inflammation in the gingival epithelium, and when there is
progression to the connective tissue it will cause periodontitis, which can lead to loss of
insertion and progressive bone destruction. These diseases may be associated initially
with biofilm accumulation, but also by colonizations of relatively defined pathogens of
microorganisms, as well as involving the inflammatory response of the individual's
immune system. Its persistence will lead to the adaptive immune response and the
production and release of some Interleukins and chemokines that will collaborate to
initiate the activation of the local immune response. IL-8 is an important chemokine to
attract neutrophils to the site of aggression, and cytokines, IL-1p and IL-6 are key
cytokines in the formation of the local inflammatory process, since both cytokines
appear to have direct or indirect effects on osteoclastogenesis. To assess the levels of
IL-8, IL-1p and IL-6 in gingival sulcus fluid of patients with and without periodontal
disease. This study consisted of 69 patients, where Gingival Crevicular Fluid (GG)
samples were obtained to compose three groups: control (n = 20), gingivitis (G) (n = 20)
and chronic periodontitis 29). IL-8, IL-1p and IL-6 were measured using the Cytometric
Bead Array (CBA) technique (BD Biosciences, USA), according to the manufacturer's
instructions. The results were considered significant when p <0.05. The levels of I1L-6
and IL-1p were significantly higher in the PC group and gingivitis when compared to
the control group (KWp = 0.0018; KW p <0.0001, respectively). There was no
difference in IL-8 concentration (KW p = 0.3427). When comparing only the chronic
periodontitis group and the gingivitis group, it was observed that there was no
difference in the concentration of IL-6 cytokines (MW p = 0.8726) and IL-8 (MW, p =
0.1588), but IL- B (KW p = 0.0076) was significantly higher in 1. Given the results and
limitations of the present study, we conclude that IL-1p and IL-6 may be involved in the
different phases of periodontal diseases, whether in an attempt to avoid additional
damage or exacerbation, but more studies are needed to confirm our findings and clarify

the role of these and other molecules.

Palavras-chave: Gingivitis; Periodontitis, Chemokines; IL-8; Cytokines; IL-6
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1. INTRODUCAO

O periodonto compreende as estruturas de suporte e protecdo do elemento dental
(gengiva, ligamento periodontal, cemento e o0sso alveolar), as quais podem ser
acometidas por condicbes patologicas denominadas Doencas Periodontais (TENG,
2003; DIAS, PIOL, ALMEIDA, 2006), que sao processos inflamatorios crénicos (DA
SILVA et al., 2015) que afeta quase 90% da populacdo (PIHLSTROM, TABAK, 2005).

As doengas periodontais sdo classificadas em doencas gengivais, periodontite
crbnica e agressiva, periodontite como manifestacdo de doencas sistémicas, doencas
periodontais necrosantes, abscessos do periodonto, periodontites associadas a lesfes
endododnticas, e deformidades e condicbes de desenvolvimento ou adquiridas
(ARMITAGE, 1999). Dentre estas, existem duas mais comuns: a gengivite e a
periodontite, sendo esta ultima classificada em cronica ou agressiva (CEKICI et al.,
2014).

A gengivite é uma inflamacdo da gengiva caracterizada por vermelhiddo e
tumefacdo gengival e aumento do sangramento dos tecidos moles ao redor dos dentes
(LINDHE, 2014). Nao ha envolvimento dos tecidos de suporte, como 0sso alveolar e
ligamento periodontal, portanto sem haver perda déssea e destruicdo tecidual (BECK,
JUNIOR ARBES, 2006).

Nas periodontites ocorre perda de insercdo e destruicdo Ossea progressiva
(FLEMMIG, 1999). A periodontite crénica € uma doenca de progressdo lenta
(BROWN, LOE, 1993) caracterizada por alteracdes de textura e volume da gengiva,
sangramento a sondagem; aumento da profundidade de sondagem; perda de insercéo;
recessdo gengival; perda 6ssea; aumento da mobilidade dentéria; e eventual perda do
dente; e pode ser localizada, quando menos de 30% dos dentes sdo afetados; e
generalizada, quando ultrapassa esse limite (LINDHE, 2014).

A periodontite agressiva (PA) é uma doenca de progressdo rapida, altamente
destrutiva (ARMITAGE, 1999), caracterizada por intensa destruicdo dos tecidos
periodontais de suporte e com predilecdo por individuos jovens e pelos dentes primeiros
molares e incisivos (ARMITAGE, 1999; LINDHE, 2014).

