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RESUMO

A doenca periodontal € uma reacéo inflamatéria destrutiva onde alteracdes bacterianas
e fatores do hospedeiro, inatos e adquiridos, determinam o grau de comprometimento
dos tecidos de suporte dos dentes. A periodontite agressiva € um tipo especifico de
doenca periodontal com caracteristicas clinicas distintas, que parece estar relacionada
a algum defeito da resposta imune. O objetivo do nosso estudo foi examinar as
mudancas nos niveis de citocinas do fluido gengival crevicular (GCF) de individuos com
periodontite agressiva generalizada (PAgG) apos a terapia periodontal. Assim, vinte e
quatro individuos com PagG tiveram amostras de citocinas do fluido gengival coletadas
e analisadas usando Luminex para sete citocinas: GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-18, IL-2,
IL-6 and TNF-a. Os individuos foram aleatoriamente designados para uma raspagem e
alisamento radicular (RAR) somente, ou RAR mais amoxicilina sistémica (500 mg) e
metronidazol (400 mg) 3 vezes ao dia durante 14 dias. Os parametros clinicos e as
citocinas do GCF foram medidos no inicio, 6 e 12 meses apds a terapia periodontal.
Verificou-se que houve reducdes significativas nos niveis de IL-13 apds 6 meses de
acompanhamento, de IL-2 apds 6 e 12 meses de acompanhamento e de GM-CSF ap0s
12 meses de acompanhamento, além de um aumento nos niveis de IL-6, TNF-a e IL-10
apos 12 meses de acompanhamento. A razdo IL-1B/IL-10 também reduziu
significativamente nas duas visitas de acompanhamento. Os resultados indicaram que
a terapia periodontal reverteu parcialmente o desequilibrio entre a IL-18 e IL-10. A
reducdo de GM-CSF apés a terapia implica que essa citocina pode estar associada a
patogénese da PAQG.

Palavras chave: Periodontite agressiva, Fluido crevicular gengival, Citocinas, Terapia
periodontal.



ABSTRACT

To examine changes in levels of gingival crevicular fluid (GCF) cytokines, after
periodontal therapy of generalized aggressive periodontitis (PAgG), twenty four
PAgG subjects had GCF samples collected and analyzed using multiplex bead
immunoassay for: GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-1B, IL-2, IL-6 and TNF-a. Subjects were
randomly assigned to either scaling and root planing (SRP) alone or SRP plus
systemic amoxicillin (500 mg) and metronidazole (400 mg) 3 times a day for 14 days.
Clinical parameters and GCF cytokines were measured at baseline, 6 and 12 months
after treatment. Differences over time were analyzed using Wilcoxon test and
between groups using Mann-Whitney test. Reductions in GCF IL-2, GM-CSF and IL-
1B and increases in GCF IL-6, IL-10 and TNF-a were detected after therapy. When
the mean change in GCF cytokines were compared between groups, differences
were not significant. The results indicated that periodontal therapy partially reversed
the imbalance between IL-1f and IL-10. The reduction of GCF GM-CSF after therapy
implicates this cytokine in the pathogenesis of GAgP. There was no difference
between therapies in changes of GCF cytokines.

Keywords: cytokines; gingival crevicular fluid; periodontal disease; periodontal
therapy.
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1 INTRODUCAO

As reacgles inflamatdrias e imunoldgicas ao biofilme dental representam
caracteristicas predominantes da gengivite e da periodontite. Estudos
epidemioldgicos tém mostrado que as patologias que afetam o periodonto estdo
entre as doengas cronicas mais comuns do ser humano, afetando de 5 a 30% da
populacdo adulta na faixa etéria de 25 a 75 anos (GENCO et al., 2002).

A gengivite € uma reacdo inflamatéria envolvendo apenas tecido mole que
pode ser revertida com a instituicdo de medidas eficazes de higiene oral (LOE et al.,
1965). J4 a periodontite € uma reacao inflamatéria destrutiva, que afeta as estruturas
de suporte dos dentes, incluindo cemento, osso alveolar e ligamento periodontal. A
periodontite diferencia-se clinicamente da gengivite pela perda de insercdo, que
consiste na migracdo do epitélio juncional da gengiva ao longo da raiz do dente e
reabsorcdo do osso alveolar. Esse processo inicia-se pela deposicdo de biofilme
dental nos dentes e proximo a margem gengival. O biofilme dental é uma pelicula
granular composta por bactérias e seus produtos, células descamadas e um
polimero extracelular (dextran), que se forma na superficie dental ou outras
estruturas orais sélidas, constituindo uma entidade especifica altamente variavel de
individuo para individuo (GIBBONS e VAN HOUTE, 1973; KOLENBRANDER et al.,
2006).

Enquanto a inflamacdo gengival pode estar associada a um acumulo nao
especifico de biofiime dental, a perda de insercdo e de osso alveolar, que sao
caracteristicos da periodontite, parecem estar associadas a uma pequena populacao
do numero total de espécies bacterianas orais (SOCRANSKY et al., 1998). O
conceito de especificidade microbiana na etiologia da doenca periodontal fortaleceu-
se com as pesquisas que associaram 0 Aggregatibacter actinomycetemcomitans
com a periodontite juvenil localizada (PJL) (NEWMAN et al., 1977). Posteriormente,
estabeleceu-se a Porphyromonas gingivalis como um importante patégeno na
periodontite cronica (SLOTS, 1977). Estudos de Moore et al., (1983) mostraram que,
das 300 a 400 espécies bacterianas que podem habitar a cavidade bucal, apenas
um grupo de microrganismos anaerobios e microaerofilos Gram-negativos esta
associado a doenca periodontal, dentre eles, Aggregatibacter
actinomycetencomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia

(P.intermedia), Fusobacterium nucleatum (F.nucleatum), Tannerella forsythia



(T.forsythia) e Treponema denticola (T.denticola) (SOCRANSKY e HAFFAJEE,
1994). O chamado “complexo vermelho”, descrito por Socransky e colaboradores
(1998), composto por Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia € um colonizador tardio e sua presenca esté relacionada as comunidades
climax de biofiimes em sitios de doenca periodontal em progressdo (HOLT e
EBERSOLE, 2005).

As bactérias liberam continuamente componentes da superficie celular na
cavidade oral e no sulco gengival (KANTARCI et al., 2006; WILLIAMS e HOLT,
1985), e podem ter efeitos diretos ou indiretos nas células hospedeiras. Os efeitos
diretos ocorrem quando a bactéria ou extrato bacteriano estimula diretamente uma
célula a efetuar um conjunto de respostas tais como proliferacdo celular, producdo
de citocinas, quimiocinas e expressao de moléculas de adesédo celular. Os efeitos
indiretos acontecem com a ativacdo de células hospedeiras para a producdo e
liberacdo de mediadores inflamatérios e citocinas. Estes mediadores e citocinas,
possuem uma potente atividade pré-inflamatéria podem desempenhar papéis
essenciais na amplificacdo local da resposta imune, bem como na degradacdo do
tecido periodontal (DONGARI-BAGTZOGLOU e EBERSOLE, 1996). Apesar das
bactérias serem necessarias, esse indicio ndo é suficiente para causar periodontite.
As doencas periodontais s&o infec¢cdes multifatoriais, e fatores do hospedeiro tais
como heranca genética, resposta imunolégica, habito de fumar e outros fatores de
risco sao tdo importantes quanto as bactérias na determinacédo do desenvolvimento
e estado da doenca periodontal (PAGE e KORNMAN, 1997). A complexa inter-
relacdo entre alteracOes bacterianas e fatores do hospedeiro, inatos e adquiridos,
determinam o resultado da doenca periodontal (PAGE e BECK, 1997).

Embora as reacdes inflamatdrias e imunologicas no periodonto possam
parecer semelhantes as observadas em outras partes do organismo, a periodontite
se diferencia de outras doencgas infecciosas pelo fato dos patdégenos permanecerem
na superficie do dente e no ambiente da bolsa periodontal, determinando uma
inflamacéo persistente (GENCO, 1992). Observa-se, também, que a destruicdo na
periodontite, ndo se processa de uma forma linear em todos os sitios e sim atraves
de um processo descontinuo, sitio-especifico, com surtos de atividade de destruicao
e periodos de inatividade ou quiescéncia (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1994). As
variagbes da atividade da doenca periodontal poderiam representar uma

impossibilidade transitéria de defesa do hospedeiro por meio da resposta
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inflamatoria ou, pelo contrério, uma reacdo de tal magnitude que causaria mais dano
do que protecao ao periodonto (TENG, 2003).

Em 1999, no Workshop Internacional para Classificacdo das Condicbes e
Doencas Periodontais, ficou decidida a introducéo dos termos Periodontite Cronica e
Periodontite Agressiva, e o abandono dos termos anteriormente recomendados,
Periodontite do Adulto e Periodontite de Inicio Precoce, considerando a incerteza
sobre os limites de idade estabelecidos para o enquadramento a uma das formas
clinicas da doenca periodontal, e o fato da idade ser considerada um critério primario
de classificagdo. A Periodontite Cronica (PC), segundo a nova classificacao,
caracteriza-se clinicamente por alteracdo de cor e textura gengivais, como
vermelhiddo e tumefacdo, maior tendéncia ao sangramento provocado pela
sondagem na area do sulco/bolsa gengival e, geralmente, presenca de placa e
calculo dentario. Além disso, os tecidos podem exibir uma resisténcia reduzida a
sondagem (aumento da profundidade da bolsa clinica) e/ou retracao tecidual.
Radiograficamente pode ser reconhecida pelo esfumacamento da crista 0ssea, no
inicio, e pela reducéo da altura 6ssea alveolar, posteriormente (ARMITAGE, 1999).
Essa perda éssea pode apresentar um contorno uniforme, denominado “horizontal”,
ou um defeito angular, denominado “vertical”. E considerada uma doenca de
progressao lenta (BROWN e LOE, 1993). A Periodontite Agressiva (PA), abrange um
grupo de periodontites com manifestacdes clinicas distintas acometendo criancas,
adolescentes e adultos jovens e, se caracteriza pela idade precoce de aparecimento,
taxa de progressao rapida e auséncia de relacdo entre a quantidade de irritantes
locais e o grau de destruicdo periodontal (ZAMBON et al., 1986). A compreensao
atual da patogenia dessa forma clinica da doenca implica em considera-la uma
infeccdo com uma microbiota altamente virulenta e/ou um alto nivel de
susceptibilidade do hospedeiro (PAGE e BECK, 1997).

Baseando-se nas evidéncias clinicas e histopatoldgicas existentes na época,
tais como bidpsias de animais e algumas amostras coletadas de adolescentes
humanos, Page & Schroeder (1976) classificaram a progressdo da inflamagéao
gengival e periodontal em quatro estagios: inicial, precoce, estabelecido e avangado.
As lesdes iniciais e precoces representam histopatologicamente as fases iniciais da
gengivite, na qual a reacédo inflamatdria se caracteriza por um infiltrado inflamatério
predominantemente neutrofilico, alteracdo de permeabilidade vascular e proliferagéo

coronal de células epiteliais. Por refletir a histopatologia caracteristica da gengivite
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cronica, a lesdo estabelecida apresenta um quadro proximo ao descrito para as
lesdes citadas, anteriormente. Contudo, o infiltrado inflamatério, além da presencga
de neutrofilos, tem uma populacdo de leucdcitos relacionados a inflamacéo crénica,
como linfocitos T, B e macrofagos. A descricdo histopatoldgica da lesdo avancada
reflete a progressao da gengivite para a periodontite, onde ocorre um aumento no
namero de plasmodcitos no tecido conjuntivo, além de um grande numero de
linfécitos B e T. A migracédo de neutrofilos esta reduzida, mas muitas destas células
estdo ativas no interior dos tecidos. Os macrofagos, por sua vez, continuam
produzindo fatores, como metaloproteinases, prostaglandina E, fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina-1p (IL-1B), que aumentam a destruicdo dos tecidos
conjuntivo e Osseo. Este modelo de estudo ainda € util para a exposicao das
alteracdes histopatoldgicas ocorridas na bolsa periodontal. Porém, a resposta
imunoinflamatéria na periodontite ndo deve ser vista como um processo
unidimensional que leva a destruicdo, mas como um processo interativo que é
constantemente ajustado as multiplas necessidades locais e sistémicas do
organismo (KANTARCI et al., 2006; PAGE e BECK, 1997; TENG, 2003).

As células do sistema imune estdo amplamente distribuidas pelo organismo
e, quando necessario, podem ser recrutadas para o local da infeccdo. Este processo
se manifesta como uma inflamagé&o, e compreende trés eventos principais: aumento
de suprimento sanguineo para a area afetada; aumento da permeabilidade vascular
permitindo que mediadores de inflamacgédo atinjam o local da infec¢cdo e intensa
diapedese de leucécitos (ROBBINS et al., 2005). Entre os varios tipos celulares que
fazem parte da resposta imunoldégica na lesdo periodontal, os linfécitos T sédo
particularmente importantes. Linfécitos sdo células capazes de reconhecer,
especificamente, diferentes determinantes antigénicos. Eles podem ser divididos em
grupos distintos por suas caracteristicas morfolégicas, funcées e produtos proteicos
(ROBBINS et al., 2005).

Linfocitos T sdo centrais na resposta imune seja por controlar a ativacao de
linfécitos B (células produtoras de anticorpos), de células acessoérias e dos proprios
linfécitos T ou por exercer funcéo citotdxica direta lisando células que contenham o
alvo antigénico (JACOBSEN, 2001).0s linfocitos T podem ser identificados pela
expressdo de marcadores caracteristicos. Os linfocitos que expressam o marcador
CD4 (linfocitos CD4") tém a funcdo de auxiliar as respostas imunes (Th) € 0S

linfécitos CD8™ sdo predominantemente citotdxicos. Linfécitos T CD4™ se dividem em
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duas sub-populac¢des funcionalmente distintas de células,Thl e Th2, sendo que sua
distincéo funcional é resultado de uma producéo diferencial de citocinas (MOSMANN
et al.,, 1986). Células Thl que séo, em geral, caracterizadas pela producdo de
interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2), estdo associadas com inflamagédo e
induzem resposta imune mediada por células. Células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13, auxiliam a proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos B e estédo
associadas com resposta humoral. Em raz&do de suas principais citocinas, IFN-y e IL-
4, agirem antagonicamente, ha uma mutua regulagéo entre as respostas Thl e Th2.
Respostas imunes caracterizadas por altos niveis de IFN-y sdo, em geral, vantajosas
em infeccBes por bactérias intracelulares e em alguns tipos de parasitas. Neste
caso, fungdes dos macréfagos como fagocitose, secrecdo de citocinas e formacgéo
de radicais livres sdo benéficas. Entretanto, na presenca de agentes extracelulares e
helmintos, a resposta mediada por células parece assumir papel secundario. A
resposta Th2, com altos niveis de IL-4 predomina no caso de helmintos, sendo
mediada por anticorpos, sistema do complemento e neutréfilos ou por secrecéo de
IgE e ativacdo de mastdcitos, baséfilos e eosindfilos. No entanto, o predominio
absoluto de um tipo de resposta representa uma possibilidade rara, principalmente
em doencas cujas reagdes imunes podem causar destruicéo tecidual (KELSO, 1990;
PALUDAN, 1998).

