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RESUMO

ROSALEM Jr,Wilson. Efeito do tratamento periodontal ndo cirdrgico em pacientes com
periodontite cronica e agressiva: achadwmscrobioldgicos e imunolégico201Q 62f. Tese
(Doutoradoem Odontologia} Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado da&io
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

O objetivo do presente estudo foi comparaexpressdo de Hib, IL-4, IL-8,
interferono, atividade de elastase e a composicdo do perfil microbiano subgengival antes e
depois do tratamento periodontal ndo cirargico em pacientes com doenca peridontal cronica
generalizada (PC) e agressiva generaliZBdg. Vinte pacientes com PC e quatorze com PA
foram avaliados. Dados clinicos, fluido gengival e biofilme subgengival foram analisados na
visita inicial (VI) e 3 meses (3M) apds o tratamento periodontal ndo cirdgwostras de
fluido gengival (FG) foam coletadas com tiras de papel e os niveis déb]lL-4, IL-8 e
INF-gforam medidos, utilizando utipo deimunoensaio multiplexdo(Luminex). Atividade
da elastase foi avaliada por um ensaio enzimatico. Amostras de placa subgengival foram
analisadasteavés do checkerboard DNBNA hybridization Na avaliagdo de 3 meses apos
terapia periodontal foi encontrado melhora significativa para todos os parametros clinicos em
ambos os grupod-oram encontradas redugdes significativas na atividade de elastase nos
sitios rasos e profundos dos pacientes do grupo PA e nos sitios profundos do grupo PC,
também foi achado um aumento significativo de-tNF nos s2ti os r asos
dados microbiolégicos, mostraram reducfes significativas para os niveis dos membros do
complexo vermelhoR. gingivalis, T. forsythia, T.denticQlae para as espéciEmnodatum e
P.micra no grupo PC. No grupo PA, ocorreram reduc¢des significativas no niveis de
gingivalis, T. forsythia, Fusobacterium nucleatum ss polymorphwsnFusobacterium
periodonticum Quando as respostas clinica e imunoldgica 3M ap0s terapia fonaparemas
entre os grupos, apenas diferencas sutis foram observadas. Nenhuma diferenca microbiolégica
foi encontrada entre os grupos apos a terapia. Em concls&hados suportam nossa
hipétese de que as periodontites cronica e agressiva respondemmdestamelhante ao
tratamento periodontal nao cirdrgico.

Palavraschave: Periodontite cronica. Periodontite agressiv&luido do sulco gengival
Checkerboard DNADNA hybridization Citocinas Microbiota subgengival.



ABSTRACT

Our aim was to compare tlexpression of ILb, IL-4, IL-8, INFO, elastase activity
and the composition of the subgingival microbiota profile before and aftesurgical
periodontal treatment in patients with untreated generalized chronic (GCP) and aggressive
periodontitis (GAgP). Twenty patientsith GCP and 14 with GAgP were evaluated. Clinical
data, GCF and plague were analyzed at baseline and 3 months aftergioal periodontal
treatment. IL1b, IL-4, IL-8 and INP were analyzed in a luminex ass&jastase activity was
assessed by an enzgmt assay. Subgingival plague samples were analyzed using
checkerboard DNADNA hybridization Three months after periodontal therapy significant
improvement for all clinical parameters in both groups were found. We have found significant
reductions in thelastase activity in shallow and deep sites from GAgP and in deep sites from
GCP group. A significant increase in INAn the shallow sites from GAgP group were also
found. Microbiological data showed significant reductions in the levels of members of the red
complex P. gingivalis, T. forsythia, T. denticgleand for the specids.nodatumandP.micra
on GCP group. Inhe GAgP group, there were significant reductions in levels gingivalis,
T. forsythia, Fusobacterium nucleatuamd Fusobacterium polymorphum ss periodonticum
When the clinical and immunological responses after therapy were compared between groups,
only slight differences were found. No microbiological difference was found between groups
after therapy. In conclusion, the findings support our hypothesis that the chronic and
aggressive periodontitis respoedually well to norsurgical periodontal treatme

Keywords:Chronic periodontitisAggressive peddontitis.Gingival crevicular fluid.
Checkerboard DNADNA hybridization.Cytokines. Subgingival microbiota.
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INTRODUCAO

As doenca periodontaissdoo resultado da resposta inflamatorianacrorganismos
localizad® no biofilme subgengival reposta pode ser confinada aos tecidos gengivais ou
pode progredir, levando a uma perda de insercédo de suporte periodontal. Tem sido sugerido
gue a progressao da doemgaresultado de uma combinacéo de fatores, incluindo a presenca
de bactérias periodontafpgéncas e altos niveis de citocinasipftamatorias]GEMMELL ;
SEYMOUR, 2004). Pacientes com periodontite agressiva sdo caracterizados por uma rapida
progressdo e avancada destruicdo periodontal, painoénte em individuos mais jovens
(MENG et al., 2007)enquanto que a periodontite crénica, forma mais comudo€aca, é
caracterizada por uma baixa e lenta taxa de progr€S€&0ATZLE et al., 2009)No entanto,
amba formaspodem alcancar uma forma grave e levar a perda dentwiedentulismo.

Varias citocinas prinflamatorias tém sido associadas com as formas avancadas da
doenca periodontal cronica e agressiva, como dbI(FIGUEREDO et al.,, 1999;
GIANNOPOULOU; KAMMA ; MOMBELLI, 2003; TOKER; POYRAZ ; EREN, 2008)L-

2 (REICHERT et al., 2009; THUNELL et al., 2009).-8 (GIANNOPOULOU; KAMMA ;
MOMBELLI, 2003), e INFo (LESTER et al., 2007; DUTZAN et al., 2009; THUNELL et
al., 2009) Entretanto,a literatura carece e diverge em alguns estugles comparam
periodontite crénica e agressiva em relagd®oefeitos do tratamento periodontal na reducéo
de tais citocinasEm um deles, os autoremostraram que apods terapia periodontal a
quantidade total de HL Hoi reduzida, enquanto que a concentragiimentou gradualmente
(GOUTOUDI; DIZA ; ARVANITIDOU, 2004) Em outro trabalho, apesar da melhora dos
parametros clinicos ap0s a terapia periodontal a quantidadeld® IL a u niligeiramente

no fluido gengival(YOSHINARI et al.,, 2004) A citocina antiinflamatéria I.-4 tem sido
associada com a remissdo ou melhora da doenca perio@RREDEEP; ROOPA ; SWATI,
2008). Sendo assim, o desequilibrio entre citocip@se antinflamatoérias pode ser crucial
para a progressaca®ancoda doenca periodontal.

Simultaneamentergndes quantidades de elastase de neutréfilos ativados séo liberadas
no periodonto inflamado. A elastase neutrofilica pode contribuir para irocepogressao
da destruicao tecidual na periodon{t®JIIE et al., 2007; UJIIE et al., 2008)arios estudos
tém mostrado aumentos na quantidade e atividade de elastasdagengival de sitios com
periodontie crénica(GUSTAFSSON; ASMAN ; BERGSTROM, 1994; INGMAN et al.,
1996; FIGUEREDO ; GUSTAFSSON, 1998&m umestudo anteriorfoi demonstrada@ue
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mais elastase permanece ativa no fluido gengival de sitios com bafasdps e maiores
perdas de inser¢d&6IGUEREDO ;GUSTAFSSON, 1998aAlguns autoresugeriram queo
tratamento eficaz da doenca periodontal pode ser medido com o uso de marcadores
bioquimicos de atividade de neutrofilos, tanto na periodontite agressiva como na cronica
(BUCHMANN et al.,, 2002) Foi demonstradeem um trabalho prévio que o controle
mecéanico de infeccdo pode reduzir a atividade de neutréfilos na periodontite crénica
generalizad¢dFIGUEREDO et al., 2004)

O cortrole mecanico da infeccdo tem se mostrado eficiente em estabilizar a progressao
da periodontite, mesmo so0asos mais avancad(BADERSTEN; NILVEUS ; EELBERG,
1984a) Remocao mecanica do biofilme subgengival € importante para controlar a expressao
de marcadores inflamatérios e bactérias periodontopatoggBB&RDONE et al., 1990A
presenca ddannerella forsthia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis sé@o importantes para o estabelecimento e progressao da destruicdo periodontal,
tanto na periodontite crbnica como na agressidMENEZ-FYVIE; HAFFAJEE ;
SOCRANSKY, 2000; TELES et al., 2008; FAVERI et al., 2009iversos estudos tém
mostrado que o tratamento periodontal pode reduzir a carga bacteriana nas areas com bolsas
(CARVALHO et al., 2005; HAFFAJEERPATEL ; SOCRANSKY, 2008; SWIERKOT et al.,

2009) No entanto, para alcancar sucesso clinico, as alteracées microbiolégicas devem ocorrer
em conjunto com a reducédo da inflamacéao.