A perda 0Ossea alveolar € uma das mais importantes manifestaces clinicas da
periodontite. A principal via de inducdo de reabsorcdo Ossea € a via RANK-RANKL
(KONG et al., 1999). Quando o ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa B

(RANKL), citocina chave da osteoclastogénese, se liga ao receptor ativador do fator



nuclear Kappa B (RANK) na superficie de precursores de osteoclastos, estes se
diferenciam em osteoclastos, 0s quais promovem reabsorcao 6ssea (KONG et al., 1999).
A osteoclastogénese € regulada pelos osteoblastos através da producdo do RANKL e da
ospetoprotegerina (OPG) (BAUM, GRAVALLESE, 2014).

As doencas periodontais estdo associadas com o acumulo de biofilme e
colonizacdo de bactérias (PAGE, SCHROEDER, 1976). Os patdgenos periodontais
constituem um grupo relativamente definido de microrganismos e incluem
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus,
Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros,
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Streptococcus intermedius e espécies de Treponema (HAFFAJEE, SOCRANSKY,
1994).

Em 1996 o Simpo6sio Mundial de Periodontia designou como principais
patdgenos periodontais o Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.A), a P.
gingivalis e a Tannerella forsythia (CONSENSUS REPORT, 1996).

No entanto, a presenca de periodontopatégenos ndo é suficiente para o
desenvolvimento das doencas periodontais, visto que determinadas respostas
inflamatorias do hospedeiro resultam em destruicdo dos tecidos do periodonto (LIU,
LERNER, TENG, 2010).

1.1 Resposta Imune nas Doengas Periodontais

A patogénese das doencas periodontais inicialmente esteve associada ao papel
infeccioso dos microrganismos no biofilme dental, mas atualmente acredita-se que a
resposta imune do hospedeiro pode levar ao desenvolvimento destas condigOes
(KAYAL, 2013).

O estagio inicial destas doencas € representado pela gengivite, onde a
inflamacdo se restringe ao epitélio gengival; mas a infeccdo pode progredir para o
tecido conjuntivo, levando ao desenvolvimento da periodontite (LISTGARTEN, 1986).

Quando os individuos abstém da escovacao dos dentes, ha acumulo de biofilme
0 qual, juntamente com os produtos microbianos, induzem uma resposta inflamatéria
que ativa o sistema imune inato (KAYAL, 2013). Macréfagos e neutréfilos sdo ativados
e fagocitam os microrganismos; o sistema complemento também é ativado e o0s

mastocitos liberam histamina, a qual provoca vasodilatacdo, aumentando o fluxo



sanguineo e o recrutamento de fagocitos (JANEWAY JUNIOR, MEDZHITOV, 2002;
CEKICI et al., 2014). Essa resposta inicial € um mecanismo de defesa fisioldgico,
levando ao desenvolvimento da gengivite (LINDHE, 2014).

Essa resposta inflamatoria resulta na formacdo de um infiltrado celular
inflamatdrio nos tecidos subjacentes a bolsa periodontal (PAGE, SCHROEDER, 1976);
na liberacdo de citocinas e quimiocinas, através das quais células inflamatérias sdo
recrutadas para o tecido gengival; e ha propagacdo da inflamacdo (KAYAL, 2013). A
disseminacéo do processo inflamatério em direcédo ao tecido conjuntivo adjacente leva a
destruicdo dos tecidos de suporte do elemento dental e a reabsor¢do Gssea, sinais
cardinais das periodontites (GRAVES, 1999).

A persisténcia da lesdo leva a ativacdo da resposta imune adaptativa pelo
processamento dos antigenos e sua apresentacdo por células dendriticas e macréfagos as
células T (CEKICI et al., 2014). A evolucdo da doenca € acompanhada pela producéo e
liberacdo de citocinas como Interleucina 1 (IL-1), IL-6, IL-8 e Fator de necrose tumoral
(TNF-a) (ALVES, SILVEIRA, 2009).

As células do sistema imunoldgico, dentre elas neutréfilos, macréfagos,
linfocitos T, linfocitos B e plasmdcitos, sdo encontradas em todas as fases da doenca
periodontal, compondo o infiltrado inflamatdrio, no entanto, nas doencas periodontais
0s sinais e mecanismos inflamatorios estdo desregulados (COLE, SEYMOUR,
POWELL, 1987).

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por células Thl7
(HARRINGTON et al., 2005), a quais se diferenciam a partir de células TCD4+ naive
por meio da acdo das citocinas TGF-B, IL-1pB e IL-6 (HARRINGTON et al., 2005;
ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007). Ela medeia a liberagéo de I1L-6 e IL-8, resultando
na migragdo e ativacdo de neutrofilos (MIOSSEC, KOLLS, 2012), e atua no processo
de osteoclastogénese (ESKAN et al., 2012), sendo implicada na patogénese das doencas
periodontais, pois evidéncias sugerem que células Th1l7 produtoras de IL-17 estdo
presentes em tecidos com PC (CARDOSO et al., 2009).