Nos ultimos anos, varios estudos tém sugerido o envolvimento das células T
na patogénese da doenca periodontal, considerando-as centrais no controle da
progresséo da doenca (YAMAZAKI e NAKAJIMA, 2004). Evidéncias indicam que a
resposta de células T na doenca periodontal esta frequentemente comprometida e
gue este processo pode influenciar a progressao e gravidade da doenca (GEMMELL
et al., 1996). Células Thl e Th2 podem individualmente ou combinadas regular a
defesa do hospedeiro contra a infeccdo periodontal. (GEMMELL et al., 2002). As
citocinas inflamatérias produzidas por células Thl estdo mais associadas a um
processo de destruicdo tecidual ativa, enquanto citocinas com caracteristicas
antinflamatorias (IL-10, TGF-B) produzidas por células Th2 estdo envolvidas na
homeostasia tecidual e no subsequente processo de reparo tecidual (LAPPIN et al.,
2001).

O paradigma Th1/Th2 foi usado como um modelo para explicar alguma das

caracteristicas da patogénese das infec¢des periodontais (TAUBMAN e KAWAI,
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2001). Alguns autores sugerem que uma resposta predominante Thl estaria
associada a uma leséo inicial como descrito por Page & Schroeder em 1976, devido
a presenca de tipos celulares associados a hipersensibilidade do tipo tardia (Células
T e Macréfagos) (YAMAMOTO et al., 1997). Inversamente, uma resposta Th2
resultaria em uma lesdo avancada, com ativacdo de células B e a diferenciacdo em
plasmaocitos (GEMMELL et al., 1997).

Em resposta a microbiota subgengival, o hospedeiro libera citocinas
inflamatorias e enzimas, que sdo responsaveis pela maior parte da degradacédo dos
tecidos periodontais, levando aos sinais clinicos da doenca (PRESHAW et al., 2008;
SEYMOUR e GEMMELL, 2001). Varios destes marcadores bioldgicos podem ser
detectados no fluido gengival crevicular (GCF), que € um meio conveniente para o
diagnéstico e avaliacdo dos niveis de mediadores inflamatorios liberados durante a
progressdo da doenca periodontal. Os niveis aumentados de diversas citocinas pro-
inflamatodrias no GCF, como a IL-1p (FIGUEREDO et al., 1999; GIANNOPOULOU et
al., 2003a; MOMBELLI, 2003), IL-2 (LEE et al., 1995a; SALVI et al., 1998), INF-y
(DUTZAN et al.,, 2009) e IL-8 (TELES et al., 2009a) tém sido associados com
periodontite crénica e/ou agressiva. Inversamente, niveis aumentados da citocina
anti-inflamatoria IL-4 tem sido associados com a remissdo ou melhoria de ambas as
formas de periodontites cronica e agressiva (BASTOS et al., 2009; MOMBELLI,
2003). Em individuos com periodontite, niveis aumentados de IL-1B foram
estreitamente associados com a gravidade da doenca periodontal, podendo servir
como um marcador de destruicdo dos tecidos (ISHIHARA et al.,, 1997). Muitas
investigagcbes nessa &rea concentraram-se na citocina IL-13, devido a sua
participacdo na iniciacdo e desenvolvimento da periodontite. A IL-1B é uma
glicoproteina de 17 KDa produzida predominantemente por monécitos e macréfagos,
mas também pode ser produzida por fibroblastos e células 6sseas, sendo ainda
induzida por microrganismos, produtos microbianos e agentes (HOROWITZ, 1993;
MATSUKI et al.,, 1991, 1992), com propriedades pro inflamatdrias potentes
(TATAKIS, 1993). O papel de outras citocinas destrutivas na patogénese da doenca
periodontal como o TNF-a também tem sido investigados. Fator de necrose tumoral-
a (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatoria que juntamente com a IL-1B induzem a
regulacdo de moléculas de adesdo em leucocitos e células endoteliais, estimulam a
producdo de quimiocinas que fazem o recrutamento de leucdcitos circulantes para

os locais de inflamacao e induzem a expressao de outros mediadores inflamatorios
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que potencializam a resposta inflamatéria, como as prostaglandinas e MMPs
(GRAVES e COCHRAN, 2003). A IL-1B também induz a diferenciacdo de
osteoclastos e reabsorcéo 6ssea (GOWEN e MUNDY, 1986). Usando um modelo de
primatas ndo humanos da doenca periodontal, Delima et al. (2001), demonstraram
que os antagonistas sollveis para IL-18 e TNF-a foram capazes de reduzir a perda
de insercdo do tecido conjuntivo e 0sso alveolar, o que sugere uma relagédo causa-
efeito entre estes marcadores e doenca periodontal.

O reconhecimento da especificidade do biofilme subgengival, da resposta do
hospedeiro frente ao desafio microbiano e de diferentes formas de doencgas
periodontais tem levado pesquisadores e clinicos a um melhor entendimento desse
processo patolégico e, eventualmente, a elaboracdo de uma terapia periodontal
direcionada a supressdo dos microrganismos que as causam, e subsequente
recolonizagcdo por microrganismos compativeis com a salde (SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 1992). Sendo assim, diversos protocolos terapéuticos, incluindo o uso
de antimicrobianos, tém sido empregados de forma menos empirica e mais focada
as diferentes infeccfes periodontais. Além disto, 0 acompanhamento microbioldgico
e imunolégico de individuos, antes e ap0s o tratamento, tem possibilitado uma
melhor avaliacdo da eficacia da terapia periodontal empregada.

Normalmente, as doencas periodontais sdo tratadas através do debridamento
mecanico, ou seja, raspagem e alisamento radicular (supra e subgengivalmente),
para a remocao e desorganizacao do biofilme e calculo das superficies dentarias, e
a maioria dos individuos com doenca periodontal tem um resultado satisfatorio
quando instituido este tratamento, associado ao controle da higiene bucal e
manutencdo periodica (AXELSSON et al.,, 2004). Parametros, incluindo nivel de
insercao clinica (NIC), profundidade de sondagem (PS) e presenca de sangramento
a sondagem (SS) sdo comumente utilizados para avaliar e monitorar a condi¢édo
periodontal. Sendo assim, o tratamento visa reduzir as profundidades de sondagem
de bolsa, manter ou melhorar os niveis de insercéo clinica e reduzir a incidéncia do
sangramento (HEITZ-MAYFIELD et al., 2002).

A terapia periodontal mecanica é considerada fundamental para romper o
biofilme e a justificativa para o uso adjuvante de antimicrobianos sistémicos é reduzir
a carga bacteriana possibilitando a resolucdo da inflamacé&o na bolsa periodontal
(HEITZ-MAYFIELD, 2009). Uma revisdo sistematica de Hererra et al. (2002) concluiu

qgue o uso de antibidticos sistémicos associados a terapia mecanica pode oferecer
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um beneficio adicional sobre a terapia mecanica sem o uso de antibidticos, em
termos de reducdo de profundidade de sondagem e ganho de insercdo clinica, em
bolsas de 6 mm ou mais de profundidade. Resultados semelhantes foram relatados
por Haffajee et al. (2003).

Do ponto de vista microbiolégico e imunologico, 0 objetivo ideal da terapia
periodontal é reduzir os niveis de patdgenos aos existentes antes da instalacdo da
doenca, por periodos prolongados de tempo (TELES et al., 2006). Tal proposta visa
simultaneamente reduzir os niveis de mediadores inflamatorios levando a uma
melhora clinica do quadro. Alguns estudos avaliando o efeito do tratamento
periodontal sobre 0s niveis de citocinas, sugerem que as citocinas pré-inflamatdrias,
como IL-1B, diminuem apds a terapia, enquanto as anti-inflamatérias, como IL-10,
aumentam (GOUTOUDI et al., 2004; ROSALEM et al., 2011).

A agdo imunossupressora das citocinas IL-4 e IL-10 tem sido associada com
a remissdo ou a melhoria p6s tratamento de ambas as formas de periodontite
cronica e agressiva (BASTOS et al., 2009; GIANNOPOULOU et al., 2003b;
GOUTOUDI et al, 2004, PRADEEP et al., 2008). Diversos estudos tém
correlacionado a reducdo dos niveis totais de IL-1B com a melhora clinica apds
terapia periodontal, tanto em paciente com periodontite cronica (GOUTOUDI et al.,
2004; THUNELL et al., 2010; TUTER et al., 2001) como com periodontite agressiva
(TOKER et al., 2008). Ja em um estudo realizado com individuos brasileiros,
tratados com terapia de raspagem apenas em uma sessdo (grupo teste), ou em
quatro sessoOes distintas, um quadrante por semana (grupo controle), a quantidade
total de IL-1B diminuiu apds 6 meses de terapia no grupo teste, enquanto os niveis
de 1I-10 aumentaram, tanto 3 meses, quanto 6 meses apo0s a terapia periodontal no
mesmo grupo (DEL PELOSO RIBEIRO et al., 2008).

Em um estudo anterior, (TELES et al., 2010) analisou parametros clinicos,
dados microbioldgicos e os niveis de citocinas em GCF de individuos com PAgG
para procurar padrbes de associacdo entre essas variaveis. Este estudo transversal
mostrou que os individuos com PAgG tinham niveis estatisticamente significantes
mais elevados da interleucina-1p (IL-18) (p <0,001), fator estimulador de col6nia de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF) (p <0,01) no GCF e da razédo IL-1p/IL-10 (p
<0,001), além de maior proporcdo de espécies dos complexos vermelho e laranja
em comparacdo com individuos com saude periodontal. Concluiu-se que 0s

diferentes perfis de biofilme subgengival foram associados com padrdes distintos de
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expressdo de citocinas no GCF e que individuos com PAgG foram caracterizados
por uma maior razdo de IL-1B/IL-10 do que individuos com saude periodontal,
sugerindo que existe um desequilibrio entre as citocinas pro e anti-inflamatoria na
periodontite agressiva.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi analisar as alteracbes nos
niveis de citocinas no GCF nesses individuos com PAgG como resultado da terapia
periodontal. Os dados aqui apresentados foram obtidos durante um ensaio clinico
originalmente concebido e desenhado para comparar dois tratamentos periodontais:
raspagem e alisamento radicular (RAR) somente e RAR com 0 uso concomitante de
antibiéticos sistémicos. Em uma primeira abordagem, nés examinamos se a terapia
periodontal, independentemente do tipo, resultaria em mudancas nos niveis de
citocinas no GCF. Além disso, também foram exploradas as diferencas entre as
duas terapias empregadas, com 0 objetivo de fortalecer nossas observacdes
originais, analisando longitudinalmente o impacto da terapia sobre as citocinas no
GCF gue demonstraram uma associacdo com PAgG (ou seja, IL-1B, a GM-CSF e IL-
10).

A literatura mostra diferentes resultados sobre o efeito da terapia periodontal
nos niveis de marcadores no GCF, tanto no espectro de citocinas investigadas,
quanto no tempo de monitoramento dos individuos apés a terapia, que varia de 2
semanas a 6 meses. A maioria dos estudos relata uma diminui¢do no total de IL-13
e IL-8 no GCF apés a terapia nao cirargica. Outras citocinas e mediadores
imunoldgicos, como TNF-a, MMP-8 e RANTES, também mostram uma tendéncia a
diminuir apds a terapia (GAMONAL et al., 2001). Diferencas na metodologia dos
estudos tornam dificeis resultados conclusivos a respeito deste tema. Acreditamos
gue esse estudo fornecerd dados relevantes para o maior entendimento da
etiopatogenia da doenca periodontal, podendo, no futuro, direcionar novas

possibilidades de intervencéo.
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2 OBJETIVOS

Avaliar as alteragBes nos niveis de citocinas do fluido gengival crevicular
(GCF) de individuos com periodontite agressiva generalizada (PAgG) apos a terapia
periodontal de raspagem e alisamento radicular - RAR - associados ou ndo com

antibioticoterapia.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Analisar o efeito da terapia periodontal associada ou ndo com a antibiético
terapia (Amoxicilina e Metronidazol) sobre as citocinas GM-CSF, IFN-y, IL-10,
IL-1B, IL-2, IL-6 e TNF-a no GCF de individuos com periodontite agressiva
generalizada (PAgG), 6 e 12 meses ap0s a terapia.

2. Analisar o efeito da terapia periodontal associada ou ndo com a antibiético

terapia (Amoxicilina e Metronidazol) sobre a proporcéo de IL-1 B/IL-10.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populacéo de estudo e monitoramento clinico

Trinta individuos com periodontite agressiva generalizada (PAgG) foram
recrutados na clinica de periodontia da Universidade de Guarulhos (Guarulhos, SP,
Brasil)(TELES et al., 2010). Os protocolos de estudo, incluindo o exame periodontal
e a obtencdo de amostras de GCF, foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Clinica da Universidade Guarulhos. Cada individuo leu e assinou um
consentimento informado antes de entrar no estudo. Para serem incluidos, os
individuos com PAgG tinham que ter entre 18 e 30 anos de idade, no minimo 20
dentes naturais e um minimo de seis com pelo menos um sitio com profundidade de
sondagem interproximal (PS) = 5 mm e nivel de inser¢cdo (NIC) =2 5 mm. O
diagnostico de PAgG foi baseado nos critérios estabelecidos pela Academia
Americana de Periodontia (ARMITAGE, 1999) e exigiu a agregacéao familiar, ou seja,
pelo menos outro membro da familia com PAgG, ou com histéria de doenca
periodontal. Os individuos foram excluidos se eles apresentavam alguma condi¢ao
sistémica que influenciaria o curso da doenca periodontal ou o tratamento, além de
condi¢cdes médicas que necessitassem de profilaxia antibiética para procedimentos
odontoldgicos de rotina. Individuos que fumavam ou fizeram uso de antibidticos nos
altimos 3 meses foram excluidos. Mulheres gravidas ou amamentando também néao
participaram do estudo.