Os dados existentes na literatura relacionando mudancas nos niveis desgitocina
especialmente em fluido gengival, em conjunto com alteracdes/redugiéeobioldgicas
também sdo limitados Adicionalmente, estes dados sdo ainda mais escassos quando
comparamos individuos com periodontite cronica e agressiva submetidos a terapia
periodntal.

Nossa hipo6tese principal é que as formas avancadas de doenca periodontal crbnica e
agressiva sao similares clinicamente, microbiologicamente e imunologicamente e, portanto
devem responder de forma semelhantec@atrole mecénico alinfeccdo. Para star essa
hipétese, o presente estudo teve como objetbroparar a expresséo dellL , -4 , IL-8,

INF-o e e hoaflsidoagengivalem diferentes categorias de st® a composi¢do da
microbiota subgengivadntes e depois do tratamento ft@oirgico de pacientes com formas

generalizadas de periodontite cronica e agressiva.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1Caracteristicas das doencasegriodontais cronica e agressiva

As doencas periodontais estdo entre as doencas cronicas mais comuns do ser humano,
afetando de 5 a 30% da populacdo adulta na faixa etaria de 25 a 75 anos. Tais patologias estao
entre as mais importantes causas de dor, desconforto e perda dos dentes erfR&bEps
STEINBERG ; MINSK, 2000Q)

Segundo o Workshop da academia americanaededontia, as principais doencas
periodantais sao classificadas em doencas gengivais (gengivites) e periodontites. As primeiras
sao caracterizadas por uma inflamacéo gengival sem perdas de estruturas de suporte (insercac
clinica) e sem evidéncias radiograficas de perda Ossea alvéélas. perodontites sdo
classificadas em cronica agressivacom diversos niveis de destruicdo tecidual (leve,
moderado e avancade)localizacddlocalizadas e generalizadas), se caracterizando nao so
pela inflamacédo gengival, como pela destruicdo de fibras c@agégamento periodontal) e
0sso alveola(ARMITAGE, 1999)

A periodontite crénica é a forma de doenca periodontal destrutiva mais comum em
individuos adultos, embora tambépossa acometer jovens. Suas caracteristicas clinicas
incluem inflamacéo gengival (alteracdes de cor e textura), sangramento a sondagem de areas
com bolsa periodontal, perda clinica de insercdo e osso alvAotkrenca € iniciada com
uma gengivite, masrgiomas como perda de insercdo e perda 6ssea s6 sao evidenciados anos
mais tarde. A patologia, na grande maioria das vezes, progride lentamente com surtos de
exacerbacdo. A quantidade de destruicdo periodontal esta diretamente relacionada com a
presenca deatores irritantes locais, tais como grau de higiene oral do paciente, quantidade de
biofilme e calculodenta (biofilme dental mineralizado), bem como a presenca de fatores de
risco associados a uma maior suscetibilidade do hospedeiro. A composicaaataotai@
complexa é varia bastante entre os pacientes, porém a presenca de célculo subgengival € um
achado comunfARMITAGE, 1999).

As periodontites agressivas compreendemagnopo raro (aproximadamente 1% da
populacdo), muitas vezes avancado, de uma doenca de progressdo rapida, geralmente
caracterizada pela pouca idade (jovens) dos pacientes e tendéncia a agregaca@Pia@iiar

et al., 1983). De acordo com a classificacdo da amamih americana de periodontia
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periodontite agressiva n&@starelacionada a nenhuma condigéo sistémica, a quantidade de
depdsitos microbianos naesta diretamente relacionadam a avancada destruicdo dos
tecidos periodontais, e as espédesctinomyetemcomitans e.Rjingivalis sdo geralmente
encontradagsARMITAGE, 1999) Contudo, por ser uma doenca multifatorial, ndo somente a
resposta inflamatéria e os aspectos miciobicos estdo envolvidos, mas também condi¢cdes
ambientais e fatores genéticos mostram forte associacdo com a doenca pedgdesgdla

Como uma condicdo singular, alguns relatos tém enfatizado a atividade dos leucdcitos
polimorfonucleares e os achadascrobiologicos, indicando um relevante papel dessas
células e microrganismaspecificora patogénese da periodontite agres€B@LOMBO et

al., 1998; TINOCO; SIVAKUMAR ; PREUS, 1998; TREVILATTO et al., 2002)

Uma caracteristica clinica importante para o diagndéstico das doencas periodontais € a
formacdo da bolsa periodontal, que se da em funcdo de um aprofundamento patolégico do
sulco gengival, resultantda resposta inflamatériaoaacumulo prolongado de biofilme e
calculo, com a migracao apical do epitélio juncional ao longo da raiz do dente, destruicdo de
fibras conjuntivas e reabsé@@ doosso alveolar. Essas bolsas periodontais profusetagsm
como reservatérios para bactérias periodontopatogénicas, as quigs goturamente
colonizar outros sitios periodont#iSOCRANSKY et al 1998)

1.2 Microbiologia das peiodontites cronica e agressiva

Durante a busca pelos agentes etiologicos da doenca periodontal, varios patdégenos,
assim como espécies associadas a saude periodontal foram identificdRlABNK;
SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 1988; CHRISTERSSON et al.,, 1992; MOORE ; MOORE,
1994)

O diagnésticanicrobianopreciso de um doenca infeccios@ um passo criticafim
de estabelecasstratégiaserapéuticaeficazs No caso das infec¢des patantais,esta ndo €
uma tarefa simples, porqoenicio e a progressaga doenca ndo esta relacionada apenas com
a presenca daim microrganismo especifico, masn com odesequilibrio entreniveis e
propor¢cOes depatdgenogeriodontss e as espécies bengds em diferentesitios da boca
(SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 2005)

O desenvolvimento deovastécnicas moleculares que permitiradentificacdo e

quantificacdo deim grande numero de microorganismoangostras foi muito importante no
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estabelecimento deerfis microbianogspecificosassociados aaude ou doencaeriodontal
(SOCRANSKY et al., 194; PASTER et al., 2001)O conceito de especificidade microbiana

na etiologia da doenca periodontal, ndo € recente e foi fortalecido com as pesquisas
relacionando OA. actinomycetemcomitansom a periodontite juvenil localizada e R
gingivalis como umimportante patdégeno na periodontite croniclNEWMAN et al., 1976;

SLOTS, 1976; NEWMAN ; SOCRANSKY, 1977; SLOTS, 197Posteriormente, outras
espécies bacterianas com®, forsythia, Prevotella intermedia, Prewadla nigrescens,
Fusobacterium nucleatune espécies delreponemaforam sugeridas como possiveis
patdgenos periodontais, porém seu verdadeiro papel na etiologia destas doengas ndo esté
totalmente definidg$SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 1992)