Uma importante citocina para a manutencéo e expansao de células Thl7, é a IL-
23 (HARRINGTON et al., 2005). Ela vem sendo apontada como uma importante
molécula na patogénese das periodontites (MOUTSOPOULOS et al., 2012), devido aos
seus efeitos na osteoclastogénese (MA et al., 2017) e na estimulacdo do
desenvolvimento de células T patogénicas, caracterizadas pela producéo de IL-17, IL-6
e TNF (LANGRISH et al., 2005).



A IL-8, também conhecida como CXCL8, é importante nos processos
inflamatorios devido a sua propriedade quimiotatica de neutréfilos (BAGGIOLINI,
WALZ, KUNKEL, 1989), recrutando estas células para o sulco gengival através do
tecido periodontal vascularizado (PETKOVIC et al., 2010). Ela é secretada por varios
tipos celulares (LAWLOR, CAMP, GREAVES, 1992) e induz a adesdo de células
polimorfo nucleares no endotélio vascular (CARVETH et al., 1989).

A IL-8 é expressa por queratindcitos gengivais, leucdcitos e células endoteliais
microvasculares (SFAKIANAKIS, BARR, KREUTZER, 2002) e varios estimulos
podem induzir sua producéo, tais como citocinas, LPS e produtos virais (GAMONAL et
al.,, 2000). As bactérias do “complexo vermelho” (Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola), principais constituintes do biofilme e
estritamente relacionadas com a patogénese das doencas periodontais, podem modular a
expressao da IL-8 no epitélio gengival (BELIBASAKIS, THURNHEER, BOSTANCI,
2013).

A IL-6 parece estar envolvida com as fases iniciais da doenca periodontal
(EBERSOLE et al., 2014) e seus niveis no FCG e na saliva reduzem com a resolu¢do da
gengivite (LEISHMAN, SEYMOUR, FORD, 2013). Ela atua em sinergismo com a IL-
1B, intensificando a inflamagdo (SAWADA et al., 2013) e fibroblastos gengivais
obtidos de tecidos com periodontite sdo mais responsivos ao LPS da P. gingivalis do
que fibroblastos de tecidos saudaveis, secretando niveis elevados de IL-6 quando
expostos por menos tempo e em menor dose a este fator de viruléncia (KANG, HU, GE,
2016). Rifas e Avioli (1999) descreveram uma nova citocina osteoclastogénica derivada
de células T que apresenta habilidade de estimular a producéo de IL-6 em osteoblastos
humanos. Esta citocina foi denominada Fator Osteoclastogénica Secretado de Células T
Ativadas (SOFAT) e induz a osteoclastogénese independente do sistema
RANK/RANKL (RIFAS, WEITZMANN, 2009). O SOFAT induz a producédo de IL-6
por osteoblastos e estimula a formacao de osteoclastos a partir de mondécitos na auséncia
de osteoblastos ou RANKL exdgeno (RIFAS, WEITZMANN, 2009).

A IL-1B ¢ produzida por células TCD4+ obtidas de pacientes com periodontite
agressiva e estimuladas com P. gingivalis (GONZALES et al., 2014) e esta envolvida
com a diferenciacdo de osteoclastos (AKIYAMA et al., 2014). Nas periodontites, 0
antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) ndo é capaz de reduzir a producdo da IL-1p
(GILOWSKI et al., 2014), a qual estd associada com a ativagdo do inflamassoma
NLRP3 (MONTENEGRO RAUDALES et al., 2016).



Esta pesquisa tendo como objetivo determinar a relagdo entre as doencas
periodontais e 0s niveis de citocinas e quimiocinas produzidos localmente, uma vez que,

a IL-6 e a IL-8 tem papel importante em processos inflamatorios gerais.



2. JUSTIFICATIVA

A periodontite cronica e agressiva caracteriza-se por rapida perda de insercdo e
destruicdo dssea. A rapida destruicdo periodontal é um fator de extrema importancia a
ser estudada, pois, além da presenca de uma infeccdo composta por uma microbiota
altamente virulenta, existe ainda, o alto nivel de susceptibilidade do individuo, podendo
a resposta imune ser um fator determinante na extensdo do dano tecidual. Segundo
alguns autores, em fungdo do acimulo de biofilme, ocorre um aumento da inflamac&o, e
consequentemente, 0 aumento do numero de microrganismos e seus metabdlitos, levam
a um aumento de IL-8 que ird estimular a migracdo continua de neutréfilos através dos
tecidos periodontais. A IL-6 também tem sido demostrada na saliva e no fluido gengival
e niveis elevados desta citocina, esta associada com a gravidade da destruicdo
periodontal. Desta forma, células e diversas moléculas do sistema imune parecem
contribuir na ativacdo de uma resposta imune intensa, influenciando ativamente na
gravidade doenca. Os mecanismos da resposta do hospedeiro na gravidade da agresséo
inicial e a duracdo da doenca, merecem mais esclarecimentos. Conhecer o padrdo que
diferencie os portadores da periodontite agressiva dos individuos saudaveis ira auxiliar

no diagnostico precoce da doenca e na introducéo de novas abordagens terapéuticas.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a presencga de citocina no fluido crevicular gengival de pacientes com e

sem doenca periodontal.