O acumulo de placa (ausente/presente), vermelhiddo gengival
(ausente/presente), supuracdo (ausente/presente), sangramento a sondagem
(ausente/presente), profundidade de sondagem (PS, mm) e nivel de insercéo clinica
(NIC, mm) foram avaliados em seis sitios por dente sendo estes: mésio-vestibular,
vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-lingual. Todos os dentes
presentes, excluindo os terceiros molares, foram avaliados por um examinador
calibrado. PS e NIC foram registradas utilizando uma sonda periodontal modelo
Carolina do Norte (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA).
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3.2 Desenho experimental

Neste estudo clinico randomizado duplo-cego, os individuos foram divididos
aleatoriamente usando uma tabela gerada por computador para um dos seguintes
grupos de tratamento: RAR + placebo ou RAR + antibidticos. O protocolo de
tratamento utilizado foi: 400 mg de metronidazol e 500 mg de amoxicilina trés vezes
ao dia (t.i.d) por 14 dias. Individuos no grupo RAR receberam duas capsulas de
placebo t.i.d por 14 dias. Para controlar o acimulo de placa supragengival, todos os
individuos foram instruidos a bochechar 15 ml de solugdo de clorexidina 0,12%
(CHX) durante 1 min. duas vezes ao dia por 60 dias. O inicio do protocolo com
placebo e antibidticos e o controle quimico da placa foi imediatamente apds a
primeira sessdo de instrumentacdo mecanica. A Farméacia da Universidade
Guarulhos preparou as doses de antibiético e placebo, utilizando capsulas de forma
e cor idénticas. Tanto os profissionais clinicos, quanto os individuos avaliados ndo
sabiam qual tratamento foi atribuido durante o estudo. No inicio da terapia
periodontal, foi realizado raspagem supragengival em toda a boca em todos os
individuos. Nesse mesmo dia, os participantes desse estudo receberam instrucdes
sobre técnicas adequadas de escovacgdo. Para padronizar os grupos, os individuos
receberam o mesmo dentifricio para usar durante todo estudo (Colgate Total, Anakol
Ind. Com. Ltda-Kolynos do Brasil - Colgate Palmolive Co., SP, Brasil). Todos o0s
individuos receberam RAR em toda a boca, no prazo de 14 dias apds a consulta
inicial, realizada sob anestesia local, em consultas de aproximadamente 1 hora de
duracdo cada. A RAR foi realizada por um anico periodontista treinado, utilizando
instrumentos manuais. Todos os individuos foram monitorados clinicamente e
tiveram amostras de GCF coletadas no inicio, em seis e doze meses apds a terapia.
O estudo foi realizado entre julho de 2007 e setembro de 2009.

3.3 Amostras de Fluido Gengival Crevicular

As amostras de fluido gengival crevicular (GCF) foram obtidas a partir do sitio
mésio-vestibular de cada dente presente (excluindo os terceiros molares), em dois
guadrantes contralaterais, selecionados aleatoriamente. Apos o isolamento relativo

do local com rolos de algodao, a placa supragengival foi removida, o dente seco com
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ar e a amostra do GCF foi coletada durante 30 segundos com papel-filtro
(Periopapers, Interstate Drogas Exchange, Amityville, Nova lorque, EUA). As tiras de
Periopaper foram cuidadosamente inseridas de 1 a 2 mm na bolsa periodontal. O
volume de fluido gengival crevicular foi determinado usando um Periotron 8000
(Oraflow Inc., Plainview, NY, EUA) calibrado, seguindo o protocolo descrito por
(CHAPPLE et al., 1999). As amostras foram imediatamente colocadas em tubos
Eppendorf no gelo e transportadas para o laboratério onde foram armazenados em
ultrafreezer a -80°C. As amostras de GCF foram coletadas antes das medidas
clinicas e aquelas que estavam contaminadas com sangue foram descartadas.
Todas as amostras foram enviadas congeladas para serem analisadas no Forsyth
Institute em Cambridge—MA, USA.

3.4 Quantificagdo de citocinas utilizando a metodologia Luminex

Os niveis de citocinas foram determinados utilizando um kit de alta
sensibilidade denominado Millipore 7-plex (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA).
Antes do ensaio, as amostras de GCF foram eluidas com 60 ul de tampé&o fornecido
no kit Millipore, vortexadas por 30 minutos, e centrifugadas por 10 min. a 10.000
rom. Esse kit permitiu a dosagem das seguintes citocinas: GM-CSF, IL-2, IFN-y, IL-
10, IL-6, IL-1B e TNF-a. Os ensaios foram realizados numa placa de 96 pocos que
contem uma membrana de filtracdo na sua base seguindo as instru¢des do
fabricante. Resumidamente, microesferas revestidas com anticorpos monoclonais
contra as sete citocinas analisadas foram adicionados aos poc¢os da placa pré-
umedecida. As amostras e padrbées (entre 0,13 e 2000 pg / ml para cada analise)
foram pipetados e incubados overnight a 4°C. Os pocos foram lavados com um
colector de vacuo (Millipore Corporation) e uma mistura de anticorpos secundarios
biotinilados foi adicionada. Apés a incubacéo por 1 hora, estreptavidina conjugada
com a proteina fluorescente R-ficoeritrina (estreptavidina-PE) foi adicionada as
esferas e incubado por 30 min. Apos a lavagem para remocao dos reagentes nao
aderidos, foram adicionado aos pocos e as microesferas uma solugdo tampéao
sheath fluid (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) para serem analisadas no
analisador de microesferas (Luminex 100™, Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA), que

analisou a quantidade de fluorescéncia emitida pelas microesferas associadas a R-
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ficoeritrina, relatada como a intensidade média de fluorescéncia. As concentracdes
desconhecidas das amostras (citocinas nas amostras do GCF) foram estimadas a
partir da curva padrao, utilizando uma equacdo polinomial de terceira ordem e o
software GraphPadPrism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA) e
expressos em pg/ ml. As amostras abaixo do limite de deteccdo do ensaio foram
registradas como zero enquanto que as amostras acima do limite superior da
quantificacdo das curvas padrao foram atribuidos como o valor mais alto da curva.

O uso do sistema Luminex se justifica por sua capacidade de mensuracao de
varias citocinas numa mesma amostra de fluido. O Luminex 100 € um sistema de
citometria de fluxo que utiliza 2 raios laser: um vermelho, que excita corantes
internos nas microsferas e possibilita a distincdo entre diferentes tipos de
microsferas, e um verde, que excita o corante fluorescente utilizado na etapa de
deteccdo. Cada uma das microsferas € coberta com anticorpos monoclonais de
captura para um antigeno especifico. Teoricamente, os ensaios multianaliticos de
microsferas oferecem vantagens em relacdo aos tradicionais métodos de deteccao
colorimétricos uma vez que 100 substancias podem ser analisadas de uma vez em
cada amostra (VIGNALI, 2000). Quanto a sensibilidade, a leitura fluorescente do
Luminex é mais direta, estavel e sensivel que a leitura colorimétrica do ELISA; além
disso, os volumes de GCF recuperados das tiras de papel sdo geralmente muito
pequenos, e o0s mediadores inflamatérios sdo encontrados em pequenas
concentracbes (pg/ml), o que torna a sensibilidade essencial. Em relacdo a
reprodutibilidade, o Luminex apresenta valores de variabilidade intra e inter-ensaios
menores que o ELISA. J4 que o ensaio permite resultados por meio do calculo da
média de 100 microsferas, isto aumenta a confiabilidade e elimina a necessidade de
correr amostras em duplicata. Pelo fato de evitar que seja feito um pool de amostras
de fluido para que se consiga obter um volume adequado para analise, pode-se
explorar melhor a relagdo entre citocinas, a quantidade e composi¢cdo do desafio

microbiano e as manifestacdes clinicas por sitio.
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3.5 Andlise dos dados

Os dados clinicos foram obtidos a partir de 6 sitios por dente para PS, NIC e
SS no inicio do estudo, 6 e 12 meses. Os parametros clinicos meédios foram
determinados pela média de todos os sitios, de todos os dentes, em cada individuo
e depois comparados entre os individuos de cada grupo clinico separadamente nas
respectivas visitas de acompanhamento. Os valores médios e a média da
percentagem dos sitios com PS > 4mm e sangramento a sondagem também foram
calculados. A significAncia das mudangas dos dados clinicos ao longo do tempo foi
determinada utilizando o teste de Friedman para cada grupo clinico separadamente.

Os niveis das 7 citocinas no fluido gengival foram medidas em até 14 sitios
por individuo. Os valores de todas as citocinas em cada individuo foram somados
para calcular o nivel total de citocinas. Os niveis de cada uma das 7 citocinas
analisadas foram divididas pelo nivel total de citocinas para calcular a proporcao de
cada citocina. Além disso, a razdo entre os niveis de IL-1B/IL-10 também foi
calculada. Os valores médios para cada parametro de citocinas foram entédo
calculados para cada individuo e entre individuos em cada grupo clinico, em cada
tempo separadamente. Para comparar os niveis de citocinas no inicio do estudo e
aos 6 e 12 meses e os dados dos niveis de citocinas no GCF (pg / ml) em
categorias de bolsas, < 4 mm, de 4-6 mm e > 6 mm, foi utilizado o teste de
comparacao multipla de Dunn, e o teste de Dunnett para comparar os dados clinicos
do inicio, com 6 e 12 meses. As variacbes médias obtidas para cada tratamento
(RAR + placebo e RAR + Amoxicicilina/Metronidazol) foram comparadas pelo teste
de Mann-Whitney e as mudancas significativas ao longo do tempo nas citocinas do
GCF foram determinadas através do teste de Wilcoxon para cada grupo, apos 6
meses de terapia. Devido a um desequilibrio na gravidade da doenca periodontal
entre 0s grupos clinicos, foi utilizado ANCOVA para ajuste dos valores de PS e NIC
do inicio do estudo para confirmar as diferencas estatisticamente significantes

obtidas para os valores n&o corrigidos.
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4 RESULTADOS

4.1 Cooperacgéo de individuos

Ocorreram seis desisténcias durante o periodo experimental de 6 meses e 15
durante o periodo experimental de 12 meses. Estes individuos se mudaram para
outras cidades e se recusaram a comparecer para as visitas de acompanhamento.
Assim, um total de 24 individuos cooperaram com O estudo até 6 meses de
acompanhamento: 12 no grupo controle (RAR + placebo) e 12 no grupo de teste
(RAR + AM); e um total de 15 individuos cooperaram com o estudo até 12 meses: 7
no grupo controle (RAR + placebo) e 8 no grupo de teste (RAR + AM) . A Figura 1
apresenta o fluxograma do estudo. Para mais detalhes sobre comprometimento e

eventos adversos ver Mestniket al. (2010).

4.2 Resultados Clinicos

A Tabela 1 apresenta a média demografica e parametros clinicos (x SD) para
os dois grupos clinicos no inicio do estudo e na visita de 6 meses de
acompanhamento. Os dados demograficos mostram que 0s dois grupos estavam
balanceados para a faixa etaria e género. No entanto, o0 esquema de randomizacao
resultou em um nivel desequilibrado de gravidade da doenca entre 0os grupos, como
pode ser constatado estatisticamente pela média inicial de PS e NIC. O teste de
Wilcoxon indicou que as reducdes nas médias de PS, NIC, o percentual de SS e do
namero de sitios profundos com sangramento (ou seja PS> 4mm, SS +) foram
estatisticamente significativas em ambos os grupos. Quando a mudanca média dos
parametros clinicos foi comparada entre os grupos, utilizando o teste de Mann-
Whitney, verificou-se que o grupo que utilizou antibidticos teve reducéo
estatisticamente significativa da PS (1,8 £ 0,4) e maior ganho de NIC (1,4 £ 0,4 ) em
comparacao ao grupo placebo (0,9 £ 0,4 e 0,8 £ 0,4 para PS média e alteragbes
NIC, respectivamente) (dados ndo mostrados). Além disso, a média do percentual
de sitios profundos com sangramento no grupo de individuos tratados com

antibiéticos reduziu significativamente: 40% + 14 versus 28% + 9. A reducdo média



24

do numero de bolsas com sangramento > 4 mm né&o foi estatisticamente diferente
entre os grupos clinicos. Devido as diferencas nas médias de PS e NIC no inicio do
estudo, a significancia estatistica das comparacdes entre as alteracbes nos
parametros clinicos para os dois grupos foi testada usando o ajuste inicial ANCOVA
para a PS e NIC. Nos valores ajustados para PS média e alteragcbes nos NIC a
diferenca estatisticamente significativa se manteve, mas a redug¢ao no percentual de
sitios profundos com sangramento ja nao era significativa. A Tabela 2 apresenta as
médias demograficas e parametros clinicos (x SD) para o total de individuos no
inicio do estudo, na visita de 6 meses e na visita de 12 meses de acompanhamento.
A reducdo nas médias de PS, NIC e o percentual de SS foram estatisticamente
significativas tanto 6 quanto 12 meses apds a terapia, quando comparados a visita
inicial.

Um total de 895 amostras de GCF foram processadas como parte deste
estudo: a frequéncia de deteccdo para cada uma das 7 citocinas no grupo de
individuos saudaveis no inicio do estudo foi: GM-CSF, 85%; IL-2, 83%; IFN-y,63%;
IL-10, 99%; IL-6, 94%; IL-1B, 99%; and TNF-o, 98%. Enquanto no grupo de
pacientes com Periodontite Agressiva no inicio do estudo foi: GM-CSF, 79%; IL-2,
79%; IFN-y, 69%; IL-10, 99%; IL-6, 94%; IL-1B, 100%; e TNF-a, 99% (TELES et al.,
2010). As frequéncias de deteccéo seis meses apos a terapia foram: GM-CSF, 83%;
IL-2; 0%; IFN-y, 43%; IL-10, 95%; IL-6, 92%; IL-1B 96%; e TNF-a, 96%. A Figura 2
apresenta os gréficos de distribuicdo da proporcdo média das 7 citocinas analisadas,
dimensionados de acordo com o0s niveis de citocinas totais. O grafico 2A representa
a composicdo de citocinas no GCF no inicio do estudo, enquanto os graficos
seguintes representam a concentracdo de citocinas no GCF na visita de 6 meses
(2B) e de 12 meses (2C). O teste de Dunn’s revelou redugéo estatisticamente
significativa nas percentagens de IL-2 e IL-1B nas visitas de 6 e 12 meses de
acompanhamento, e de GM-CSF ap06s 12 meses de acompanhamento, enquanto as
percentagens de IL-10, IL-6 e TNF-a aumentaram significativamente apds 6 e 12
meses de acompanhamento.