No final da década de 90, um grupo de pesquisadores realizaram um trabalho que se
tornaria um meco para a microbiologia das doencas periodontais. Os autores utilizaram
sondas gendmicas de DNA para detectar a presenca de 40 espécies bacterianas no biofiime
dental subgengival de individuos com doencga periodontal e verificar como essas comunidades
microbianas se organizavam dentro deste biofilme. Os mesmos observaram a formacédo de
seisgrandes complexos microbianos, compostos por determinadas espécies bacterianas que
estavampresentes simultaneamerdem maior freqiéncia. Além disso, essas comunidades
colonizavam as bolsas periodontais (biofilme subgengival) de forma bastante ordenada, tanto
em relagcdo ao tempo de colonizacdo quanto a disposi¢cdo espacial. Esse estudo também
correlacionou a presenca das bactérias que faziam parte do complexo denominado de
i ver mel foyihia, P. gingivalis e Teponemadenticolg e compl exo f
(Fusobacterium spp., Capnocytophaga spp., Prevotelld spgm sinais clinicos de doenca
periodontal crdnica, caracterizands como espécies patogénicas. Por outro kEgjécies de
estreptococos, actinomicetos \eillonella parvulaforam associadas a sitios com saude
periodontal SOCRANSKY et al., 1998)

Resultados de investigacbes com estésodos de diagnostico témelhoradomuito
0 nosso conhecimento da microbiologm determinadas condi¢cbes periodontails, como a
periodontite crbica (SOCRANSKY et al., 1998; COLOMBO et al., 2002; HAFFAJEE et al.,
2004; LOPEZ et al., 2004; XIMENEEYVIE et al., 2006; FRITSCHI; ALBERKISZELY ;
PERSSON, 2008 foram cruciais pardefinicdo de parametros mabianos para a terapia.

Avaliagbes microbiolégicas da periodontite cronica tém sido realizadas em estudos
transversais e longitudinais; estes ultimos foram conduzidos com e sem tratamento. Estes
estudos apdiam o conceito de que a periodontite cronicassiaiada a agentes bacterianos

especificos. Na periodontite crbnica as bactérias encontradas e cultivadas com maior
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freqiéncia em altos niveis incluem as que sdo membros do complexo vermelho e ainda
P.intermedia, Crectus, E.corrodens, Fnucleatum, Aactinomycetemcomitansa®imonas

micra e Eubacterium(LOESCHE, 1968; SLOTS, 1979; TANNER et al., 1979; LAl et al.,
1987; SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 1991; 1992; MOORE ; MOORE, 1994; KREMER et al.,
2000; WARAASWAPATI et al., 2009) Quandositios periodontalmente ativos (com perda

de insercao recente) foram examinados, em comparag@tiosinativos (sem perda de
insercdo recente);.rectus,P.gingivalis, F.nucleatum e T.forsythfaram encontrados em
quantidades elevadano locais ativogDZINK; SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 1988)Além

disso, niveis detectaveis de€.gingivalis, P.inermedia, T.forsythia, C.rectus e A.
actinomycetemcomitarestdo associados a progressao da doenca, e sua eliminacao através do
tratamento esta assocaad uma melhor resposta cliniff/ENNSTROM et al.,, 1987;
DZINK; SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 1988; SLOTS ; LISTGARTEN, 1988;
CHRISTERSSON; ZAMBON ; GENCO, 1991; HAFFAJEE et al., 1997a)

Estudos de microrganismos predominantemente cultiviveis em periodontite agressiva
localizada mostraram que a composicdo microbiana ddes sgaudaveis difem
significativamente da dos sitios doentes, que foram fortemente colonizados por bastones gram
negativos capnofilicogrinciplamente @\. actinomycetemcomitarfB8 EWMAN et al., 1976;
SLOTS, 1976;NEWMAN ; SOCRANSKY, 1977) Posteriormente, varias investigacdes
realizadas nas décadas de 80 e 90 incidiram principalmente na deteccdo de
actinomycetemcomitansostrando sua estreita associacdo com a etiologia de periodontite
agressiva localizada(LOESCHE ; GROSSMAN, 2001). Esta espécie bacteriana
foi encontralaem maiores proporcées e prevaléncia na microbiota subgengival de individuos
com periodontite agressiva localizada esmparacado com aqueles cpaiodontite cronica
ou sem doenca periodontal (SLOTS; REYNOLDS ; GENCO, 1980; MANDELL ;
SOCRANSKY, 1981; ZAMBON; SLOTS ; GENCO, 1983; BUENO; MAYER ; DIRIENZO,
1998) Recentesestudos utilizando a reac&@wn cadeiada polimerase (PCR) confirmaram
estes resultadoéHARASZTHY et al., 2000; MULLALLY et al., 2000; HAUBEK et al.,

2002; YANG et al., 2004; FINE et al., 2007; HAUBEK et al., 200Bm contrasteoutros

autores ndo fam capazes de detectar maior prevaléncia ou propor¢cdedsA. de

actinomycetemcomitaresm periodontite agressiva localizaden comparacdo com individuos

com periodontite cronicgMOORE et al., 1985; HAN et al., 1991; LER; MELLADO ;

LEIGHTON, 1996; DOGAN et al., 2003; TAKEUCHI et al., 2003; GAJARDO et al., 2005)
Dados de um recente trabalho que comparou a microbiota subgengival de pacientes

com periodontite agressiva localizada, periodontite agressiva generalizanialomqée
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cronica e pacientes com periodonto saudavel mostraram uma maior quantid#de do
actinomycetemcomitansm pacientes com doenca agressiva localizpdando comparado
com & demais. Ainda dentro desse mesmo grupo a quantidade do microrganisnaoera
em sitios rasos e moderados. Baseado em seus achados e cormparami®s existentes na
literatura , 0 autor sugeriu uma associagao entfe actinomycetemcomitansendo um dos
primeiros a colonizar os sitios 0 aparecimento da doenca perigdbagressiva localizada, e
a presencae outras bactériasomoP. gingivalis, T. forsythia, Henticola,C. gracilis, E. e
nodatume P. intermedia,desempenhandam papel important@ma progressdo da doenca
(FAVERI et al., 2009). Em conjunto, estes dados suportaan nocao que A.
actinomycetemcomitaresta implicadao inicio da doencaho entantoo aprofundamento
das bolsa periodontai® osaumento resultante no ambiente anaerdmdem favorecer o
crescimento de outrosgentes patogenicos, tais consespéciesle anaerdbios estritos do
complexo vermelho. Podertambémse especulague, poro A. actinomycetemcomitamgio
ser particularmenteesistenté concorréncia bacteria@EUGHELS et al., 2007)a presenca
de mais ura microbiota compxa pode levar a uma reducém suas proporcées com
aprofundamento das botsa

O papel de outras espécies bacterianas, como Bogingivalis, T forsythig espécies
de Prevotella e C.rectus na etiologia dageriodontite agressiva localizadantbém fo
sugerido. Entretantaia maioria destes estudderam avaliadosapenas poucasmostras e /
ou espécies de bactérias por PGRILLALLY et al., 2000; LEE et al., 2003; TAKEUCHI et
al., 2003; GAJARDO et al., 2005; THA et al., 2007) técnicas de culturdMOORE et al.,
1985; HAN et al., 1991; LOPEZ et al., 1995; NONNENMACHER; MUTTERS ; DE
JACOBY, 2001)ou sondas de DNALOPEZ; MELLADO ; LEIGHTON, 1996; LEE et al.,
2003)

Os critérios microbiolégicos ndo foram mencionados na atual classificacdo das
doencas periodontais como caracteristicas primarias que diferenciam a periodontite cronica da
periodontite agressiva. No entanto, uma aelavaroporcédo dé. actinomycetemcomitans,
em algumas populacbes, de. gingivalis foi reconhecido como uma das caracteristicas
secundarias que sdo em geral, mas ndo universalmente presente em paciente com periodontite
agressiva.