3.2 Objetivo especifico

Analisar os niveis da quimiocinas IL-8 e das citocinas IL-6 e IL-1p no fluido

gengival de pacientes com e sem doenca periodontal (grupo controle).



4. METODOLOGIA

4.1 Caracterizacdo da Amostra

Este estudo sera constituido por 69 pacientes, onde obteve-se amostras de Fluido
Crevicular Gengival (FCG) para compor 3 grupos: controle (n=20), gengivite (G)
(n=20) e periodontite cronica (PC) (n=29). O grupo controle foi composto por
individuos que ndo apresentaram parametros clinicos e radiograficos caracteristicos da
doenca periodontal; e os grupos PC e G por individuos com doenga periodontal,
agrupados de acordo com a classificacdo proposta pela Academia Americana de
Periodontia (ARMITAGE, 1999).

4.2 Recrutamento dos pacientes

Os pacientes dos grupos controle, PC e G, com idade entre 13 e 76 anos de
idade, independente do género, foram recrutados na Policlinica Odontolégica Integrada
da Universidade de Uberaba (UNIUBE), no periodo de setembro de 2016 a maio de
2017. Os individuos deste estudo foram submetidos a anamnese, exames clinicos,
exames periodontais e radiograficos. O exame periodontal foi realizado por um Unico
calibrador, foi utilizada sonda milimetrada e obteve-se 0s seguintes parametros:
profundidade de sondagem, nivel clinico de insercdo e sangramento a sondagem.

Foram excluidos os pacientes tabagistas, em uso de imunossupressores,
diabéticos, positivos para o HIV, portadores de doencas autoimunes, portadores de
periodontite agressiva e individuos submetidos a tratamento periodontal previamente a
coleta do material. Também foram excluidos os elementos dentais com tratamento
endodbntico prévio e aqueles com lesdes endodonticas. Estes critérios foram
verificados por meio de anamnese, analise de prontuérios e através de exames clinicos
e radiograficos. Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, sob ndmero CAAE
57940216.0.0000.515; parecer 1.754.646.



4.3 Coleta do Material

A coleta do liquido crevicular é um procedimento ndo invasivo e foi realizada
utilizando cone de papel absorvente inserido no interior do sulco gengival.

Para o grupo controle, PC e G foi coletado FCG de pacientes com gengiva
saudavel e de pacientes com doenca periodontal (PC e gengivite), respectivamente.
Neste ltimo caso, a coleta foi realizada nos sitios mais comprometidos
periodontalmente. Previamente & coleta, secou-se a mucosa gengival com seringa
triplice e realizou-se o isolamento relativo com roletes de algoddo. Em seguida, o cone
de papel (Meta®Biomed, Korea) foi inserido no sulco gengival, onde foi mantido por
30 segundos. Foram coletados 5 cones de cada paciente, os quais foram colocados em
150ul de solucdo tampdo contendo PBS 1X, TLCK e NP40; e foram congelados em

freezer a -70°C.

4.4 Quantificagédo de Citocinas por CBA

A IL-8, IL-1p e IL-6 foram dosadas utilizando-se a técnica de Cytometric Bead
Array (CBA) (BD Biosciences, EUA), conforme instrucdes do fabricante. As amostras
e as citocinas recombinantes foram incubadas com microesferas com distintas
intensidades de fluorescéncia conjugadas com um anticorpo de captura especifico para
cada citocina. Em seguida, foram adicionados anticorpos (Ac) especificos para cada
citocina conjugados com o fluorocromo ficoeritrina (PE). Ap0Os incubacdo, as
microesferas foram lavadas com solucdo propria do kit do fabricante e analisadas em
citdbmetro FACSCalibur (BD Biosciences, EUA) utilizando o programa Cell Quest (BD
Biosciences, EUA). As microesferas especificas para cada citocina foram separadas pela
emissdo de intensidades diferentes de fluorescéncia emitida a 660nm e a quantidade de
citocina conjugada a cada uma delas pela intensidade de fluorescéncia emitida a 585nm.
Apo0s aquisicdo dos dados das amostras e citocinas recombinantes, estes foram levados
ao software FCAP Array 2.0 (SoftFlow-EUA) e as concentra¢Ges das citocinas foram
calculadas a partir da curva padrdo. Posteriormente, as concentragdes foram corrigidas
pela concentracdo total de proteinas presentes no FCG, previamente quantificadas em
espectrofotometro NanoDrop® 2000.