A Tabela 3 apresenta os niveis médios de citocinas no GCF (pg / ml) para os
dois grupos clinicos ( RAR + antibidtico e RAR + placebo) no inicio do estudo e na
visita de 6 meses de acompanhamento. Quando os valores iniciais para os dois
grupos foram comparados por meio de Mann-Whitney, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa. Quando as mudangas ao longo do tempo foram
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testadas estatisticamente usando Wilcoxon, verificou-se que, em ambos 0S grupos,
houve reducado significativa nos niveis de GM-CSF e da razédo IL-1B/IL-10. Além
disso, no grupo tratado com antibidticos, houve uma diminuicdo estatisticamente
significativa nos niveis médios de IL-1p.

A Tabela 4 apresenta os niveis médios de citocinas no GCF (pg / ml) para
toda a populagdo estudada ( n= 15) no inicio e nas visitas de 6 e 12 meses de
acompanhamento. As variacfes nos niveis de citocinas ap0s o tratamento foram
analisadas usando o teste de comparacdo mdultipla de Dunn, e verificou-se que
houve reducbes significativas nos niveis de IL-1B8 ap6s 6 meses de
acompanhamento, de IL-2 apds 6 e 12 meses de acompanhamento e de GM-CSF
apos 12 meses de acompanhamento, além de um aumento nos niveis de IL-6, TNF-
a e IL-10 ap6s 12 meses de acompanhamento. A razao IL-1p/IL-10 também reduziu
significativamente nas duas visitas de acompanhamento.

A Figura 3 apresenta a distribuicdo dos valores médios de citocinas no fluido
gengival, para todos os individuos nos grupos RAR+Placebo e RAR+AM
separadamente, seis meses apos a terapia. Um certo grau de variabilidade ainda
estd presente, mas € evidente que a maioria dos individuos em ambos 0S grupos
apresentaram diminuicfes em niveis médios de GM-CSF, IL-2 e IL-1.

A Figura 4 apresenta a distribuicdo dos valores médios de citocinas no fluido
gengival de todos os individuos que completaram 12 meses do estudo, onde a
diminuicao das citocinas GM-CSF, IL-2 e IL-1B continua evidente, e um aumento da
citocinas IL-10, IL-6 e TNF-a pode ser observado na maioria dos individuos.

A tabela 5 apresenta os dados dos niveis de citocinas no GCF (pg / ml)
examinados em categorias de bolsas < 4 mm, de 4-6 mm e > 6 mm. Na categoria <
4 mm, os niveis das citocinas GM-CSF, IL-2 e IL-1B apresentaram uma diminuicédo
estatisticamente significativa apds 6 meses de terapia quando comparadas ao nivel
de citocinas no inicio do estudo, e apenas o0s niveis de GM-CSF e IL-2 mantiveram
uma diminuicao estatisticamente significativa apés 12 meses de terapia. Os niveis
das citocinas IL-6 e IL-10 apresentaram aumento estatisticamente significativo
nestes sitios, apds 12 meses de terapia quando comparadas ao nivel de citocinas no
inicio do estudo, sendo que o aumento de IL-10 também foi significativo quando
comparado a 6 meses ap0s a terapia. Na categoria de bolsas 4-6 mm, as citocinas

IL-1B (apb6s 6 meses), GM-CSF (apdés 12 meses) e IL-2 (apés 6 e 12 meses)
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apresentaram uma diminuigao estatisticamente significativa, enquanto as citocinas
IL-6 e TNF-a apresentaram aumento estatisticamente significativo apds 12 meses de
terapia. Quando a categoria de bolsas > 6 mm foi analisada, apenas IL-2 apresentou
uma diminuicdo estatisticamente significativa apés 6 e 12 meses de terapia, e 0s
niveis de IL-6 e TNF-a também apresentaram aumento estatisticamente significativo
apos 12 meses de terapia. A média da razdo IL-1p/IL-10 também teve diminuicdo
estatisticamente significativa apos o tratamento (p <0,01) nas categorias de bolsa <

4 mm e de 4-6 mm nas duas visitas de acompanhamento.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os niveis de citocinas no GCF em individuos com
periodontite agressiva generalizada seis e 12 meses apds a terapia periodontal
associados ou nao ao tratamento com amoxilina e metronidazol. Como uma primeira
abordagem, examinamos se terapia periodontal associada ou ndo com antibioticos
resultaria em mudancas nas citocinas do GCF. Em seguida, avaliamos as diferencas
dos parédmetros clinicos nos individuos com doenca periodontal tratados com a
terapia periodontal associada ou ndo com antibioticos. O objetivo era testar o
impacto da terapia nos niveis de citocinas do GCF associadas com PAgQG,
baseando-se nas observacdes originais de que existiam diferencas nos perfis de
citocinas do GCF entre saude e doenga periodontal.

A profundidade média de sondagem e a perda de nivel clinico de insercéo
reduziram apoOs a terapia sistémica com antibiético corroborando resultados
publicados anteriormente (CIONCA et al., 2009; GUERRERO et al., 2005). O estudo
de Machtei & Younis (2008) mostrou que o tratamento mecanico combinado com
antimicrobianos reduz a PS média (0,74 + 0,1 mm) e a média de perda de insercéo
(0,86 + 0,1mm), melhorando os parametros clinicos do individuo. E provavel que o
sucesso nos parametros clinicos esteja relacionado a uma diminuicdo nos niveis e
proporcdes de bactérias do complexo vermelho e laranja no grupo tratado com
antibioticos, conforme resultado apresentado por MESTNIK et al. (2010). Eles
demonstraram que o tratamento com antibiéticos reduziu os niveis de patégenos do
complexo vermelho (Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola) em aproximadamente 4 vezes mais quando comparado com 0 grupo hao
tratado, representando uma melhora no perfil microbiolégico. Além disso, o
tratamento mecanico associado com antibiéticos reduziu significativamente as
proporcdes dos patdogenos do complexo laranja (Campylobacter rectus,
Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia). Tal fato ndo foi observado em
individuos que receberam apenas RAR. Portanto, as alteracbes dos niveis de
patdogenos dos complexos vermelho e laranja causadas pelo uso do antibiético
podem estar relacionadas a reducédo da PS média e aumento do ganho de insergéo.

No presente estudo, observou-se que o grupo tratado com antibioticos

apresentou menor numero de bolsas residuais profundas com sangramento
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comparado ao grupo controle. Esse dado mostra que os individuos tratados com
antibiéticos possuem menor risco de progressdo da doenca periodontal e,
consequentemente, da necessidade de uma nova intervencdo uma vez que o critério
de bolsas residuais com sangramento € um parametro utilizado para definir tal risco
(RENVERT e PERSSON, 2002). Além disso, a terapia mecanica associada com
antibioticos pode reduzir a necessidade de tratamento cirargico adicional. Essa
afirmacdo estad baseada nos estudos de Matuliene et al. (2008) em que individuos
com mais de oito sitios com PS > 5 mm representam um fator de risco adicional para
a perda de insercdo e perda do dente. Nesse contexto, o critério de individuos pos-
tratamento apresentando bolsas residuais com PS > 5 mm poderia ser usado como
uma medida da necessidade de tratamento cirdrgico adicional. Por fim, dados
publicados na literatura corroboram nossos resultados. Um estudo recente mostrou
que a amoxicilina e metronidazol sistémicos adjuvante a terapia mecanica resulta
em baixa persisténcia de bolsas residuais com sangramento (CIONCA et al., 2009).
Portanto, a terapia periodontal associada com antibiéticos reduz a persisténcia de
bolsas residuais o que sugere menor risco de progressao da doenca periodontal.

Em um estudo anterior, Teles et al. (2010) demonstraram que a periodontite
agressiva generalizada foi associada com maiores niveis de IL-13 e GM-CSF, além
da maior relacao IL-1p/IL-10 no GCF. Goutoudi et al. (2004) relataram o efeito da
terapia periodontal cirargica nos niveis de IL-1B e IL-10 no GCF. Os dados
demonstraram a diminuicdo na quantidade total de IL-1B, enquanto os niveis de IL-
10 mantiveram-se estaveis até 32 semanas apoés o tratamento. Eles concluiram que
a periodontite foi associada com uma relacéo inversa entre a IL-13 e IL-10. Em um
estudo recente avaliando o efeito do tratamento periodontal sobre os niveis de IL-1
e IL-10 no GCF na periodontite agressiva generalizada, os dados demonstraram
reducdes estatisticamente significativas na IL-1B, enquanto a IL-10 manteve-se
inalterada (TOKER et al.,, 2008). Nossos dados mostram que o0 tratamento
periodontal resultou em diminuicdo estatisticamente significativa nos niveis de GM-
CSF, na proporcéo de IL-1B e da razao IL-1B/IL-10 e um aumento na proporcéo de
IL-10 apOs a terapia periodontal, independente do tratamento utilizado. Em
contraste, Gamonal et al. (2000) relataram uma diminuicdo nos niveis de IL-10 no
GCF como resultado da raspagem e alisamento radicular. Os resultados relatados
na literatura estdo de acordo com os dados atuais que demonstram uma diminui¢ao

dos niveis de IL-1B apds o tratamento, o que sugere diminuicdo na reabsorcdo do
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tecido 6sseo alveolar (ENGEBRETSON et al., 2002; ROSALEM et al., 2011; ZHONG
et al., 2007). A IL-1B tem sido extensivamente investigada por ser uma das principais
citocinas envolvidas na resposta imunologica celular e por ser responsavel pela
diferenciacdo de osteoclastos e ativacdo da reabsorcdo 6ssea (PRESHAW e
TAYLOR, 2011). Vérios estudos relataram niveis mais elevados de IL-1p no GCF em
sitios com periodontite em relacdo a sitios saudaveis ou com gengivite
(FIGUEREDO et al., 1999; LEE et al.,, 1995a; TELES et al., 2009b; TSAI et al.,
1995). Nossos resultados confirmam esses resultados uma vez que 0s niveis dessa
citocinas diminuiram apenas nos sitios rasos (< 4 mm) e médios (4-6 mm),
fortalecendo a associacdo bem estabelecida entre a IL-1B3 e os parametros clinicos
de doenca periodontal. J& o aumento da IL-10 pode ser associado com a resolucdo
ou regulacdo do processo inflamatério que se instala na bolsa periodontal uma vez
que essa citocina € um inibidor da resposta Thl por diminuir a produgcédo de IFN-
v (NAKAJIMA et al., 2005). Além disso, IL-10 suprime a producdo de
metaloproteinases, e aumenta a sintese de inibidores teciduais de
metaloproteinases em macréfagos (CASSATELLA et al., 1994). Em infec¢des onde
ha uma forte resposta pro-inflamatoria, a IL-10 modula a resposta imune inicial
associada ao alto nivel de infeccdo, para que os danos dessa resposta sejam
minimizados durante a resolucdo do processo, sendo assim, benéfica para o
hospedeiro (COUPER et al., 2008). GEMMELL E SEYMOUR (1998) sugeriram que a
presenca de uma percentagem de células T IL-10" elevada pode indicar uma lesdo
estavel, enquanto uma percentagem baixa de célulasT IL-10" pode indicar uma
lesdo progressiva. No nosso estudo observamos um aumento nos niveis de IL-10,
principalmente nas bolsas rasas (< 4 mm), 0 que sustenta esta teoria.

Quando os dados de citocinas foram expressos como propor¢cdo do total de
citocinas medidas, ficou claro que a IL-10 aumentou como porcentagem do total,
representando aproximadamente 50% de todas as citocinas quantificadas apds o
tratamento. Além disso, a terapia periodontal, independentemente do uso
concomitante de antibidticos sistémicos, resultou em uma reducgéo estatisticamente
significativa na razdo IL-1B/IL-10. Portanto, nossos resultados demonstram que a
reverséo parcial da proporgéo IL-1B/IL-10 reflete uma melhora clinica dos individuos
uma vez que nas bolsas rasas e medias os niveis de IL-1p estavam reduzidos .

A IL-6 € uma citocina sintetizada por fagdcitos mononucleares, células

endoteliais e fibroblastos em resposta a microrganismos e a outras citocinas como a
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IL-1 e o TNF. Também é produzida por linfécitos T CD4" Th2 (O'GARRA, 1998). A
IL-6 pode atuar na reabsorcdo é6ssea estimulando a formacdo e ativacdo dos
osteoclastos (PRESHAW e TAYLOR, 2011), e esta relacionada com a sintese de
colageno, fribonectina e laminina em varios tipos celulares (SPONSEL et al., 1994).
Geivelis et al. (1993) correlacionou a quantidade de IL-6 no fluido gengival com os
parametros clinicos de individuos com doenca periodontal croénica. O pesquisador
encontrou uma correlacéo significativa entre a presenca e quantidade de IL-6 com o
indice de sangramento e com a profundidade de bolsa, sugerindo essa citocina
como um possivel indicador de doenca periodontal. Wu et al. (2001), em uma
andlise semelhante, verificou os niveis de IL-6 no fluido gengival crevicular, antes e
apo0s o tratamento periodontal. Os autores observaram que os niveis de IL-6
diminuiram, assim como os indices clinicos periodontais, concluindo que raspagem
e alisamento radicular podem afetar os niveis de IL-6 em sitios com periodontite.
Nossos dados mostram um resultado contrario ao destes autores, pois observamos
um aumento na propor¢cdo de IL-6 apO6s o tratamento, tanto no grupo tratado
somente com raspagem, quanto no grupo tratado com raspagem e antibioticos, e em
todas as categorias de bolsas (rasas, médias e profundas). Embora a IL-6 seja um
potente indutor da resposta de fase aguda, ela também tem propriedades anti-
inflamatérias (BARTON, 1996), pois induz a sintese de glicocorticoides (RUZEK et
al., 1997) e promove a sintese de IL-1ra (antagonista do receptor de IL-1). Ao
mesmo tempo, IL-6 inibe a producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como GM-
CSF e IFN-y (BARTON, 1997), contribuindo para controlar a extensdo da resposta
inflamatéria do tecido (MARTELLI-JUNIOR et al., 2003).

Os niveis de IFN-y ndo foram alterados apos a terapia periodontal. Um estudo
publicado recentemente encontrou resultados semelhantes (ROSALEM et al., 2011),
enquanto outros autores relataram uma diminuicdo nos niveis de IFN-yapés a
terapia (DEL PELOSO RIBEIRO et al., 2008; THUNELL et al., 2010). A baixa
frequéncia de deteccdo para esta citocina pode indicar que ela esta presente em
guantidades muito baixas no GCF e, portanto, ndo seria uma citocina de escolha
para estudos desse tipo.