Véarios estudos tém indido que proporcdes elevadas e/ou prevaléncia de
microrganismos subgengivais especificos comoAo actinomycetemcomitangodem
distinguir individuos com periodontite agressiva localizada de outros com formas

generalizadas de doenca periodontal cronicaresasiya (ZAMBON; CHRISTERSSON ;
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SLOTS, 1983; TANNER, 1992; MULLER; LANGE ; MULLER, 1993; LOPEZ; MELLADO

; LEIGHTON, 1996; TINOCO et al., 1997INo entanto, se os perfis microbianos podem ou
nao distinguir individos com periodontite crénica generalizada de agressiva generalizada, é
uma questdainda a ser respondid&nquanto uma série de estudos tém sugerido uma
significativa diferengca microbiana entre individuos com periodontite crdnica e agressiva
(DOGAN et al.,, 2003; DARBY et al., 2005; SCHACHER et al., 20@0tros relataram
apenas variacbes discretas no perfil microbiano de ambos grupos de
periodontite(MOMBELLI; CASAGNI ; MADI ANOS, 2002; LEE et al., 2003; XIMENEZ
FYVIE et al., 2006) Tal informacdo pode nos sugerir que tanto fatores ambientais como a
resposta do hospedeiro expliquem as diferencas na taxa de destruicéo tecidual observada entre
as periodontites cronicas e agreas(CHAMPAGNE et al., 2003; MENG et al., 2007)

1.3 Mediadores inflamatérios e a teapia periodontal ndo cirdrgica

As bactérias contribuem na destruicdo dos tecidos moles e duros através da producdo
de enzima proteoliticademcomo na inducadiretade proteinases do hospedeiING et
al., 1996; DING et al., 1997)Além disso, os mediadores inflamatérios produzige
hospedeiro estimulam a liberacdo de metal@mases e iniciam a reabsorcdo 0ssea. Esses
mediadores, muitos dos quais podem ser detectados no fluido gengival, desempenham um
papel importante na progressao da doenca periodontal. Dentre eles iaslw#iocinagda
resposta imun@-helper 1 Thl) e T-helper 2 Th2), citocinas proinflamatdrias, quimiocinas,
e reguladores da atividade de células T e céluawral killer (NK) (ROBERTS;
RICHARDSON ; MICHALEK, 1997; YOSHIMURA et al., 1997; GARLET et al., 2003)
Inflamacao induzida por infeccdo, como na doenca periodontal ativa, esta claramente
associada a perturbacdo da homeostasia tecidual e destruicdo (Ba&ER; ODDIS ;
MEDSGER, 1987; GRAVALLESE, 2002; KINDLE et al., @8), onde os niveis aumentados
de diversas citocinas proinflamatéritgsm sido associadocom periodontites cronica e
agressiva (FIGUEREDO et al.,, 1999; JIN et al., 2002; GOUTOUDI; DIZA ;
ARVANITIDOU, 2004; KAMMA et al., 2004; TOKER; POYRAZ ; EREN, 2008; TELES et
al., 2009). Por outro lado, o bloqueio do desenvolvimento e/ ou atividade dos osteoclastos
interrompeem grande parte perda 6ssea induzigala inflamacagdTENG « al., 2000; DEN
HAAN ; BEVAN, 2002; GRAVALLESE, 2002)
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Diversos pesquisadores na década de oitenta apresentaram um método alternativo para
o tratamento da periodontite agressiva localizada. Os mesmos, através de tratamento
periodontal cirdrgico e admstracdo sistémica de tetraciclina tentavam reduzir ou erradicar
substancialmente as contagensAdeactinomycetemcomitaresm bolsas rasas e profundas
(SLOTS ; ROSLING, 1983; CHRISTERSSON et al., 1985)

O reconhecimato da especificidade do biofilme subgengival, da resposta do
hospedeiro frente ao desafio microbiano e de diferentes formas de doencas periodontais tem
levado pesquisadores e clinicos a um melhor entendimento desse processo patoldgico e,
eventualmente, &laboracdo de uma terapia periodontal direcionada a supressdo dos
microrganismos que as causam, e subsequente recoloniza¢do por microrganismos compativeis
com a saude(SOCRANSKY ; HAFFAJEE, 1992)Sendo assim, diversos protocolos
terapéuticos, incluindo o uso de antimicrobianos tém sido empregados de forma menos
empirica e maisocada as diferentes infeccdes periodontais. Além disto, o acompanhamento
microbiolégico e imunoldgico de pacientes, antes e apds o tratamento, tem possibilitado uma
melhor avaliacdo da eficacia da terapia periodontal instituida. Normalmente, as doencas
peliodontais sdo tratadas atravésd#sbridamentonecanico, ou seja, raspagem e alisamento
radicular (supra e subgengivalmente), para a remocao e desorganizacado do biofilme e calculo
das superficies dentarias. Diversos sdo os trabalhos logitudinais questtamarue a terapia
periodontal de suporte, em conjunto com a fase de manutencdo periodontal, sdo efetivas,
levando a um baixo indice de perda déntar ( O 0. 1 d e n(BADERSEENd i d o
NILVEUS ; EGELBERG, 1984b; a; LINDHE ; NYMAN, 1984; NABERS et al., 1988)

Do ponto de vista microbioldgico e imunol6gico, o objetivo ideal da terapia
periodontal € o de seduzir os niveis de patdégenos para os existentes antes da instalacdo da
doenca, por periodos prolongados de tefid.ES; HAFFAJEE ; SOCRANSKY, 2006bal
proposta visa simultaneamemiluzir os niveis de mediadores inflamatérios levando a uma
melhora clinica do quadro.

Diversos sao os himarcadores descritos na literatura que mostram essa correcao,
células Thl secretaniL-2 e INF-0 que sdo criticos para erradicacdo de patdgenos
intracelulares, enquantcélulas Th2 produzentL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que sé&o
essenciaipara a poducdo de anticorpos e na eliminacdo de microrganismos extracelulares
(ABBAS; MURPHY ; SHER, 1996) O INF-o tem multipbs efeitos imunoegulatérios
medeia a defesa do hospedegmntra a infeccdee € um potente ativador dagocitos
mononucleare@ILLIAU ; DIJKMANS, 1990). O INF-2 liberado durantasfases precoce

tardia da respostaimune pelas ceélulasnatural killer (NK) e células T ativadas,
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respectivamentesegula varios aspectasa resposta imun¢dBOEHM et al., 1997) Dados
sugerem que células apresentadoi@santigenpincluindo células dendriticae macréfagos,
também produam grandes quantidades dF-o (FRUCHT et al.,, 2001)Trabalhos na
literatura relataramue aconcentracao déF-o foi significativamente maior nasnostras de
soro e de bidpsias de tecido gengival gmcientes conperiodontitedo que decontroles
saudaveis assim como também nas amostras de fluido gengival em pacientes com
periodontite cronicGORSKA et al., 2003; DUTZAN et al., 2009)

No que diz respeito k-8, essa& uma citocina quimiotéatica@duzida por uma grande
variedades de células (leucécitos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos e fibroblastos) e
desempenha um papel fundamental no acumulo de leucdécitos nos locais de inflamacéao
(BAGGIOLINI ; CLARK-LEWIS, 1992; BICKEL, 1993). Ela é responsavel pela
guimiotaxia seletiva de neutrofilos no sulco gengival. Esta quimiocina foi detectada no fluido
gengival em niveis mais elevados tanto em pacientes com periodontite em comparacao com
individuos saudavg, como em sitios ativos comparados com sitios estaveis em paciente com
periodontite(GAMONAL et al., 2000; GIANNOPOULOU; KAMMA ; MOMBELLI, 2003)

Além disso, o nivel de H8 no fluido também tendeu a diminuir apdserapia periodontal
(JIN et al., 2002)