4.5 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA). A verificacdo da distribuicdo das variaveis
quantitativas foi feita pelo teste de normalidade D'Agostino & Pearson. As variaveis
apresentaram distribuicdo ndo normal e foram analisadas pelos testes ndo paramétricos
Mann-Whitney (MW) para comparacdo de dois grupos ou Kruskal-Wallis (KW)
seguido pelo poés-teste de Dunn para comparagdo entre 3 ou mais grupos. Os dados
foram expressos em mediana com valores minimo e maximo e percentis. A correlacédo
entre duas varidveis com distribuicdo ndo normal foi analisada pelo teste de Spearman

(rS). Os resultados serédo considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.



5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo dos pacientes

Foram avaliadas 69 amostras de FCG, sendo 20 do grupo controle, 20 do grupo
com gengivite e 29 do grupo PC, cuja média de idade dos pacientes foi de 22,00, 23,79
e 48,69 anos, respectivamente. O grupo controle foi constituido de 5 pacientes do sexo
masculino e 15 do feminino; o grupo com gengivite foi constituido de 4 pacientes do
sexo masculino e 16 do feminino; e o grupo PC de 11 pacientes do sexo masculino e 18
do feminino. No grupo controle foi encontrada uma profundidade de sondagem média
de 3mm, considerada normal e a perda de insercdo clinica e o0 sangramento & sondagem
foram zero. No grupo G encontrou-se profundidade de sondagem normal, ou seja, 3mm,
auséncia de perda de insercdo clinica e sangramento a sondagem em 95% dos casos,
caracteristica comum em pacientes com esta condicdo periodontal. No grupo PC os
pacientes apresentaram profundidade de sondagem maior que 3mm, com uma média de
7,16mm; a média da perda de insercdo clinica foi de 8,05mm e o sangramento durante a

sondagem foi observado em 7,4% dos casos, conforme tabelas a seguir.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e periodontais dos pacientes do grupo controle,
grupo gengivite e do grupo periodontite cronica. Anélise respectiva as amostras de
fluido crevicular gengival (FCG).

Controle (n=20) G (n=20) PC (n=29)

Geénero (M/F) 5 (25%) / 15 (75%) 4 (20%) / 16 (80%) 11 (38%)/ 18 (62%)

Idade (media e 22,00 +/- 1,58* 23,79 +/- 11,2** 48,69 +/- 11,15%/**

desvio padréo)

Profundidade de 3mm +/- 0* 3mm +/- 0** 7,16mm +/- 2,83*/**

sondagem (média e

desvio padréo)

Perda de insergéo 0* 0** 8,05mm +/- 3,38*/**

clinica (média e

desvio padréao)

Sangramento a 0 95% 7,4%
sondagem

*p<0,0001 - Controle versus Periodontite cronica

**p<0,0001 — Gengivite versus Periodontite cronica



5.2 Analise da IL-6, IL-1p e IL-8 por CBA nas Amostras de FCG

A concentragdo da IL-6 (KW p=0.0018) e IL-1B (KW p<0.0001) foi
significativamente maior no grupo PC e gengivite quando comparada com o grupo

controle. N&o houve diferenca na concentracdo de IL-8 (KW p=0.3427) (Figura C).
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Quantificacdo da IL-6 (A), IL-1 B (B) e IL-8 (C) avaliada por CBA nas amostras
de FCG de pacientes controle, pacientes com PC e pacientes com gengivite. Os
resultados sdo apresentados como a quantidade de proteinas relativas em relagdo as
proteinas totais presentes no liquido. Os dados sdo expressos em mediana, valores
minimo e maximo e percentis.

Ao compararmos apenas 0 grupo de periodontite cronica e o grupo de gengivite
observou-se que ndo houve diferenca na concentracdo das citocinas IL-6 (MW
p=0.8726) e IL-8 (MW, p=0.1588), porém a IL-1B (KW p=0.0076) foi

significativamente maior no grupo 1.
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Quantificacdo da IL-6 (D), IL-8 (E) e IL-1pB (F) avaliada por CBA nas amostras
de FCG de pacientes com PC e G. Os resultados sdo apresentados como a concentracdo
de proteinas relativas em rela¢do a concentragdo de proteinas totais presentes no liquido.

Os dados séo expressos em mediana, valores minimo e maximo e percentis.



6. DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliada a concentragdo da IL-6, IL-1pB e IL-8 no FCG
de pacientes com gengivite e periodontite crénica e de pacientes do grupo controle.