A reducdo significativa nos niveis de IL-2 se enquadra na nossa compreensao
do seu papel na doenca periodontal pois niveis elevados deste mediador foram

relatados em estudos anteriores, em sitios periodontais ativos de individuos com
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periodontite (LEE et al., 1995a; SALVI et al., 1998). Além disso, um estudo de
THUNELL et al. (2010) relata uma diminuicdo nos niveis de IL-2 apds a terapia
periodontal. No entanto, uma limitacdo do presente estudo foi a baixa frequéncia de
deteccao e nossa incapacidade de detectar IL-2 no GCF apés a terapia.

O GM-CSF é produzido principalmente por mondcitos/ macréfagos, fibroblastos
e células endoteliais, desempenhando um papel essencial no desenvolvimento
normal de neutréfilos. Tem sido mostrado que esta citocina pode prolongar a
presenca de neutréfilos nos tecidos gengivais de individuos com periodontite
cronica, reduzindo a sua apoptose (GAMONAL et al.,, 2003), e esta sobrevivéncia
prolongada de neutréfilos tem sido associada a uma resposta inflamat6ria maior
(DIBBERT et al., 1999). No entanto, a presenca de GM-CSF em GCF néo tem sido
extensivamente estudada e os estudos relatando esse mediador inflamatério em
amostras do GCF de individuos com periodontite ndo encontraram diferengas entre
os sitios saudaveis e doentes (THUNELL et al., 2010). Além disso, 0os autores nao
conseguiram encontrar uma alteracdo nos niveis de GM-CSF no GCF como
consequéncia da terapia periodontal mecanica. No entanto, esse estudo difere
consideravelmente do nosso nos seguintes aspectos: 1) a populacdo de estudo
envolveu seis individuos com periodontite crbnica generalizada, 2) foram
acompanhados por 6-8 semanas apds a terapia periodontal inicial, e 3) o
imunoensaio multiplex tinha uma menor sensibilidade com um limite inferior de
deteccdo de 15,6 pg / ml em comparacao a 0,13 pg / ml do presente estudo. No
nosso estudo, os niveis de GM-CSF diminuiram consideravelmente apds a terapia, e
gquando dividimos os dados em categorias de bolsas, observamos que esta
diminuicdo ocorreu principalmente em bolsas rasas (< 4 mm) e médias (4-6 mm).

Estudos recentes tém sugerido que o uso sistémico de antibiéticos durante o
tratamento periodontal de individuos "com periodontite de progressao rapida"
resultou em mudancas no perfil de citocinas do GCF, que estd associado com a
melhora clinica (ATICI et al., 1998). No entanto, alguns estudos sobre os efeitos dos
antibidticos como adjuvantes no tratamento da periodontite ndo conseguiram
demonstrar um impacto adicional sobre marcadores biolégicos no GCF quando
comparados a terapia mecanica isolada (GIANNOPOULOU et al., 2006; MACHTEI e
YOUNIS, 2008; MASCARENHAS et al., 2005). A comparacao entre esses relatos e

0s nossos dados fica comprometida pelas diferengcas metodoldgicas, tais como
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tempo de acompanhamento, tipo de antibiético e/ ou regime empregado, inclusédo de
individuos fumantes e marcadores biolégicos avaliados.

O estudo de Ho et al. (2010) sugere que o uso da azitromicina poderia reduzir
0s niveis de citocinas pro-inflamatérias no GCF, como IL-1B, IL-8 e TNF-a em
individuos periodontalmente saudéaveis . Os autores concluiram que esse efeito foi o
resultado das propriedades anti-inflamatérias da azitromicina. De fato, outros
antibioticos e quimioterapicos, tais como minociclina (GARRIDO-MESA et al., 2011),
eritromicina (ROCHE et al., 1986) e ciprofloxacina (LAHAT et al., 2007) possuem
propriedades anti-inflamatérias. N&o encontramos na literatura consultada efeito
anti-inflamatorio para a Amoxilina e o Metronidazol, portanto, as mudancas no perfil
de citocinas associadas com 0 uso concomitante dos antibidticos utilizados em
nossa pesquisa devem ser interpretadas como um resultado do efeito antimicrobiano
dessas drogas. Um estudo recente analisou os resultados clinicos e microbiologicos
do uso adjunto de metronidazol e amoxicilina sistémica e 0os associou com a reducéo
na proporcdo das espécies dos complexos vermelho e laranja, em comparacdo ao
grupo placebo (MESTNIK et al., 2010).

Quando o efeito das duas terapias nos niveis de citocinas no GCF foi
comparado entre si, nossos resultados ndo demonstraram qualquer diferenca
estatisticamente significativa. No entanto, no grupo utilizando antibiéticos, a terapia
foi associada reducéo significativa nos niveis de IL-1 e aumento na proporcao de
TNF-a, que nao foram detectadas no grupo RAR + placebo. Quando os individuos
foram analisados independente do tratamento efetuado apds 12 meses da terapia,
os niveis de TNF-a estavam estatisticamente elevados. Quando analisamos 0s
niveis de TNF-a, nas categorias de bolsas rasas (< 4mm), médias 4-6 mm) e
profundas (> 6 mm), observamos que o aumento nos niveis desta citocina ocorreu
apenas nas bolsas profundas apds 12 meses de terapia, 0 que provavelmente gerou
o aumento nos dados das citocinas totais nos individuos apos 12 meses de
tratamento. Machtei & Younis (2008) ndo encontraram diferencas nos niveis de TNF-
o entre 0s grupos tratados com doxicilina e amoxicilina e metronidazol, porém os
niveis de TNF-a no grupo amoxicilina e metronidazol estavam ligeiramente
aumentados 3 meses ap6s terapia. Um estudo de Lee et al. (1995b), comparando
sitios ativos com inativos apos trés meses de terapia, ndo encontrou diferencas nos

niveis de TNF-a. Porém, os niveis de TNF- oo aumentaram nos sitios inativos apos a
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terapia, quando comparados ao inicio do tratamento. Neste estudo 0s autores
sugerem que o aumento de TNF- o pode ser um preditor da conversdo de sitios
inativos em sitios ativos.

O perfil de citocinas final obtido com a terapia antibiética se aproxima de
forma mais consistente com o conteudo de citocinas no GCF de sitios periodontais
saudaveis de individuos com saude periodontal apresentado no estudo anterior
(TELES et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

Em resumo, nossos resultados apoiam a suposi¢do de que os individuos com
periodontite agressiva generalizada apresentam niveis alterados de citocina pro-
inflamatoria IL-1B e da citocina anti-inflamatoria IL -10, ambas consideradas um fator
importante na progressdo dessa doenca. Os dados indicaram que a terapia
periodontal reverteu parcialmente a razdo IL-1B/IL-10 aos niveis observados na
saude periodontal. O grupo em uso de antibidticos apresentou uma mudanca maior
no perfil de citocinas no GCF ap0s a terapia, se aproximando ao perfil de individuos
saudaveis. Além disso, a reducao dos niveis de GM-CSF como resultado da terapia

periodontal sugere que esta citocina pode estar relacionada a patogénese da PAQG.
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TABELAS

Tabela 1 - Média (+xSD) demografica e parametros clinicos para os dois grupos apés 6 meses de
terapia.

Parametro RAR (n=12) RAR+AM (n=12)

Idade (anos) 26+3 27+3
% masculino 33 50

Inicio 6-meses Inicio 6-meses
PS (mm) 3.9+0.5" 2.9 +0.4%" 44+0.6" 2.5+ 0,207
NIC (mm) 40+05" 3.2+0.6** 47+0.8" 3.1+0.5%
% SS 77+ 18 17 £ 14** 77+ 18 10 £ 9**
NDP 23128 3.0+£4.0 42140 43142
Bolsas>4 mm
SS+ (%) 51 + 15 (33) 7 + 9 (5)** 60 + 18 (42) 3+5 (3)**

**p<0.01, comparado ao inicio por meio do teste Wilcoxon

Tp<0.05 entre grupos por meio do teste Mann-Whitney

RAR - Raspagem e alisamento radicular; AM - amoxicillina + metronidazol
SS - Sangramento a sondagem

PS - Profundidade de sondagem

NIC - Nivel de insercéo clinica

NDP -Numero de dentes perdidos

Tabela 2 - Média (+xSD) demografica e parametros clinicos do baseline, 6 meses e 12 meses
apos a terapia.

Amostra Total (N = 15)

Idade (anos) 26+3
% masculino 27

Baseline 6-month 12 meses
PS (mm) 4,13 +0.60 2.74 £ 0.42+= 2.72 £ 0.41%**
NIC (mm) 4,14 + 0.67 2.97 £ 0.47*** 3.00 * 0.45***
% SS 0.74+0.18 0.16 + 0.13*** 0.15 + 0.11***

***n<0.001, comparado ao baseline por meio do teste de Dunnett
SS - Sangramento a sondagem

PS - Profundidade de sondagem

NIC - Nivel de insercéo clinica
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Tabela 3 - Média (+ DP) dos niveis de citocinas no GCF (pg / ml) para os dois grupos clinicos
no inicio e 6 meses apos a terapia.

RAR (n=12) RAR+AM (n=12)

Baseline 6-month Baseline 6-month
GM-CSF (pg/ml) 39+29 1.7 £0.9* 46+1.5 1.6 £1.2%
IFN-y (pg/ml) 0.8+1.3 0.5+0.3 0.7+0.9 04+0.4
IL-10 (pg/ml) 19.2+10.9 24.4 +18.6 16.9+7.0 20.9 £ 20.0
IL-1B (pg/ml) 18.8+10.4 10.1+13.0 19.7+9.9 7.9 +15.2*
IL-2 (pg/ml) 2027 ND 15+21 ND
IL-6 (pg/ml) 44+7.8 12.1+21.6 20+1.9 6.6+7.4
TNF-a (pg/ml) 22+24 3.7+5.2 15+0.9 3.3+3.5
IL-1B/IL-10 24+1.6 0.6 + 0.7** 26+2.4 0.6 + 0.6**
*p<0.05, **p<0.01, comparado ao inicio por meio do Wilcoxon rank sum

test

Tp<0.05 entre grupos por meio do teste de Mann-Whitney

GM-CSF, fator estimulador de col6nia de granulécitos-macroéfagos; IL, interleucina; IFN, interferon; TNF,
fator de necrose tumoral; GCF, fluido gengival crevicular; RAR, raspagem e alisamento radicular;

AM, amoxicillina + metronidazol

ND — néo detectado

Negrito indica diferenca estatisticamente significativa entre o inicio e apds 6 meses

Tabela 4 - Média (x SD) dos niveis de citocinas no GCF (pg/ml) para todos os individuos
gue completaram o estudo do inicio aos 12 meses apoés a terapia.

Amostras Totais (N = 15)

Inicio 6 meses 12 meses

GM-CSF (pg/ml) 4,59 £ 1.97 1.82+1.06 1.21 £ 0.69***
IFN-y (pg/ml) 0.74+1.18 0.41+0.34 1.12 + 3.47
IL-10 (pg/ml) 19.57 £+ 11.25 29.13+£22.25 38.74 £ 23.13**
IL-1B (pg/ml) 20.75 £ 11.65 11.93 + 18.66** 12.59 + 11.53
IL-2 (pg/ml) 1.96 £ 2.45 0.00 = 0.00*** 0.00 £ 0.00***
IL-6 (pg/ml) 2.44 +5.22 10.58 + 15.89 15.86 + 22.61**
TNF-a (pg/ml) 2.00 £ 2.32 5.44 + 6.94 7.68 £ 12.69**
IL-1B/IL-10 2.41 + 2.46 0.47 + 0.35*** 0.91+1.67*

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado ao inicio por meio do teste de Dunn.

GM-CSF, fator estimulador de colbnia de granulécitos-macroéfagos; IL, interleucina; IFN, interferon; TNF,
fator de necrose tumoral; GCF, fluido gengival crevicular; RAR, raspagem e alisamento radicular;
Negrito indica diferenga estatisticamente significativa entre o inicio e apds 6 ou 12 meses.
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Tabela 5 - Niveis de citocinas (x SD) no GCF (pg / ml) examinados em categorias de bolsas < 4mm,
de 4-6 mm e > 6mm para os individuos que completaram o estudo do inicio aos 12 meses apds a

terapia.
<4mm 4-6mm >6mm
L 6 12 . 6mese 12 . 6 12
Inicio Inicio Inicio
meses meses meses meses meses
GM-CSF 40+ 13z 1.2+ 4.7 + 20+ 1.1+ 4.7 + 19+ 16+
(pg/ml) 2.0 1.0** 0.9* 2.5 1.2 0.6%** 4.5 1.2 1.1
IFN-y 04+ 044z 1.1+ 1.07+ 04+ 0.358 + 05+ 0.3+ 24 +
(pg/ml) 0.4 0.5 3.2 2.2 0.4 0.704 0.7 0.4 6.9
IL-10 17.7 195+ 385% 224+ 309+ 349+ 129+ 319+ 418+%
(pg/ml) +10 18 31.4*t 17.7 255 19.1 11.6 28.7 34.8
IL-18 171 52+ 6.35 + 223+ 11.3+ 129+ 183+ 233+ 16.6%
(pg/ml) +12 11** 9.4 13.1 17* 13.2 15.1 41.1 21.3
IL-2 1.7+ 00z 0.0z 19+ 0.0+ 0.0+ 22+ 0.0z 0.0+
(pg/ml) 25 0.0*** 0.0*** 2.6 0.0*** 0.0*** 3.1 0.0** 0.0**
IL-6 14+ 515+ 173% 3.3+ 141+ 138= 0.9+ 8.6 £ 21.7
(pg/ml) 1.6 8.0 23.6** 7.5 25.7 17.6* 0.7 11.7 33.5**
TNF-a 18+ 25+% 7.7 23+ 6.9+ 6.0 + 0.9+ 56+ 9.7 £
(pg/ml) 1.7 34 15,0 2.9 11 6.5* 0.6 4.5 15.6**
IL-1/IL-10 16+ 03# 0.2+ 26+ 05+ 15+ 3.2+ 0.6 + 09+
2.0 0.3* 0.3*** 2.9 0.4*** 3.3** 3.1 0.5 1.6

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparado ao inicio por meio do teste de Dunn.
GM-CSF, fator estimulador de colénia de granuldcitos-macréfagos; IL, interleucina; IFN, interferon;
TNF, fato de necrose tumoral; GCF, fluido gengival crevicular; RAR, raspagem e alisamento radicular;
Negrito indica diferenga estatisticamente significativa entre o inicio e apds 6 e 12 meses.
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Figura 1-Representacdo esquematica do processo de selecéo de individuos para o

estudo.