Assim como as citocinas proinflamatérias, as proteinases do hospedeiro séo induzidas
e liberadas frente ao desafio microbiano. Dentre as diversas enzimas proteolitiagemue
sobre os tecido periodontais, podemos destacar alagdastase. Tal enzima é produzida por
neutréfilos e é capaz de degradar uma grande variedade de moléculas, incluindo a elastina, o
colageno e a fibronectinfJANOFF, 1985) Os inibidores enddgenos de elastase sao
encontrados no plasma e no fluido geng(HERRERA; ROLDAN ; SANZ, 2000)Varios
estudos tém demonstrado um aument@athadade da elastase contra substratos especificos
de baixo peso molecular na periodon{fiB8JSTAFSSON; ASMAN ; BERGSTROM, 1994;
INGMAN et al., 1994) aumento dos niveis da atividade elastase também tém sididssiger
como um preditor da progressédo da doerfPALCANIS et al., 1992; ARMITAGE et al.,

1994) O papel dessa enzima na patogénese provavelmente, depende do equilibrio entre a
enzima e seus inibidores no tecido loddilveis elevados de elastase ativa no fluido gengival
estdo associados a perda de insercdo periodontal, assim como a ocorréncia de reducao da
mesma apos a terapia periodontal ndo cirdrgica esta associada com a melhora clinca
(FIGUEREDO ; GUSTAFSSON, 1998a; b; FIGUEREDO et al., 2004)

A auséncia localizada de-l, emtecidos periodontaidoentesvem sendo associada
com a atividade progressaala doenca periodontébHAPIRA; VAN DYKE ; HART, 1992;
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KABASHIMA et al., 1996) A acdo imunosupressora das citocinas4le IL-10 tem sido
associada com a remissdo ou a melhoria pos tratamento de ambas as formas de periodontite
cronica e agressiva(GIANNOPOULOU; KAMMA ; MOMBELLI, 2003; GOUTOUDI;
DIZA ; ARVANITIDOU, 2004; PRADEEP; ROOPA ; SWATI, 2008; BASTOS et al., 2009)
Outros estudos demonstraram que baixos niveis-deethn tecidos periodontais doentes estédo
associados a atividade e progéessle doencdSHAPIRA; VAN DYKE ; HART, 1992,
GIANNOPOULOU; KAMMA ; MOMBELLI, 2003; TSAI et al., 2007)A IL-4 inibe a
producdo IL1 b MNeoF pelos mondcitos, sendo assim, com baixos niveis dé ds
mondcitos secretam altos niveis de mediadoresnfieimatérios(TE VELDE et al., 1990;
LEE; RHOADES ; ECONOMOU, 1995)

Muitas investigacoesiesa areaconcentraranse na citocinalL-1 b devido a sua
participacdo na iniciacdo e desenvolvimento da periodontite-JA uma glicoproteina de
17 KDa a qual é estrutalmente relacionada com a-1lU, a outra forma de H1 que foi
identificada(DINARELLO, 1991) Ambas as formas possm propriedades proinflamatorias,
porém alL-1 [ a que apresenta propriedades mais pot€ReeBAKIS, 1993). Além disso,
alL-1 B geralmente produzidde 10-50 vezesmais do que KU (TATAKIS, 1993) Sua
producdo ocorrgoredominantement@or mondcitos e macrofagomas tambénpode ser
produzidapor fibroblastos ecélulas 6sseasendoainda induzida por microorganismos,
produtos microbianosagentesinflamatérios eantigenos (MATSUKI; YAMAMOTO ;
HARA, 1991; 1992; HOROWITZ, 1993)Alguns de us efeitos biologicos incluem a
estimulacdo dos linfécitos & producdo de linfocina@VIZEL, 1982), proliferacdo de
linfécitos B e producdo de anticorp¢SHIPLUNKAR; LANGHORNE ; KAUFMANN,
1986) proliferacdo de fibroblasbs estimulacdo de prostaglandifRGEZ2) liberada por
monaocitos e fibroblastos, & liberacdode metaloproteinasague degradam as proteinas da
matriz extracelulalDEWHIRST et al., 1985)A IL-1 btambém induza formacdo de
osteoclastog reabsorcdo 6ss€@OWEN ; MUNDY, 1986) e afetaa quimiotaxiae ativacédo
de neutréfilosassim como afuncdo das célak endoteliais(SAUDER et al., 1984;
WESTMACOTT; WADSWORTH ; BLOXHAM, 1987)

Em pacientes com periodontite, niveis aumentadadks-deiém sido relataaltantono
fluido gengival como nos tecidos periodont@ASADA et al., 1990; REINHARDT et al.,
1993; TOKORO; YAMAMOTO ; HARA, 1996; FIGUEREDO et al., 1999%s quantidades
de IL-1 Bforam estreitamentassociadsicom a severidade da doenca periodomatiendo
servircomo ummarcador de destruicdo dos tecidos periodont@dASADA et al., 1990;

ISHIHARA et al., 1997) Diversos trabalhos tém correlacionado a redugéo dos niveis totais
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dell-1b com a mel hor a c lorftah tamtoaem pariente cameperiadontite p e
cronica (TUTER; KURTIS ; SERDAR, 2001; GOUTOUDI; DIZA ; ARVANITIDOU, 2004;
THUNELL et al., 2009)como com periodontite agressiVAOKER; POYRAZ ; EREN,

2008) No entanto, até o presente momento ainda sdo poucos e controversos alguns resultados
dos trablnos existentes na literatura que comparam periodontite créamaagressiva em

relacdo aos efeitos do tratamento periodontal na reducdo de tais citocinas, pois existem
trabalhos onde apesar da melhdoa parametros clinicos quantidade dg-1 b assi m co
de outras citocinas se mantiveram inalterada apos a terapia peridBQKKEMA et al.,

2003)e ainda e outro trabalho, apesar da melhora dos parametros clinicos a quantidade de
IL-1 b au maeranente nb fluido gengivdy OSHINARI et al., 2004) Ja em um

estudo realizado com individuos brasileiros, duas modalidades terapéuticas foram realizadas,
e apenas em uma delas a quantidade total deL d iupenquanto o IN® aument oL
apos a terapia periodon(@EL PELOSO RIBEIRO et al., 2008)
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2 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo comparar a expressadelde kh-4 , IL-&,
INF-o e el astase no fluido gengival, e a Ccomj
categorias de sitios antes e depois do tratanpartodontalndocirurgico de pacientes com

formas generalizadas de periodontite cronica e agressiva.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo de pacientes e exame clinico

Foram selecionados para o grupste20 pacientes portadores de periodontite crénica
generalizada(PC) (48 = 8 anos, 50% homene 25% de fumantes)l4 pacientes com
periodontiteagressiva generalizad®A) (29.0 + 7anos,29%% homense nenhum fumante)
classificados de acordo com a Academia Americana de Periodontia (AAP) de 1999
(ARMITAGE, 1999) Os macienes passaram pouma prévia e criteriosavaliacdoclinica
periodontale radiograficadeveriam possuir no minimo 2fentes e ter pelo menos 6 sitios
com profundidade de bolsgual ou maiora5 mme perda de insercao igual ou maior que 3
mm. Nenhum @s participantes havia recebido tratamento periodontal prévio.

Os pacientes foram selecionados na Faculdade de Odontologia da UERJ. Os critérios
de exclusédo foram: presenca de patologia sistémica que possa interferir com a progresséao da
doenca periodontacomo diabetes e AIDS; doencas aummnes; gravidez; lactacao;
utilizacdo de medicamentos de uso prolongado nos seis meses anteriores ao inicio do estudo
(antibidticos, anthistaminicos, cortisona, horménios, nifedipina) e outros que possam
interferir com o processo inflamatério ou que possam ter efeitos adversos direto no
periodonto.

As medidas clinicas foram realizadas em 6 sitios por dente ¢resgtibular, médio
vestibular, distevestibular, mesidingual, médielingual e distelingual) de cada dente
presente, exceto terceiros molares, com uma sonda periodar@alrolina do Nort€JNC15
- Hu-Friedy Co., Chicago, EUA) por dois examinadores calibra@ssparametros clinicos
avaliados foramindice de placa visivel (IP), indice gengival (IQ)prcenagem de
sangramento a songlam (S, profundidade de bolsa a sondagem (PBS) e nivel clinico de
insercdo (NC). Houve uma concordancia de 94,5% dentro de + 1 milimetro para medicdes de
PBS e de NT entre o2 examinadores.