Em relacdo ao género dos pacientes com periodontite crénica, a maioria era do
sexo feminino. Nos casos de gengivite, 20% eram do sexo masculino e 80% do sexo
feminino. Nossos resultados contrastam com outros estudos que mostraram que 0 Sexo
masculino é o mais propenso a desenvolver periodontite (HONG et al., 2016), no
entanto, Zorina e colaboradores (2016) relataram que o sexo feminino apresenta maior
risco de desenvolver a doenca. Em relacdo & gengivite, nosso trabalho corrobora outros
achados que demonstram ser o sexo feminino o0 mais acometido por gengivite
(CARVAJAL et al., 2016).

Estes resultados estdo de acordo com outros autores que relatam que a
periodontite € mais comum em individuos adultos e com idades mais avancadas
(HONG et al., 2016); e que a gengivite acomete adultos e adolescentes (CARVAJAL et
al., 2016). O levantamento epidemioldgico realizado pelo Ministério da Saude do Brasil
em 2004 revelou que a gengivite é mais comum em individuos jovens (MININSTERIO
DA SAUDE, 2004). Assim, estes dados demonstram que a gravidade das doencas
periodontais aumenta com o avancar da idade, conforme demonstrado por Rivas, Salas,
Trevifio (2000) e Lindhe (2014).

Em relagdo a citocina IL-1B, os nossos resultados mostraram um aumento
significativo da mesma no grupo de periodontite cronica comparada com o grupo de
gengivite e o grupo controle e também houve diferenca entre gengivite e o controle.
Niveis elevados desta molécula sdo encontrados em amostras de pacientes com
periodontite (GUMUS et al., 2014; ZHU et al., 2015; RANGBULLA et al., 2017), mas
diminui significativamente apos tratamento periodontal (RANGBULLA et al., 2017).
No entanto, outros autores ndo encontraram diferenca significativa na concentracdo da
IL-1B na auséncia ou na presenca de periodontite cronica (MOURA et al., 2017). Ela
estd correlacionada com importantes parametros clinicos periodontais, tais como
sangramento a sondagem, perda de inser¢do clinica e profundidade de sondagem
(SAKALAUSKIENE et al., 2016). A IL-1B ¢ produzida por células TCD4+ obtidas de
pacientes com periodontite agressiva e estimuladas com P. gingivalis (GONZALES et
al., 2014) e esta4 envolvida com a diferenciacdo de osteoclastos (AKIYAMA et al.,
2014). Nas periodontites, o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) ndo é capaz de



reduzir a producdo da IL-1p (GILOWSKI et al., 2014), a qual esta associada com a
ativacdo do inflamassoma NLRP3 (MONTENEGRO RAUDALES et al., 2016). Enfim,
nossos achados reforcam a ideia de que a IL-1B estd envolvida com a
progressao/gravidade das doencas periodontais, conforme sugerido por outros estudos,
0s quais também demonstraram a producdo aumentada desta citocina na periodontite
cronica em relacdo & gengivite (OROZCO et al., 2006).

No presente estudo, a concentracdo da IL-6 foi estatisticamente diferente entre
0S grupos, sugerindo que esta citocina pode estar colaborando no processo de
reabsorcdo 0ssea. Em modelos experimentais ndo foi observada diferenca na expressao
da IL-6 entre o grupo controle e o grupo com periodontite induzida por ligadura
(MATSUDA et al., 2016). No entanto, Ebersole e colaboradores (2015) e Zhang e
colaboradores (2016) demonstraram que os niveis de IL-6 na saliva e no FCG
aumentam com a gravidade da destruicdo periodontal.

Outros dados apontam o papel da IL-6 na patogénese das doencas periodontais
(NOH et al., 2013; EBERSOLE et al., 2015; ZHANG et al., 2016). A IL-6 parece estar
envolvida com as fases iniciais da doenca periodontal (EBERSOLE et al., 2014) e seus
niveis no FCG e na saliva reduzem com a resolucdo da gengivite (LEISHMAN,
SEYMOUR, FORD, 2013). Ela atua em sinergismo com a IL-1p, intensificando a
inflamacdo (SAWADA et al., 2013) e fibroblastos gengivais obtidos de tecidos com
periodontite sdo mais responsivos ao LPS da P. gingivalis do que fibroblastos de tecidos
saudaveis, secretando niveis elevados de IL-6 quando expostos por menos tempo e em
menor dose a este fator de viruléncia (KANG, HU, GE, 2016). Assim sendo, nossos
dados sugerem que, em resposta ao biofilme e aos microrganismos, células presentes
nos tecidos periodontais secretam IL-6 de forma continua, contribuindo para a
progressdo da gengivite em periodontite.