Figura 2 - Grafico de pizza que ilustra a propor¢do média das 7 citocinas nos
individuos que completaram os 12 meses de acompanhamento.
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Grafico de pizza que ilustra a propor¢cdo média das 7 citocinas nos individuos que
completaram os 12 meses de acompanhamento. O gréfico inicial representa a
composicao de citocinas no GCF no inicio do estudo, enquanto os graficosseguintes
representam a concentragao de citocinas GCF na visita de 6e de 12 meses para 0s
dois grupos clinicos. Os graficos foram dimensionados de modo a refletir os niveis
totais de citocinas. As diferencas dos dados entre o inicio e 6 ou 12 meses foi
testada pelo Teste de Dunn: * p <0,05, ** p <0,01, ***<0,001. A diferenca dos dados
entre 6 e 12 meses estdo representadas por 'p <0,05.
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Figura 3 - Graficos de fluido gengival crevicular média (GCF) e dos niveis de
citocinas 6 meses pos-terapia.
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Gréficos de fluido gengival crevicular média (GCF) e dos niveis de citocinas (pg / ml)
no inicio do estudo e 6 meses pos-terapia em individuos com periodontite agressiva
generalizada no grupos placebo (painéis brancos) e sistémicos (antibiéticos painéis
cinzentos). Os circulos verdes representam os niveis basais do GCF (medido em até
14 sitios por individuo) e foram ordenados em cada gréafico por individuo com o
menor valor GCF para o valor mais alto pré-terapia. Os circulos vermelhos e roxos
representam a média do GCF para cada individuo no 6°. més. Os circulos vermelhos
indicam um aumento médio, enquanto os circulos roxos indicam uma diminui¢ao
média nos niveis de citocinas do GCF apoés a terapia.
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Figura 4 - Graficos de fluido gengival crevicular média (GCF) e dos niveis de
citocinas (pg / ml) no inicio do estudo e 12 meses pés-terapia.
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Graficos de fluido gengival crevicular média (GCF) e dos niveis de citocinas (pg / ml)
no inicio do estudo e 12 meses poés-terapia em individuos com periodontite
agressiva generalizada . Os circulos verdes representam o0s niveis basais do GCF
(medido em até 14 sitios por individuo) e foram ordenados em cada grafico por
individuo com o menor valor GCF para o valor mais alto pré-terapia. Os circulos
vermelhos e roxos representam a média do GCF para cada individuo no 12°. més.
Os circulos vermelhos indicam um aumento médio, enquanto os circulos roxos
indicam uma diminuicdo média nos niveis de citocinas do GCF apés a terapia.



ANEXOS

J Clin Periodontol 2012; 39: 295-302 doi: 10.1111[j.1600-051X.2011.01817.x

Effects of periodontal therapy on
GCF cytokines in generalized
aggressive periodontitis subjects
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Abstract

Aim: To examine changes in levels of gingival crevicular fluid (GCF) cytokines,
after periodontal therapy of generalized aggressive periodontitis (GAgP).
Materials and Methods: Twenty-five periodontally healthy and 24 GAgP subjects
had periodontal clinical parameters measured and gingival crevicular fluid (GCF)
samples collected from up to 14 sites/subject. GCF samples were analysed using
multiplex bead immunoassay for: GM-CSF, IFN-y, I1L-10, IL-1p, IL-2, IL-6 and
TNF-a. Aggressive periodontitis subjects were randomly assigned to either scaling
and root planing (SRP) alone or SRP plus systemic amoxicillin (500 mg) and
metronidazole (400 mg) 3 times a day for 14 days. Clinical parameters and GCF
cytokines were re-measured 6 months after treatment. Differences over time were
analysed using the Wilcoxon test and between groups using the Mann-Whitney
test.

Results: Significant reductions in GCF GM-CSF, IL-1p and the ratio IL-1B/1L-
10 and increases in GCF IL-6 were detected after therapy. The mean change in
GCF cytokines did not differ significantly between groups.

Conclusions: Periodontal therapy improved GCF cytokine profiles by lowering
IL-1p and increasing 1L-10 levels. The reduction in GCF GM-CSF after therapy
implicates this cytokine in the pathogenesis of GAgP. There was no difference
between therapies in changes of GCF cytokines.

Joml ] il
Periodontology

Ana Paula de Lima Oliveira’,
Marcelo de Faveri?, Lauren Christine
Gursky®, Maria Josefa Mestnik?,
Magda Feres?, Anne D. Haffajee®,
Sigmund S. Socransky* and Ricardo
Palmier Teles*®

'Department of Periodontology, School of
Dentistry, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil,
2Department of Periodontology, Dental
Research Division, Guarulhos University,
Guarulhos, SP, Brazil; *School of Dentistry,
Pontifical Catholic University of Parana,
Curitiba, PR, Brazil; “The Forsyth Institute,
Cambridge, MA, USA; 5Depar1ment of Oral
Medicine, Infection, and Immunity, Harvard
School of Dental Medicine, Boston, MA,
USA

Key words: cytokines; gingival crevicular
fluid; periodontal disease; periodontal therapy

Accepted for publication 28 September 2011

Studies examining biomarkers in gin-  ators in  the pathogenesis of
gival crevicular fluid (GCF) have periodontal diseases. These studies
implicated several host-derived medi- have focused on biomarkers with
functions that fit our understanding
of the pathological mechanisms
involved in periodontal disease initi-
ation and progression including pro-
inflammatory cytokines, T helper 1
(Th1) cytokines and anti-inflamma-
tory cytokines.

Pro-inflammatory cytokines such
as interleukin-1B (IL-1pB) and tumour
necrosis  factor-o  (TNF-2) are
released primarily by macrophages
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after bacterial infection or tissue
injury  (Dinarello  1987).  When
released in high concentrations, these
cytokines can stimulate the produc-
tion and release of other inflamma-
tory mediators such as IL-6, matrix
metalloproteinases  (MMPs)  and
prostaglandin E2 (PGE2) (Dinarello
2007). IL-1p and TNF-a are also
potent inducers of bone resorption
and inhibitors of bone formation
(Stashenko et al. 1987a.b). Several
reports have indicated that GCF IL-
1B is elevated in periodontitis
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patients, when compared to healthy
and gingivitis patients (Stashenko
et al. 1991, Hou et al. 1995, Enge-
bretson et al. 2002), is higher in
active versus inactive sites (Reinhardt
et al. 2010) and dechnes after pen-
odontal treatment (Hou et al. 1995,
Al-Shammari et al. 2001, Engebret-
son et al. 2002, Zhong et al. 2007,
Rosalem et al. 2011). Furthermore,
soluble antagonists to IL-1B and
TNF-o were capable of reducing loss
of connective tissue attachment and
alveolar bone in non-human pri-
mates (Delima et al. 2001).

Interleukin-6 1s often secreted
together with other pro-inflamma-
tory cytokines during the induction
of acute phase reactions. Early
reports indicated that GCF levels of
IL-6 were elevated during periodon-
tal disease progression in chronic
(Geivelis et al. 1993) and in refrac-
tory periodontitis (Lee et al. 1995).
A recent randomized, placebo-con-
trolled study on the impact of
adjunctive subantimicrobial-dose
doxycycline (SDD) demonstrated
SDD was associated with a higher
decrease in GCF IL-6 compared to
the placebo group (Emingil et al.
2011). These findings suggest that
IL-6 is involved in the inflammation-
induced tissue destruction of the
periodontium.

Interleukin-2 and interferon-y
(IFN-y} are cytokines released by
the Thl subset of CD4 T-helper
cells. Due to the potent pro-inflam-
matory properties of IFN-y, several
authors have proposed a role for a
Thil-type response during periodon-
tal disease activity (Stashenko et al.
2007, Dutzan et al. 2009). In fact,
IFN-y has been associated with pro-
gressing  periodontal  lesions  of
chronic periodontitis (Alpagot et al.
2003, Dutzan et al. 2009). Higher
levels of GCF IL-2 have also been
reported in active sites of refractory
periodontitis subjects compared to
non-progressing  sites  (Lee et al.
1995). However, studies on the
effects of periodontal therapy on
Thl GCF cytokines have been
inconclusive. A recent study has
reported  statistically  significant
reductions as a result of periodontal
mechanical treatment in GCF ITFN-y
and IL-2 (Thunell et al. 2010) while
another demonstrated a trend for an
increase in GCF levels of IFN-y
after periodontal therapy (Del Pelos-

o Ribeiro et al. 2008). In addition,
Rosalem et al. 2011 could not detect
any significant changes in GCF
IFN-y in response to periodontal
treatment.

Studies wusing IL-10 knockout
mice have implicated this anti-
inflammatory cytokine in the patho-
genesis  of periodontal  discases.
Sasaki et al. 2004, 2008 demonstrated
that these animals are lghly suscep-
tible to alveclar bone destruction
induced by Porphyromonas gingivalis
infection. This immunoregulatory
cytokine can inhibit a series of pro-
inflammatory signals and has also
been involved in the suppression of
MMPs and in the stimulation of os-
teoprotegerin (OPG), an inlibitor of
bone resorption (Garlet 2010). Stud-
ies on GCF levels of IL-10 have also
resulted in  conflicting findings.
Gamonal et al. 2000 reported a
decrease in the total amounts of
GCF IL-10 as a result of periodontal
therapy, while Del Peloso Ribeiro
et al. 2008 found a statistically sig-
nificant increase in GCF IL-10 after
mechanical debridement. Further,
Goutoudi et al. 2004 could not find
differences in the GCF levels of IL-
10 between periodontally diseased
and non-diseased sites and reported
no changes as a result of treatment.

Granulocyte-macrophage colony-
stimulating  factor (GM-CSF) 1s
produced primarily by monocytes/
macrophages, fibroblasts and endo-
thelial cells and plays an essential
role in normal neutrophil develop-
ment. This cytokine has been shown
to prolong the persistence of neu-
trophils in gingival tissues from
chromic periodontitis subjects by
reducing their apoptosis (Gamonal
et al. 2003). However, the presence
of GM-CSF in GCF has not been
extensively studied and the only
report that examined this inflamma-
tory mediator in GCF samples from
periodontitis subjects did not find
differences between healthy and dis-
cased sites (Thunell et al. 2010). In
addition, the authors could not find
a change in GCF GM-CSF levels as
a consequence of mechanical peri-
odontal therapy.

We have previously analysed clin-
ical parameters, microbial data and
levels of GCF cytokines in general-
ized aggressive periodontitis (GAgP)
subjects (Teles et al. 2010). Ths
cross-sectional study demonstrated

that GAgP subjects had statistically
significantly higher GCF levels of
IL-18, GM-CSF and IL-1B/IL-10
ratio compared to periodontally
healthy subjects. We concluded that
GAgP subjects were characterized by
a hgher IL-1B/IL-10 ratio than pen-
odontally healthy subjects, suggest-
ing an imbalance between pro- and
anti-inflammatory cytokines  in
aggressive periodontitis. The goal of
the present study was to follow up
the cross-sectional study by an inter-
vention study that would determine
if periodontal treatment would
change the GCF cytokine profile in
aggressive periodontitis to one more
similar to that observed in periodon-
tal health. Thus, changes in levels of
GCF IL-1p, TNF-», IL-6, IFN-y,
IL-2, IL-10 and GM-CSF were
assessed in GAgP subjects as a result
of two forms of periodontal therapy.

Materials and Methods

Subject population and clinical
monitering

Twenty-five periodontally healthy
and 30 GAgP subjects were recruited
at the Guarulhos University peri-
odontal clinic (Guarulhos, SP, Bra-
zil). The Guarulhos Umniversity's
Ethics Committee approved the
study protocols including the peri-
odontal examination and the taking
of GCF samples. Each subject read
and signed an informed consent
form before entering the study. To
be included in the study, the peri-
odontally healthy subjects had to be
> 18 and <30 years of age, have at
least 24 natural teeth and no probing
pocket depth (PD) and chnical
attachment level (CAL) >3 mm and
have less than 20% of the sites with
bleeding on probing (BOP). The
GAgP subjects had to be <30 years
of age, have at least 20 natural teeth
and a minimum of six incisors and/
or first molars with at least one site
with PD and CAL > 5 mm, as well
as a mmmmum of six teeth other than
first molars and incisors also pre-
senting at least one site with PD and
CAL > 5 mm.

The diagnosis of GAgP was
based on the criteria set forth by the
American Academy of Periodonto-
toly (Armitage 1999) and required
familial aggregation, that 1s, at least
one other farmily member either pre-

© 2011 John Wiley & Sons A/S
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senting or with a history of pen-
odontal disease. Subjects were
excluded if they had any systemic
condition that would influence the
course of periodontal disease and
medical conditions that would
require antibiotic prophylaxis for
dental procedures. Individuals who
smoked, had taken antibiotics in the
previous 6 months, had received any
previous subgingival therapy or were
either pregnant or nursing were also
excluded.

Bleeding on probing (0 or 1), PD
(mm) and CAL (mm) were measured
at six sites per tooth (mesiobuccal,
buccal, distobuccal, mesiolingual, lin-
gual and distolngual) for all teeth
present (excluding third molars), for
a maximum of 168 sites per subject,
by a calibrated examiner (M. J. M.).
PD and CAL were recorded to the
nearest millimetre using a North Car-
olina periodontal probe (Hu-friedy,
Chicago, IL, USA).

Experimental design

In this double-blinded, randomized
clinical trial, GAgP subjects were
randomly assigned to one of the fol-
lowing treatment groups: SRP + pla-
cebo or SRP + systemic antibiotics
(SRP + MET and AMX). The antibi-
otic regimen prescribed was: metroni-
dazole  (MET) 400 mg  and
amoxicillin  (AMX) 500 mg three
times a day (t.i.d.) for 14 days. Sub-
jects in the SRP group received two
placebo capsules tad. for 14 days.
All subjects were instructed to rinse
for 1 min. with 15ml of 0.12%
chlorhexidine (CHX) solution twice a
day for 60 days. The antibiotic and
placebo regimens and the chemical
plaque control started immediately
after the first session of mechanical
instrumentation. Clinicians and study
subjects were blinded to treatment
assignment during the study. All
GAgP subjects received full-mouth
supragingival scaling, instruction in
oral hygiene and fullmouth SRP
performed under local anaesthesia in
up to six appointments lasting
approximately 1 h each. Mechamcal
therapy was completed within
14 days of the baseline visit and SRP
was performed by a single trained
periodontist using manual instru-
ments (M. J. M). Clinical monitoring
for GAgP subjects was repeated
6 months post-therapy.