O objetivo do estudo foi explicadeerbalmente,um termo de consentimento foi
assinado pelos pacientes selecionaglagsna copia do protocolo resumido do projeto e do
termo de consentimento entregues aos pacie@tgwotocolo do estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica e Pesquisa da UERJ
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Os pacientes receberam tratamento periodontal ndo cirdrgico, o qual consistiu em
instrucdes de higiene oral e raspagem supra e subgengival. O tratamento foi realizado em
meédia,em 4 sessdes de 40 minutos. As raspagens e alisamentos radiculares foranosealizad
com instrumentos manuais (curetas Gracey e McBaltFriedy' ) por um (nico operador.

Os instrumentos eram afiados antes de cada sessdo e sempre que fosse rmierassdeca
raspagemA reavaliacdo foi feita 3 meses apdsermino dotratamento peodontal ndo

cirargico.

3.2 Coleta de fluido gengival

Nos gruposPC e PA foram coletadas amostras de fluido gengival (B&% sitios
inflamados com PBS O 5 mm e 5 s2tios rasos
foram definidos como sitios asentando sinais clinicos de vermelhiddo, inchagco e/ou
sangramento a sondageAmostras de FG dositios selecionados foram colesadapds o
diagndstico de periodontite tanta visita inicial quant@ meses apds o tratamento.

Os sitios coletados foram lados com rolos de algoddo, secos com ar e a placa
supragengival foi cuidadosamente removida. Uma tira de papel absorvente padréo
(Periopaper, IDE Interstate, Amityville, NY) foi introduzida no sulco ou bolsa periodontal, até
certa resisténcia ser sentiddoi deixada em posicdo por 30 segundos. O volume do fluido
gengival foi imediatamente determinado através da utilizacdo do medidor de fluido gengival
previamente calibrado (Periotron 8000, IDE Interstate, Amityville, NY). As tiras de papel que
esevam can manchas de sangue foram descartadas. Para cada individuo, as tiras de cada
categoria de sitio foram agrupados em tubos Eppendorf contendo 0,5 mligho dampao
fosfatosalina Apds eluicdo por 40 minutos em temperatura ambiente, as tiras foram
removitbs e as amostras foram centrifugadas a 3000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
coletado e congelado-20 ° C até andlise.

As amostras foram agrupadasn cada categoria de sitio em cada paciente
individualmente Assim, o imero finalfoi de: 20 amostragarasitiosrasos e 20 para sitios
profundos no grupoPC, 14 amostragparasitiosrasose 14para sitios profundaso grupoPA

antes do tratamentocemesmo namero de amostras par@ ogeses apos o tratamento.
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3.2.1Quantificacdo dos mediadores peié&odo Luminex

Os niveis das citocinas foram determinados utilizando um imunoensitiplexado
com microesferas. Cinquenta microlitros das amostras de fluidgivgérioram analisada
para IL-1b, IL-4, IL-8 e I NFo usando um ki t (Lindaplexp o n?2 v
Millipore, Missouri, USA)em um analisador Lumineximinex®, MiraiBio, Alameda, CA)
de acordo com as instrucdes do fabricaResumidamenteplacas de96-pocos com filtro
foram préumedecidos com tampao de lavagem e a solucao foi aspiragegms usando
uma succdo a vacuM(lipore Corporation, Billerica, MA) Micro-esferas revestidas com
anticorpos monoclonais contra #svos diferentes analisados foram adicionados aos po¢os.
Amostras e padrdes (variando de 0,13 a 2.000 pg / ml parareatiadoy foram pipetados
nos pocos e incubados durante a noité@ Ds pocos foram lavados e aspirados e uma
mistura de anticorposecundariobiotiniladcs foi adicionad. Apds a incubacao por 1 hora,
estreptavidina conjugada com a proteina fluores¢étticoeritrina (estreptavidin®PE) foi
adicionadaas microesferas e incubadas por 30 minutos. Apds a lavagem para remocédo dos
reagentes ndo aderidass microesferas (minimo de 100 por andi@am adicionado aos
pocos en uma solucao tampagheath flid (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) para serem
analisadas no analisador de microesfetassni nex 100E, Lumi nexE, N
CA). As concentracdes das amostras desconhecidas (antigenos nas amostras de FG) foram
estimados a partir da curva padrdo, utilizando o-MBex Manager SoftwareB{o-Rad
Laboratories, Hercules, CAE os niveis deitocinas expressos como quantidade total (pg)

por sitio.

3.2.2 Atividade de elatase

A atividade de elastase total foi medida com um substrato especifipmglutamyt
L-propil-L-valinap-nitroanilina (S2484, Haemochrom Diagnostica, Mo’Indal, Sewed
Cem microlitros de amostra n&o diluiidé misturada com B¢ | de substrato e
de microtitulacdo com 96 pocd®dlunc Maxisorp, Nunc, Roskilde, Denmarld mistura foi

agitada por 5 minutos a,absorbaciaa 405 nm foi lida em um espectrofotometro (Millenia
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Kinetic Analyzer, Diagnostic Product, Los AnggleCA.). Apds 2 horas de incubacdo a 37
°C, a absdranciafoi lida uma segunda vez. A diferenca entre-&®as de acompanhamento
e os dados iniciais foi considerada a atividade total de elastase e atpeessabsorbancia
(Abs).

3.3 Coleta Microbiolégica

O perfil microbiologico subgengival para cada individuo foi defenido como uma
amostra representativda bocacoletada da face mesial de cada dente de dois quadrantes
selecionados aleatoriamerftge 14 sitios por pacientd)epdsitos de biofilme supggengival
foram removidos previamente com gaze estérii e as amostras de biofilme subgengival
coletadas com curetas Gracey estémaivisita iniciale 3 meses ap0s a terapia periodontal

Para cada amostrama extremidade estéril da curéautilizada.

3.3.1Checkerboard DNADNA Hybridization

Cada amostra de placa subgengival foi colocada separadamente em tubos de
Eppendorf contendo 0,15 ml de TE (10mM TH€l, 1ImM EDTA, pH 7,6). 0,15 ml de 0,5 M
NaOH foi adicionado a cada tulzoas amostras estoeesda-200C ate envio para o Forsyth
Institute para processamentAmostras foranfervidas em banho maria por 5 minutos. Apoés
fervura, as suspensfes foram neutralizadas com a adicdo de 0,8 ml de 5M de acetato de
amodnia. Com isso, as células bacterianaanfolisadas e 0 DNA suspenso na solucdo. Na
pri meira f ase heekerboard,t faliem sdl@mrhdne8cd, dambridge,

MA, USA) foi colocado sobre uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva
(Boehringer Mannheim, Indiandpolis, IN, USApeconjunto aparafusado sobre uma base de
acrilico. Cada suspensao de biofilme contendo DNA livre foi depositada nas fendas do
i Mi ni 8 b DNAoconcentrado na membrana de nylon. A membrana era removida do
aparato e o DNA fixado na mesma atraves da egdosi luz ultravioleta (Stratalinker, USA).
Cadafi Mi ni pdrnuteé & deposicdo de até 30 amostras. Em cada membrana foram

depositadas 24 amostras e as duas Ultimas canalefasvdon i f®rano teservadas para
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colocacgéo dos padrfes, contendo uma mistarBMA das espécies bacterianas investigadas
correspondendo a duas concentracée®e 10 células.

Apos fixacdo do DNA nas membranas, essas forarhiprélizadas a 4Z por 1 hora
em uma solucéo de 50% formamida, 5 X SSC, 1% caseina, 5 X reagente dedD@3%mMM
de fosfato de sodio (pH 6,5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura. Em seguida cada membrana
era colocada sob a placa acrilicafd®i n i b | qlmumaetics,4Candbridge, MA, USA),
com a linha contendo o DNA fixado perpendicular as canaletasMo roit b le r 0 .