A 1L-8 é expressa por queratindcitos gengivais, leucocitos e células endoteliais
microvasculares (SFAKIANAKIS, BARR, KREUTZER, 2002) e varios estimulos
podem induzir sua producéo, tais como citocinas, LPS e produtos virais (GAMONAL et
al., 2000).

As bactérias do “complexo vermelho” (Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia e Treponema denticola), principais constituintes do biofilme e estritamente
relacionadas com a patogénese das doencas periodontais, podem modular a expressao
da IL-8 no epitélio gengival (BELIBASAKIS, THURNHEER, BOSTANCI, 2013). De

acordo com Ertugrul e colaboradores (2013), o aumento dos niveis desta citocina no



FCG é proporcional a gravidade da doenca periodontal e da inflamacdo. Ainda segundo
os autores, em funcdo do acumulo de biofilme, do aumento da inflamag&o e do aumento
do nimero de microrganismos e seus metabolitos, a IL-8 estimula a migracéo continua
de neutrofilos através dos tecidos periodontais para o0 FCG. Niveis elevados da IL-8
estdo presentes em amostras de tecidos gengivais e de FCG de pacientes com
periodontite e gengivite (GAMONAL et al.,, 2000; ERTUGRUL et al., 2013;
LAGDIVE et al., 2013; NOH et al., 2013), mas sua quantidade reduz apo6s tratamento
periodontal (GAMONAL et al., 2001). A presenca desta molécula em tecidos gengivais
periodontalmente comprometidos também tem sido demonstrada por meio de estudos
imunohistoquimicos (KOSS et al., 2014). No entanto, outros estudos demonstraram que
a concentracdo de IL-8 é maior no grupo controle do que no grupo de pacientes com PC
(GOUTOUDI, DIZA, ARVANITIDOU, 2012). Outro estudo descreveu que ha uma
correlacdo forte entre a quantidade de IL-8 e atividade da enzima elastase, produzida
por neutréfilos no FCG de pacientes com periodontite, cujo biofilme é colonizado pelos
microrganismos Bacteroides forsythus, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Treponema denticola (JIN, SODER, CORBET, 2000). Assim sendo,
nossos dados sugerem 0s microrganismos presentes no biofilme sdo capazes de induzir
a producdo de IL-8, a qual atrai neutrofilos para o sulco gengival no intuito de eliminar
0s periodontopatégenos, no entanto o continuo recrutamento dessas células pode
contribuir para o dano tecidual associado as doencas periodontais.

A similaridade na producdo de IL-8 entre os grupos deve-se ao fato de que o
sulco gengival é uma regido de constante estimulo antigénico, requerendo a presenca de
células imunes atraidas para o microambiente gengival por moléculas quimiotaticas
como a IL-8 (GAMONAL et al., 2000).



7. CONSIDERACOES FINAIS

v Na analise proteica a concentragdo das citocinas IL-6 e IL-1B foi
significativamente maior no grupo PC e G quando comparada com 0 grupo

controle.
v Nao houve diferencga na concentracéo da IL-8



8. CONCLUSAO

Diante dos resultados e das limitacGes do presente estudo, conclui-se que IL-6 e
IL-1p podem estar envolvidos nas diferentes fases das doengas periodontais, seja na
tentativa de evitar danos adicionais ou exacerba-los, porém mais estudos sdo necessarios

para confirmar nossos achados e esclarecer o papel destas e outras moléculas.
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ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES SEM DOENGCA PERIODONTAL QUE CONSTITUIRAM O
GRUPO CONTROLE.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia CEP:
38025-100 — Uberaba(MG) Telefone: (0**34) 3700-6776 - E-mail:
cep@pesqpg.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: “Analise da natureza e intensidade do processo

inflamatorio nas Doencas Periodontais humanas”

TERMO DE ESCLARECIMENTO PARA GRUPO CONTROLE

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do estudo “Analise da natureza e
intensidade do processo inflamatério nas Doencas Periodontais humanas”. O
objetivo deste estudo é avaliar a saude da sua boca e verificar a resposta do seu sistema
de defesa nas inflamacBes na gengiva. Caso participe, serd necessario comparecer ao
Servigo de Odontologia da UFTM em Uberaba-MG para uma consulta odontologica
onde responderd um questionadrio e sua boca serd examinada. Se sua gengiva se
apresentar saudavel coletar-se-4 sulco gengival, que é feita com cones de papel. Em
caso de indicacdo de extracdo de terceiro molar incluso, sem nenhuma patologia, sera
realizada a coleta de fragmentos de o0sso e gengiva. N&o sera feito nenhum
procedimento que traga qualquer risco a sua vida. Podera apenas ter algum desconforto
decorrente do procedimento cirurgico, mas sera orientado pelos profissionais
habilitados. VVocé recebera orientagdes especificas sobre saude bucal e prevencao de

doencas como cérie dental e periodontite (doenca na gengiva). Além disso, recebera



tratamento da gengiva (raspagem sub e supra gengival e profilaxia) e procedimentos
odontoldgicos basicos como restaura¢Ges dentarias e exodontias.