© 2011 John Wiley & Sons A/S
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Gingival crevicular fluid sampling

Gingival crevicular fluid (GCF) sam-
ples were obtained from the mesio-
buccal site of every tooth present
(excluding third molars) in two ran-
domly selected contra-lateral quad-
rants (up to 14 sites per subject).
Following isolation of the site with
cotton rolls, supragingival plaque
was removed, the area air dried and
a 30-s GCF sample collected with fil-
ter strips (Periopapers, Interstate
Drug Exchange, Amityville, NY,
USA). Periopaper strips were gently
inserted into the orifice of the peri-
odontal pocket, 1-2 mm subgingivally.
Gingival crevicular fluid volume was
determined using a Periotron 8000
(Oraflow Inc., Plainview, NY, USA),
calibrated following the protocol
described by (Chapple et al. 1999).
Samples were immediately placed in
Eppendorf tubes on ice, transported
to the laboratory and stored at —80°
C. GCF samples were collected
before clinical measurements at base-
line and 6 months after treatment.
Samples visibly contaminated with
blood were discarded. All GCF sam-
ples were shipped frozen to the For-
syth Institute, Cambndge, MA for
analysis.

Quantification of cytokines using
multiplexed bead immunoassay (Luminex)

Cytokine levels were determined
using a high-sensitivity human cyto-
kine 7-plex Millipore kit (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA).
Before the assay, GCF samples were
eluted using 60 pl of the assay buffer
provided in the Milhpore kat by vor-
texing for 30 min. and then centri-
fuging for 10 mun. at 11,200 g. Seven
cytokines: GM-CSF, IL-2, IFN-v,
IL-10, IL-6, IL-1p and TNF-a were
measured. The assays were per-
formed in 96-well filter plates follow-
ing the manufacturer’s instructions
(for details see Teles et al. 2010).
Briefly, microsphere beads coated
with monoclonal antibodies against
the seven different target analytes
were added to the wells of a filter
plate. Samples and standards (rang-
ing from 0.13 to 2000 pg/ml for each
analyte) were added and incubated
overnight at 4°C. The wells were
washed and a mixture of biotinylat-
ed secondary antibodies was added.
After incubation, streptavidin conju-
gated to R-phycoerythrin was added

to the beads and incubated for
30 min. After washing, sheath fluad
(Luminex, MiraiBio, Alameda, CA,
USA) was added to the wells and
the beads were analysed in the Lum-
inex 100™ instrument. The concen-
trations of the antigens in GCF
samples were estimated from the
standard curve using a third-order
polynomial equation and the Graph-
Pad Prism 5 software (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA)
and expressed as pg/ml. Samples
below the detection limit of the assay
were recorded as zero, while samples
above the upper limit of quantifica-
tion of the standard curves were
assigned the highest value of the
curve.

Data analysis

Clinical data were obtained from six
sites per tooth in each periodontally
healthy subject at baseline and from
GAgP individuals at baseline and
6 months after periodontal therapy.
Mean values were calculated for
each individual and averaged across
subjects in each chnical group at
baseline and for the two treatment
groups at bascline and 6 months
separately. The mean numbers and
mean percentage of sites with
PD > 4 mm that bled on probing
were also computed. Significance of
changes in chinical data over time
was determined using the Wilcoxon
signed ranks test for each treatment
group scparately.

Gingival crevicular fluid levels of
seven cytokines were measured in up
to 14 sites per subject. The ratio
between the levels of IL-1B/IL-10
was also calculated. The mean values
for each cytokine parameter was
then calculated for each subject and
across subjects in each clinical group
at each time point separately. Signifi-
cance of changes over time in GCF
biochemical parameters was deter-
mined using the Wilcoxon signed
ranks test for each treatment group
separately.

Clinical and cytokine baseline
data were subtracted from the
6-month data to compute the
changes resulting from therapy in
cach treatment group. Mean changes
obtained by each therapy were com-
pared using the Mann—Whitney test.
Due to differences in mean PD
and CAL between clinical groups,
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ANCOVA adjusting for baseline PD
and CAL was used to confirm the
significance of statistical differences
obtained for unadjusted values.

To examine changes in cytokines
levels at periodontal sites that exhib-
ited AL “gain” or no change com-
pared with sites that exhibited an
increase in the AL measurement, the
cytokine values of each type were
averaged within each subject and
then averaged across subjects in each
group separately. Significant of dif-
ferences in mean cytokine values
between the sites that gained attach-
ment or did not change compared to
those that increase in attachment
were tested using the Mann—-Whitney
test. Sirmlar analyses were performed
for sites subset into those that
decreased in PD or did not change
versus those that increased in PD.

Results

Subject retention

The study was conducted between
July 2007 and September 2009. Out
of the 30 GAgP subjects imtially
enrolled, GCF samples could be col-
lected from 24 subjects at baseline
and the 6-month follow-up visit: 12
in the control group (SRP + pla-
cebo) and 12 in the test group (SRP
+ MET and AMOX).

Clinical findings

Table 1 presents the mean (+SD)
demographic and chinical parameters

for the two treatment groups at
baseline and at the 6 months and
for the periodontally healthy (con-
trol} group at baseline. The demo-
graphic data illustrate that the three
groups were balanced for age and
gender distribution. However, treat-
ment groups had statistically signifi-
cantly different mean bascline PD
and CAL. The Wilcoxon test indi-
cated that reductions in mean PD,
CAL, percentage of BOP and num-
ber of pockets > 4 mm that bled on
probing were statistically significant
in both treatment groups. When
mean changes in chnical parameters
were compared between treatment
groups using the Mann-Whitney
test, the antibiotics group had statis-
tically sigmficantly greater mean PD
reduction and mean CAL gain com-
pared to the placebo group (data
not shown). Due to the differences
in baseline mean PD and CAL the
statistical significance of compari-
sons between changes in clinical
parameters for the two treatment
groups was tested using ANCOVA
adjusting for baseline PD and CAL
and the adjusted values for mean
PD and CAL changes remained sta-
tistically significantly different
(Table 1).

Gingival crevicular fluid cytokine changes

A total of 895 GCF samples were
processed as part of the study: For
the samples collected from the peri-
odontally healthy group, the fre-
quency of detection for each of the

seven cytokines at baseline was:
GM-CSF, 85%; IL-2, 83%; IFN-y,
63%; IL-10, 99%; IL-6, 94%; IL-
1B, 99%; and TNF-u, 98%. Among
GAgP subjects, the frequency of
detection for each of the seven
cytokines at baseline was: GM-CSF,
79%; IL-2, 79%; IFN-y, 69%; IL-
10, 99%; IL-6, 94%; IL-1B, 100%;
and TNF-o, 99%, while the fre-
quencies of detection 6 months after
therapy were: GM-CSF, 83%; IL-2;
0%; IFN-y, 43%; IL-10, 95%; IL-6,
92%; IL-1B 96%; and TNF-q,
96%.

Gingival crevicular flud levels of
each cytokine at basehine and
6 months post-therapy in each site
are hghlighted in Fig. 1. There was
considerable vanability among indi-
vidual sites in the treatment
response. The effect of treatment on
the mean GCF cytokine levels (pg/
ml) of the entire study group
(N =24) can be seen in Table 2.
Despite the high level of vanability,
significant reductions in the levels of
GM-CSF and IL-1p and increases in
levels of IL-6 after treatment could
be detected. The ratio IL-1B/IL-10
also reduced significantly. The mean
GCF levels of each cytokine for the
control group are also presented as
reference values. No statistical com-
parisons were conducted between the
treatment groups and the control
group.

Figure 2 presents the entire distri-
bution of mean values of GCF cyto-
kines for all subjects in each
treatment group separately. A cer-

Table I. Mean (+8D) demographic and clinical parameters at baseline and 6 months for the two treatment groups and for the control

group
Parameter SRP + placebo SRP + MET and AMX Control
n=12) (n=12) (n =25
Age (years) % 26+3 27+3 260+ 3
Males 33 50 45
Baseline 6-month Change! Baseline 6-month Change
PD (mm) 3.9+ 05 29x04%  _11£03% 4406 250241 17£03% 23+05
CAL (mm) 4.0+ 0.5 324064 09 x04% 470487 3.1+ 0.5%* 13+04¢ 1704
% BOP 77+ 18 17 = 144+ —62+23 77+ 18 10 = 9% * —64 £23 8+9
NMT 23+28 30+40 08+20 4240 43+42 0.1+20 05+12
Pockets >4 mm BOP+ve (%) 51+ 15(33) 79 (5)* —47+£18(-31) 60+18(42) 3+5@)** 53+ 18(-36) 0

**p < 0.01, compared to baseline using Wilcoxon signed ranks test.
15 < 0.05 between therapy groups using Marm-Whitney.

p < 0.001.

%p < 0.05 between groups using ANCOVA adjusting for baseline PD and AL.
"Mean values +SD after ANCOVA adjustments.
AMX, amoxicillin; CAL, clinical attachment level; BOP, bleeding on probing; MET, metronidazole; NMT, number of missing teeth; PD,

pocket depth; SRP, scaling and root planing.
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ANCOVA adjusting for baseline PD
and CAL was used to confirm the
significance of statistical differences
obtained for unadjusted values.

To examine changes in cytokines
levels at periodontal sites that exhib-
ited AL “gain” or no change com-
pared with sites that exhibited an
increase in the AL measurement, the
cytokine values of each type were
averaged within each subject and
then averaged across subjects in each
group separately. Significant of dif-
ferences in mean cytokine values
between the sites that gained attach-
ment or did not change compared to
those that increase in attachment
were tested using the Mann—-Whitney
test. Sirmlar analyses were performed
for sites subset into those that
decreased in PD or did not change
versus those that increased in PD.

Results

Subject retention

The study was conducted between
July 2007 and September 2009. Out
of the 30 GAgP subjects imtially
enrolled, GCF samples could be col-
lected from 24 subjects at baseline
and the 6-month follow-up visit: 12
in the control group (SRP + pla-
cebo) and 12 in the test group (SRP
+ MET and AMOX).

Clinical findings

Table 1 presents the mean (+SD)
demographic and chinical parameters

for the two treatment groups at
baseline and at the 6 months and
for the periodontally healthy (con-
trol} group at baseline. The demo-
graphic data illustrate that the three
groups were balanced for age and
gender distribution. However, treat-
ment groups had statistically signifi-
cantly different mean bascline PD
and CAL. The Wilcoxon test indi-
cated that reductions in mean PD,
CAL, percentage of BOP and num-
ber of pockets > 4 mm that bled on
probing were statistically significant
in both treatment groups. When
mean changes in chnical parameters
were compared between treatment
groups using the Mann-Whitney
test, the antibiotics group had statis-
tically sigmficantly greater mean PD
reduction and mean CAL gain com-
pared to the placebo group (data
not shown). Due to the differences
in baseline mean PD and CAL the
statistical significance of compari-
sons between changes in clinical
parameters for the two treatment
groups was tested using ANCOVA
adjusting for baseline PD and CAL
and the adjusted values for mean
PD and CAL changes remained sta-
tistically significantly different
(Table 1).

Gingival crevicular fluid cytokine changes

A total of 895 GCF samples were
processed as part of the study: For
the samples collected from the peri-
odontally healthy group, the fre-
quency of detection for each of the

seven cytokines at baseline was:
GM-CSF, 85%; IL-2, 83%; IFN-y,
63%; IL-10, 99%; IL-6, 94%; IL-
1B, 99%; and TNF-u, 98%. Among
GAgP subjects, the frequency of
detection for each of the seven
cytokines at baseline was: GM-CSF,
79%; IL-2, 79%; IFN-y, 69%; IL-
10, 99%; IL-6, 94%; IL-1B, 100%;
and TNF-o, 99%, while the fre-
quencies of detection 6 months after
therapy were: GM-CSF, 83%; IL-2;
0%; IFN-y, 43%; IL-10, 95%; IL-6,
92%; IL-1B 96%; and TNF-q,
96%.

Gingival crevicular flud levels of
each cytokine at basehine and
6 months post-therapy in each site
are hghlighted in Fig. 1. There was
considerable vanability among indi-
vidual sites in the treatment
response. The effect of treatment on
the mean GCF cytokine levels (pg/
ml) of the entire study group
(N =24) can be seen in Table 2.
Despite the high level of vanability,
significant reductions in the levels of
GM-CSF and IL-1p and increases in
levels of IL-6 after treatment could
be detected. The ratio IL-1B/IL-10
also reduced significantly. The mean
GCF levels of each cytokine for the
control group are also presented as
reference values. No statistical com-
parisons were conducted between the
treatment groups and the control
group.

Figure 2 presents the entire distri-
bution of mean values of GCF cyto-
kines for all subjects in each
treatment group separately. A cer-

Table I. Mean (+8D) demographic and clinical parameters at baseline and 6 months for the two treatment groups and for the control

group
Parameter SRP + placebo SRP + MET and AMX Control
n=12) (n=12) (n =25
Age (years) % 26+3 27+3 260+ 3
Males 33 50 45
Baseline 6-month Change! Baseline 6-month Change
PD (mm) 3.9+ 05 29x04%  _11£03% 4406 250241 17£03% 23+05
CAL (mm) 4.0+ 0.5 324064 09 x04% 470487 3.1+ 0.5%* 13+04¢ 1704
% BOP 77+ 18 17 = 144+ —62+23 77+ 18 10 = 9% * —64 £23 8+9
NMT 23+28 30+40 08+20 4240 43+42 0.1+20 05+12
Pockets >4 mm BOP+ve (%) 51+ 15(33) 79 (5)* —47+£18(-31) 60+18(42) 3+5@)** 53+ 18(-36) 0

**p < 0.01, compared to baseline using Wilcoxon signed ranks test.
15 < 0.05 between therapy groups using Marm-Whitney.

p < 0.001.

%p < 0.05 between groups using ANCOVA adjusting for baseline PD and AL.
"Mean values +SD after ANCOVA adjustments.
AMX, amoxicillin; CAL, clinical attachment level; BOP, bleeding on probing; MET, metronidazole; NMT, number of missing teeth; PD,

pocket depth; SRP, scaling and root planing.
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Fig. I Plots of gingival crevicular flwd (GCF) eytokine levels (pgiml) for each ate
sampled in the generalized aggressive perindontitis subjects at bassline and 6 months
post-therapy. The green circles represent the baseline GCF levels and have been
ordered in sach panel from the site with the lowest GCF value to the highest value
pretherapry. The red and purple circles represent the 6 month GCF levels for each
site. The red circles indicate increase, whereas the puiple drcles indicate a decrease
after treatment in the gte levels of GCF cyptokines.