As sondas de DNA f or am caodonh gimer digoxigerdna s U
| a b e | [Baehriggeér Mannheim, USA]). Anteriormente ao seu uso, as sondas foram
testadas com uma mistura controle contendo as espécies investigadas, numa concentracao d
10* células bacterianas e tiveram sua concentracéo ajustada de tal modo que as intensidades
dos sinais de todas as sondas fossem semel
preenchida com 1361 de uma determinada sonda, contida numa solucaohbdielibacao
(45% formamida, 5 X SSC, 1 X reagente de Denhardt, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6.5),
0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano, 1% caseina e 20 ng/ml de DNA).
As sondas foram hibridizadas perpendicularmente as linhas conteBdA dbacteriano,
propiciando um formato de xadrez com as linhas de DNA horizontais e as sondas verticais. O
aparato contendo as membranas foi colocado dentro de um saco plastico para evitar a
desidratacdo das mesmas. A hibridizacdo das membranas com as commueram a 4¢,
durante 20 horas. As 40 cepas utilizadas para a confec¢édo de sondas e padrdes foram obtidas
da American Type Culture Collection (ATCQJer lista abaixo)

Ap-s hibridiza-«0 com as sondas, as men
e lavadas por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de duas lavagens de 20 minutos
cada a 6% em uma solucéo adstringente (0,1 X SSC, 0,1% SDS), a fim de remover sondas
gue néo hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas foram imefsd®@or
em uma solucéo contendo 0,1M de acido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20,
0,5% caseina, pH 8,0 e 30 minutos na mesma solugdo contendo o anticedigoaigenina
conjugado a fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim), em uma diluica®2s@0Q/ As
membranas foram entdo lavadas com uma solugéo de 0,1 M &cido maleico, 3 M NacCl, 0,2 M
NaOH, 0,3% Tween 20, pH 8,0; 4 vezes por 10 minutos e uma vez por 5 minutos em 0,1 M
Tris HCI, 0,1 NaCl, 50 mM MgGJ pH 9,5. Apoés as lavagens, as membranasrfoncubadas
em uma solucdo contendo uma substancia fluorescentei(ARtws) para futura leitura e

quantificacdo da reacdo em usctanner (Imagequant/Storm 840, USA). Os sinais
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fluorescentesap t u r a d 0t opfertdw corfvertidos a contagens (niveisl®) por

comparagao com os valores dos padrdes usando regresséo linear.

Lista das 40 sondas utilizadas no "checkerboard DNA-DNA hybridization"

Actinomyces gerencseriae
Actinomyces israelii
Actinomyces naeslundii
Actinomyces oris
Actinomyces odontolyticus
Veillonella parvula
Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguinis
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga sputigena
Eikenella corrodens
Campylobacter gracilis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Eubacterium nodatum

Fusobacterium nucleatum ss nucleatum
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum
Fusobacterium nucleatum ss vincentii
Fusobacterium periodonticum
Parvimonas micra

Prevotella intermedia

Prevotella nigrescens

Streptococcus constellatus

Tannerella forsythia

Porphyromonas gingivalis

Treponema denticola

Eubacterium saburreum

Gemella morbillorum

Leptotrichia buccalis

Neisseria mucosa

Propionobacterium acnes

Prevotella melaninogenica
Streptococcus anginosus

Selenomonas noxia

Treponema socranskii

3.4 Anélise Estatistica

Dados clinicos foram obtidos de 6 sitios por dente em cada iddoma visita inicial

(V) e 3 meses (3M) amdo témino da terapia periodontalA média desses dadofoi
calculada para cada indiltio e para cada grupws tempos visita iniciale an 3 meses
separadamente A significancia das mudancas nos dadosiotis ao longo do tempo foi
det er mi nada Wecaexandsigned rarkeenscada grupelinico separadamente.
Como desgto acima, os mediadores bioqucos do FG foram medidos em amostras
agrupadas em duas categodassfios:. sitios rasos e tids profundos.As mélias dos valores
para as citoinas e atividade de elastase foram calculgdaia cadaategoria de §b nosdois
grupos cliicos para os dois tempos avaliados separadam@ngegnificancia cas mudancas

nos parametros bioguicos do FG ao longo do tempo foi determinada usando o teste

fiwilcoxon signed rank p a r ategorade afio eracada grupo separadamente.

Os niveis das 40 especiésstadas foi determinado em até 14 sitios por iddo/dois
quadrantes aleai6s) na visita inicial e 3 meses apé terapia. Esses dadosaforutilizados

para calcular o nivel médio dada espécie por individuo e adigdentro de cada grupo nos
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dois tempos. O percentugue cada espé contribuia para dMNA total tambén foi
computadopara dar uma idéia da propor¢cédo de cadacesp® biofilme subgengival As

médias das proporcdes deada esp@e foram catuladas de forma semelhante a média dos
niveis dasespé&ies. As proporc@&s nedias das espées que compEm os 6complexos
subgengivais e as espécies que fodimam complexos (outros) foramieidnadas para gerar

a propor¢cdomédia de cada complexo. Novamente, a significancia das mudasc¢nos
pa@metros microbioldi cos ao | ongo do tempo Wikoxondet el
signedrank e m cada gr upAcanabise gsmtfstical raicrobioldgiea. foi ajustada

para comparacoes Uttiplas das 40 espécies bacterianas analisadas. mudangas nos
parametros clinicos, imunolégicos e microbgitds (dados ndo mostradofram céculadas

para os dois grupos oltos separadamente e comparadas utilizando o teste \Maitmey.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros clinicos

As médias dos parametros clinicos e demograficos para os 02 grupos clinicos séao
apresentados na Tabela 1. As Tabelas 2neo&ram reducado significativeos parametros
clinicos obtidos coma terapia perioddal nosgrupos PC e PArespectivamente.

A Tabela 4 apresenta a média dos parametros clinicos para sitios rasos e profundos de
onde as amostras de FG foram coletadas nos grupos PC e PAen8Wlapds terapia
periodontal. Houve melhora significativa dedos os parametros clinic@nalisadosem
ambos 0s grupos para as duas categorias de sitios, exceto para o volume de FG nos sitios
rasos do grupo PA.

4.2 Parametrosimunol6gicos

Os valores de mediana (intervalo interquartligara quantidade totgbg/sitio)de IL-
1b,4ILB/INFO0 e atividade de el astase medi dos
grupos PC e PA na VI e 3M foram apresentados na Tabela 5. Foram encontradas apenas
reducdes significativas na atividade de elastessitios rasos e profulos dos pacientes do
grupo PAe nos sitios profundos do grup& e também foi achado um aumento significativo
deINFO nos s2ti os Os#rficesl, & @ e dilustram a diskibuicdo desses
valores sob a forma de diagrama de cancxplo).

As comparacfes entre as respostas ao tratamento periodontal, clinicas e imunoldgicas
(bioquimicas) apo6s 3M entre os grupos PC e Pé&n ambas categorias de sitiestao
apresentadas na Tabelafunica diferenca significativa clinica encontrada entrgrapos,
foi na porcentagem de sitios profundos com SS, indicando uma maior redugdo na
porcentagem de SS nos sitios profundos do grupo PC. Em relacdo aos mediadores
inflamatorios foi encontrada apenas uma diferenca signifiearite os gruposo INFo  p ar a

0s sitios rasos.
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4.3 Achados Microbiolégicos

Os dados microbiolégicos apresenta@a Figura 1mostram reducdesignificatives
3M apls terapia periodontal, pacs niveis ds membros do complexo vermelhB. (
gingivalis, T. forsythia, T.dentica), e para as espéci&nodatum e P.micrado complexo
laranja no grupo PC. No grupo PA, ocorreram reducdes significativas no nivel. de
gingivalise T. forsythiado complexo vermelho Eusobacterium nucleatum ss polymorphum
e Fusobacterium periodonticudp complexo laranja.