Vocé poderd obter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nao receberd qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacéo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecerd em qualquer
momento do estudo, pois voceé serd identificado com nimeros e letras aleatérios.

Este estudo vai permitir entender melhor como ocorrem as inflamagdes na boca,
especialmente junto & gengiva do dente, que sdo causas de muita dor e s vezes leva a
perda do dente. Entender melhor a doenca ird permitir que novos tratamentos sejam
utilizados para a recuperacdo mais rapida da doenca. Assim, sua participacdo é de suma

importancia.



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE APOS ESCLARECIMENTO
Titulo do Projeto: “Anailise da natureza e intensidade do processo

inflamatorio nas Doencas Periodontais humanas”

Eu, , li elou ouvi o

esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e a qual procedimento serei
submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem
justificar minha decisdo e que isso ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome nao
sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo.
Eu concordo em participar do estudo. Recebo neste ato uma via deste Termo.

Uberaba, ............ [ o, Lo,
Documento de
Identidade:
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: Prof. Dr. Virmondes Rodrigues Junior —
Orientador do projeto: (34) 3318-5289
Lorena Teodoro de Castro Cassanta - aluna de mestrado: (34) 98427-7339

Em caso de davida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pelo
telefone 3700-6776.



ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES COM DOENCA PERIODONTAL QUE CONSTITUIRAM O
GRUPO EXPERIMENTAL.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia CEP:
38025-100 — Uberaba (MG) Telefone: (0**34) 3700-6776 - E-mail:
cep@pesqgpg.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: “Analise da natureza e intensidade do processo

inflamatorio nas Doencas Periodontais humanas”

TERMO DE ESCLARECIMENTO PARA GRUPO DE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo “Analise da natureza e
intensidade do processo inflamatorio nas Doengas Periodontais humanas”. O
objetivo deste estudo é avaliar a saude da sua boca e, caso seja encontrada alguma
doenca periodontal (doenca na gengiva), verificar a resposta do seu sistema de defesa a
essas inflamagBes. Caso participe, sera necessario comparecer ao Servico de
Odontologia da UFTM em Uberaba-MG para uma consulta odontoldgica onde
respondera um questionario e sua boca sera examinada. Caso vocé apresente alguma
doenca gengival coletar-se-a sulco gengival, que é feita com cones de papel; e caso haja
indicacdo clinica de extracdo do elemento dental com doenga periodontal, serdo
coletados fragmentos de 0sso e gengiva. Ndo sera feito nenhum procedimento que traga
qualquer risco a sua vida. Podera apenas ter algum desconforto decorrente do
procedimento cirdrgico, mas sera orientado pelos profissionais habilitados. Vocé
recebera orientacdes especificas sobre saude bucal e prevencdo de doengas como carie

dental e periodontite (doenga na gengiva). Além disso, receberd tratamento da gengiva



(raspagem sub e supra gengival e profilaxia) e procedimentos odontoldgicos basicos
como restauragdes dentérias e exodontias.

Vocé poderd obter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nao receberd qualquer valor em
dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacéo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecerd em qualquer
momento do estudo, pois voceé serd identificado com nimeros e letras aleatérios.

Este estudo vai permitir entender melhor como ocorrem as inflamagdes na boca,
especialmente junto & gengiva do dente, que sdo causas de muita dor e as vezes leva a
perda do dente. Entender melhor a doenca ira permitir que novos tratamentos sejam
utilizados para a recuperacdo mais rapida da doenca. Assim, sua participacdo é de suma

importancia.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE APOS ESCLARECIMENTO
Titulo do Projeto: “Analise da natureza e intensidade do processo

inflamatorio nas Doencas Periodontais humanas”

Eu, ., li elou ouvi o esclarecimento

acima e compreendi para que serve o estudo e a qual procedimento serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou
livre para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha
deciséo e que isso ndo afetara meu tratamento. Sei que meu nome néo sera divulgado,
gue nao terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo
em participar do estudo. Recebo neste ato uma via deste Termo.

Uberaba.,............ [, Lo,

Documento de

Identidade:

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal




Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do pesquisador orientador
Telefone de contato dos pesquisadores: Prof. Dr. Virmondes Rodrigues Junior —
orientador do projeto: (34) 3318-5289
Lorena Teodoro de Castro Cassanta - aluna de mestrado: (34) 98427-7339

Em caso de davida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pelo
telefone 3700-6776.
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