Taple 2. Mean (#83D) GCF eytokine levels (pg/ml) for the generalized aggressive pericdon-
title subjeet at bastline and 6 monthe after therapy and for the confrol subjects

GCF parameter Generalized apgressve periodontitis (v = 24) Control
(n=25)
Baseline G-month
GM-CSF (pg/ml) 42+23 16+ 10% 2212
IFN-y (pg/ml) a7+ 11 04403 06+ 1.2
IL-10 (pa/ml} 1B0<54 226 £ 19.0 737 £ 198
IL-1j% (pgml} 19.3 + 10.0 9.0 + 13.9%% 70 £30
IL-2 (pgmml) 1824 0.0 = 0.0%* 07+12
IL-6 (pgfml) 3257 9.3 + 16.0% 1939
TNF-x (pe/ml) 1.9£1% 1543 1514
IL-13,I0-10 25+£20 0.6 £ 06%%* 0504
*p < 005
**p < 0.01.

#++n < 0.00] compared to baseling using Wilesxon signed ranks test.

GCF, gingival crevicular fluid, GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor, IFN, interferon, IL, interleuking TNF, tumour necross Factor.

Bold face indicates statistically significant differences from baseline to § months.

tain degres of vanability 15 shll pres-
ent, but 1t 15 apparent that most sub-
jects 1m both  groups  presented
decreases in mean GCF levels of
GM-CSF, IL-2 and IL-1p. Table 3
presents the mean GCF cytokime lev-
els (pg/ml} for the two treatment
groups at basehne and at the
6-month follow-up visit. There were
no statistically significant differences
between  treatment groups. There
were significant reductions in the lev-
els of GM-CSF and the ratio IL-15/
IL-10 in both treatment groups. In
addition, m the group recerving AN
there was a statistically aigmficantly
decrease im mean levels of IL-1R.
When the mean changes m levels of
GCF c¢ytokimes from basehne to

& 2011 John Wiley & Sons Af/S

6 months were compared betwesm
treatment groups using Mann-Whit-
ney, differences were not stathstically
significant (data not shown}.

She level changes

When sites were subset mto those that
exhibited no change or “gan” m AL
and comparsd with those that exhib-
ited an merease 1n AL, there was a
gignificant difference in mean GM-
CSF wvalues between groups. Sites that
improved or did net change had a
mean decrease of 2.76 + 2.46 pgiml
versus (.24 + 276 pgfml (p < 0.01}
The ratic IL-1P/IL-10 alse decreased
more m the sites that did not change
or improved than in the sites that

increased in AL (mean = SD} 195 =
2,05 compared to 0.55 = 2.20 respec-
tively (p < 0.01}. Smmilar sigmficantly
different changes mm mean GN-CSF
and IL-1F/IL-10 ratio were observed
for sites that inereased or decreasedin
PD (data not shown}.

Discusslon

The data presemted  here  were
obtamed dunng a chnical tnal ong-
nally designed and powered to com-
pare SRP alome and SRP with
adjunctive systemic antibiotics. The
prnmary outcome vanable was the
effect of each therapy on the mean
proportions of red complex species.
The 3-menth chmcal and mcrobio-
logical outcomes of the study have
already been reported (Mestnik ot al
2010} and the 6-month fellow-up
data wall be reported elsewhere
(mamuscnpt m preparation}. In the
present study, GCF cytokme levels
were examined as secondary out-
come vanables using exploratory
data andysis techmgues. As a first
approach, we examined whether
penodental therapy, imespective of
the type, would result in changes in
GCF cytokmes. We then detenmuned
whether differences 1n efficacy could
be observed between the two thera-
pies emploved. The goal was to fur-
ther test our ongimal observations of
differences in GCF cytokine profiles
betwesn penodental health and dis-
ease based on cross-sectional data by
examining longtudinally the wmpact
of therapy on GCF cvtokines assocl-
ated with GAgP. Due to the explor-
atory mature of the analyus
adjustments for multiple compan-
sons weTe not meluded.

The chmical cutcome of the ran-
domzed clinical tnal provided addi-
tional evidence of a bensficial
admunctive chnical effect of the com-
bmmation of amoxcllin and metroni-
dazols  when  associated  with
mechameal debndement. The sys-
termc antibiotic therapy mnot omnly
resulted m greater mean pocket deep
reduction and mean chinical attach-
ment level gain, comparable to previ-
ously reported data (Guerrero et al
2005, Cionmea et al. 2009}, but was
alse assooated with a low mean
mumber of residual deep pockets that
bled om probing.

Cur  previous  cross-sechiomal
study  suggested that generahized
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Fig. 2. Plots of mean gingival crevicular flud (GCF) cytokme levels (pg/ml) at baseline
and & months post-therapy in generalized aggressve periodontitis subjects in the pla-
cebo (white panels) and systemmic antibiotic (grey panels) groups. The green circles rep-
resent the mean bassline GCF levels (measured at up to 14 sies per subject) and hawve
been ordered in each panel from the subject with the lowest GCF vahie to the highest
value pre-therapy. The red and purple circles represent the & month mean GCF data
for each subject. The red circles indicate a mean terease, while the purple drcles ndi-
cate a mean decrease in GCF cytokine levels afier treatment.

Table 3. Mean #8D) GCF cytokme lewels (pg/ml) for the two dinieal proupe at baseline
and 6 months affer therapy

GCF parameter SRF + placebo (n = 133 SPP+ MET and AMX (n = 13}

Baseling f-menth Baseline f-menth
GM-CSF (pg/ml) 39429 17 + 09 16+15 16+ 1.2%+
IFN-y (pg/ml) 0.8+13 0503 07009 04204
IL-10 (pg/ml) 1.2+ 109 244+ 186 160 £ 7.0 209 £ 2040
IL-1 B (pg/ml) 186+ 104 10.1 % 13.0 197+ 9.9 79+ 153°
TL-2 (pg/ml) 20 £27 0.0 £ 0.0%% L5 2.1 0.0 £ 0.0+
IL-6 (pg/ml) 1478 121+ 216 2019 6.6+ 7.4
TNF-ox (pg/ml) 22424 17452 15409 313215
IL-1 B/IL-10 24+ 1.6 0.6 £ 0.7%* 2.6+ 24 0.6 + 0.6%%
5 = 0.05.

**p < 001, compared to baseline using Wileoxon sipned ranks test.

AMX, amoxicilling GCF, gingival crevienlar fluid;, GM-CSF, granulocyte-macrophage col-
ony-stimulating faetor; IEN, inferferon, IL, interleuken; MET, metromdazsle, TNF, tfumour
neerods factor; SRP, sealing and root planing.

Bold face indicates statictically spmificant dif from baseline to 6 months.

aggressive pemodontis was assocl-
ated with lugher GCF levels of IL-
1f, GM-CFS and the IL-1B/IL-10
ratio than those found mm a pen-
odontally  healthy  subject  group
(Teles et al. 2010} Cur current find-
mgs extend these observations by

demonstrating that penodental ther-
apy significantly decreased GCF lev-
els of GM-CFS, IL-1p and the IL-
1B/IL-10 ratio. The data presented
m Table 2 indicate that the levels of
GCF cytokmes obtamed after ther-
apy closely resembled the wvalues for

the pericdentally  healthy comtrol
group. In additien, the compansons
betwesn sites that remained stable or
mnproved to sites that “lest™ chmeal
attachment after ireatment com-
firmed the assodation  between
decreases m GCF GM-CSF and IL-
1F/IL-10 ratio with clinical improve-
ments.

Interlevkin-1f has been exten-
sively studied in GCF. In accord
with our current data multiple stud-
15 demonstrated a decrease m GCF
lewels  of IL-1F  after  treatment
(Engebretson et al. 2002, Zhong
et al. 2007, Rosalem et al 2011)%
Goutoud: et al. 2004, demonstrated
a decrease in total amounts of GCF
IL-1f while IL-10 levels remamed
stable up to 32 weeks after surgieal
pericdontal treatment. They com-
cluded that penodontitis was associ-
ated with an inverse relatiomship
between IL-1B and IL-10. A recent
paper showed that penedontal treat-
ment of generalized aggressive pen-
odontiis  patients  resulted 1
statistically signmificant reductions in
GCF IL-1p whle IL-10 was unal-
tered (Toker et al. 2008). Our data
are I agresment with thess reports
masmuch we also could not find a
statistically significant change in lev-
els of IL-10 as a result of therapy. In
comtrast, Gamonal et al 2000
reported a decrease mm levels of GCF
IL-10 as a result of scalmg and root
plamng. COur results suggest that
periodontal  treatment  parbally
reversed the perceived mmbalance
between the pro-nflammatory ovio-
kme IL-1f and the anti-nflamma-
tory IL-10.

GM-CSF has not been exten-
sively studied in GCF but a recent
report mdicated no difference m the
GCF levels of this eytokine between
healthy and diseased siles and no
change m GCF GM-CSF content
as a comsequence of mechamcal
pericdontal therapy (Thunell et al
2010}, However, the study differed
congderably from ours in that: 1}
the study population mvelved 6
subjects with generalized sewvere
chromic peniodomtitis; 2} they were
followed for 6-8 weeks after mihal
periodontal therapy; and 3) the
multplex bead LI U OASSAY
employed had a much lower sensi-
tivity with a lower himit of detection
of 15,6 pg/ml compared to 0.13 pgf
ml in our study.
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Some of our findings were not in
agreement with the current under-
standing of the role of IL-6 in perni-
odontitis. This pro-inflammatory
cytokine has been associated with
periodontal tissue destruction and
IL-6 has been proposed as a biomar-
ker of periodontal discase progres-
sion (Geivelis et al.  1993). We
anticipated that therapy would result
in reductions in their GCF levels, as
recently reported by (Emingil et al.
2004). However, there is evidence
that IL-6 might also act as a potent
anti-inflammatory cytokine. In a
murine model of periapical lesion,
IL-6 knockouts and the neutraliza-
tion of IL-6 using antibodies resulted
in  sigmficantly higher penapical
bone resorption (Balto et al. 2001}.

An alternative explanation for
the increase in GCF levels of IL-6
after therapy resides in the fact that
GCF content might not fully reflect
the levels of certain biomarkers
within the inflamed periodontal tis-
sues. Guillot etal. 1995 reported
that IL-6 levels were clevated in gin-
gival connective tissue adjacent to
intra-bony pockets which did not
respond to mechanical therapy.
However, IL-6 levels in GCF were
significantly greater at sites that
responded to therapy than at sites
that did not. They suggested that IL-
6 was localized to the inflamed tis-
sues, resulting in a reduced rate of
release into GCF.

We could not find an effect of the
periodontal therapy on GCF levels
of IFN-v. Similar findings have been
recently published (Rosalem et al.
2011) but conflicting data have also
been reported (Del Peloso Ribeiro
et al. 2008, Thunell et al. 2010). The
low frequency of detection for this
analyte might indicate that it is pres-
ent in very low amounts in GCF.
Although the significant reduction in
GCF levels of IL-2 fit our under-
standing of its role in penodontal
diseases, the low frequency of detec-
tion and our failure to detect GCF
IL-2 after therapy suggest that this
finding should be interpreted with
caution.

Early reports indicated that the
systemic use of antibiotics during
periodontal treatment of subjects
with “rapidly progressive periodonti-
tis” resulted in changes in the
enzyme profile of GCF that were
associated with chinical improve-

© 2011 John Wiley & Sons A/S
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ments (Atici et al. 1998). However,
recent reports on the effects of
adjunctive antibiotics in the treat-
ment of periodontitis could not dem-
onstrate an additional impact on
GCF biomarkers when compared to
mechanical therapy alone (Mascare-
nhas et al. 2005, Giannopoulou
et al. 2006, Machtei & Youms 2008).
Comparisons between these reports
and our data are hindered by meth-
odological difference such as time of
follow up, antibiotic type and/or reg-
imen employed, inclusion of smok-
ers, and GCF biomarkers assessed.

A recent article suggested that the
use of azthromycin could reduce the
GCF levels of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1f3, IL-8 and
TNF-a in periodontally healthy sub-
jects (Ho et al. 2010). The authors
concluded that this effect was a
result of the anti-inflammatory prop-
erties of azithromycin. To our
knowledge, neither metromdazole
nor amoxicilin have anti-inflamma-
tory effects. Therefore, the changes
in GCF cytokines associated with
the adjunctive use of antbiotics
reported here should be interpreted
as an indirect result of the antimicro-
bial effects of these drugs. In our
previous report on the 3-month clinmi-
cal and microbial outcomes of this
trial, we demonstrated that the
adjunctive use of systemic metrom-
dazole and amoxicillin was associ-
ated with a greater reduction in the
proportions of red and orange com-
plex species, compared to the pla-
cebo group (Mestnik et al. 2010).
The 6-month microbiological data
confirm these preliminary findings
(data not shown).

‘We could not demonstrate any
statistically sigmificant difference in
the effect of the two different thera-
pies on GCF cytokine content. How-
ever, we must emphasize that this
study was not originally designed to
detect difference between the climcal
groups regarding the effects of the
two therapies on GCF cytokine lev-
¢ls. Therefore, our findings should
be interpreted with this hmitation in
mind.

In summary, our results provided
additional support to the notion that
GAgP is accompanied by a local
imbalance in the levels of the pro-
inflammatory c¢ytokine IL-1p and the
anti-inflammatory cytokine IL-10.
The data indicated that periodontal

therapy  vpartially reversed the
ratio IL-1B/IL-10 to levels found in
periodontal  health. Comparisons
between the two therapies could not
demonstrate significant differences.
Finally, the reduction in GCF levels
of GM-CSF as a result of periodon-
tal therapy indicates that this cyto-
kine may play a role in the
pathogenesis of GAgP.
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Clinical Relevance

Seientific rationale for the study:
Differences between cytokine pro-
files have been described between
GCF samples taken from pen-
odontal health and aggressive pen-
odontitiis. This investigation
deterrmined whether an intervention

(periodontal  therapy)  dimnished
these differences.

Principal findings: Periodontal ther-
apy changed the cytokine profile of
aggressive periodontitis GCF samples
to one more similar to periodontal
health. GCF GM-CSF also decreased
after therapy, imphcating this cyto-

kine in the pathogenesis of GAgP.
The two therapies did not differ in
their effects on GCF cytokines.
Practical implications: Better defini-
tion of the GCF cytokine profiles
in GAgP could lead to biomarkers
that would improve the diagnosis
and monitoring of this condition.
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