A Figura 2, apresenta os gréficate fitortad demonstrando o percentual médio dos
complexomicrobianosnos grupos PC BA na VI e 3Mapds a terapiperiodontal E possivel
verificarmos uma redugdo significativa nos perfis vehmeé laanja assim como um
aumento significativo nperfil azul para ambos os gruparnfibém encontramosim aumento
significativo no perfil verde para o grupo P@ tamanho dasgitorta® reflete a média da
guantidade total de DNA nos dois grupos antes e deptésataa A reducao significativa no
tamanho das @At or nhagantidade tbthl de BNAaa amostras BM @apbs
terapia.

Foram tambénrealizadas comparacgdes entre a resposta ao tratamento periodontal nos
niveis microbioldgicos ap6s 3M entregreipos PC e PA em ambas categorias de gteste
MannWhitney). Os resultados dessa analise ndo mostraram diferencas significativas (dados

nao mostrados).
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5DISCUSSAO

No presate estudo, foi demonstrado quédraamento periodontal nagrargico nos
grupo PC e PA, foi eficana reducdo de todos os parametros clinicos analisguis 3
meseslsto foi confirmado pela reducéo significatima porcentagem de SS, PBS e NI@l
fato esta de acordo com varios outitogabalhosque tém claramde demonstrado que, em
geral a periodontite pode ser controlada sem medicidmnal(BADERSTEN; NILVEUS
; EGELBERG, 1984a; b; CLAFFEY ; EGELBERG, 1994; FIGUEREDO; FISCHER ;
GUSTAFSSON, 2005)

Estudos classicostém demonstrado que o fluido gengival esta fortemente
correlacionadocom a inflamacéo clinicdGOLUB ; KLEINBERG, 1976; LAMSTER,;
OSHRAIN ; GORDON, 1986; LAMSTER et al., 198&sses achados corroboram com
nossos reultados que mostraram uma reducéo significativa no volume de FG apdés tratamento
periodotal. Portanto, o volumedo fluido gengival pode ser utilizado como marcador de
inflamacé&o subclinica.

No presente estudo, dos diversismarcadoresnalisados, a eltse foi o Unico que
teve sua atividade reduzida significativamente 3 meses apdés terapia periodontal nos sitios
profundos dos grupos PC e PA. Outros trabalhost&monstrado que diddade da elastase
encontraseelevada enperiodontite agressivdIU ; CAO, 1999)e em lesdes de periodontite
cronica(FIGUEREDO; FISCHER ; GUSTAFSSOILN05) e sua reducéo pode sdcancada
apos o tratamento periodon(BUCHMANN et al., 2002; FIGUEREDO et al., 2004)

Muitos estudos tém reportado niveis elevadoH_ee o FG em todas as formas de
periodontitequando comparados com pacientes com gengivite e sauda&i; HO ;

CHEN, 1995; ISHIHARA et al.,, 1997; GONZALES et al., 2000Qonsequentementa,
diminuicdo dos nivies deL-1 bfoi encontrada em diversos trabath@onde a terapia
periodontal foi analisada em conjunto com o0s aspectos imunol§@itheER; KURTIS ;
SERDAR, 2001; TOKER; POYRAZ ; EREN, 2008; THUNELL et al., 2008)ssos achados

nao mostraram essa reducdo eneat#rna literatura, porém achados semelhantes aos nossos
também séo relatados por alguns pesquisadB@SKEMA et al., 2003; YOSHINARI et al.,

2004), o que sugere que existem ainda questdes a serem esclafdcipassenteestudo o
intervalo entre os exames clinicos e periodontais, na VI e ap0s a terapia periodontal nédo

cirdrgica foi de 3 meses. Talvez, em uma leséo periodontal estabeteprdoaavel é que seja
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requerido mais tempo para se obsenraa maiormudanga nesses parametros inflamatorios e
recuperacaoas estruturas periodontais, sugdo que ainda possa haver alguma inflamagéo
subclinica em tais sitiofYOSHINARI et al.,, 2004) Vale ressaltar que esse fato tamb
pode ser o responsavel pela nao alteracdo dos demamdoredi inflamatériggporémuma
maior quantidade destudoscom grupos de pacientes maiores se fazem necessario para
confirmartais achados.

No que diz respeitao INF-0 , me mbr o da Thlepsycae selatado semu n e
sabe sobre ceal papeldesta citocina na patogénese das periodontites, mas parece que sua
presenca em grandes quantidades aumentam o risco de progressao ddAddohGOT,;

FONT ; LEE, 2003) A desejadaeducdo apds a terapia periodontal ndo foi observada no
presente estudo. Ao contrario disso, um aumento ocorreu nos sitios rasos dos pacientes do
grupo PA. Nossos achados sdo semelhantes aos ad®adas estudo feito com brasileiros

em um grupo de periodbte cronica avangaddEL PELOSO RIBEIRO et al., 2008Yma

possivel explicacdo para essa observacédo é a baixa freqiiéncia de deteccdo dessa citocina na
regides coletadas.

Alguns pesquisadores investigaratterac@s microbiolégicas pos terapia periodotal
em pacientes com periodontite cronifi@ relatado que os efeitos clinicos e microbiologicos
da raspagem e do alisamento radicular levaram a uma redugao significativa dos membros do
complexo vermelho e apenas uhgeira redugédo nos demais microrganismos analisados. Foi
visto que as principais melhoras clinicas e microbiolégicas ocorreram nos primeiros 3 meses
apos a terapia, se mantendo por até 12 mgSe<LRANSKY et al., 991; HAFFAJEE et al.,
1997b; BADER ; BOYD, 1999; DARBY et al., 2005)lo que diz respeito a periodontite
agressiva diversos autores reforcam a importancia do pap&l dotinomycetemcomitans
como um colonizador primario ou um iniciador da periodontitessjvalocalizada uma vez
gue 0 mesmo é encontrado em maior quantidade em sitios rasos e moderados em pacientes
com doenca localizadando sugrevalénciadiminuidacom o avanc¢o da idadsan pacientes
com periodontite avancad¢RODENBURG et al.,, 1990) Aliado a esse fato, tal
microrganismo pode nao ser resistenteima concorréncia bacterianeomplexa,o que
justificaria sua baixa prevaléncia em bolsas periodontais profundas, onde a presenca de
bactérias do complexo vermellemcontrarrse em maiores niveiRODENBURG et al.,

1990; ANE et al., 2007; TEUGHELS et al., 2007; FAVERI et al., 200®)alisando nosso
dados microbiolégicos, verificamos que além da baixa deteccdo do niveis de
A.actinomycetemcomitansm ambos 0s grupos, ha uma maior quantidade nos niveis dos

periodontiopatégeos do complexo vermelho. E bem provavel que grande parte de nossa



38

amostra apresente uma doenca onde a importancia da preseheatthmmycetemcomitans

seja pequenamducdes significativas em membros do complexo vernteisameses apos a
terapia jusfigue em grande partea melhora clinica observadas em nossos grepaos a

terapia periodontal ndo cirdrgic®utro aspecto importante é o fato do grupo estudado no
presente trabalho apresentar a forma generalizada da periodontite agressiva, provavelmente
nestes indiv2duos ] 8 exi ste um bi ofi |l m
A.actinomycetemcomitam$io seja mais tao relevante para progressao da d@mpanto de

vista microbiolégico e imunoldgico, o objetivo ideal da terapia periodontal é o de se reduzir
0S nieis de patdgenos para os existentes antes da instalagdo da doenca, por periodos
prolongados de temp¢TELES; HAFFAJEE ; SOCRANSKY, 2006)tal proposta visa
simultaneamente reduzir os niveis de mediadores inflamatorios levando a uma melhora clinica

do quadro.
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6 CONCLUSOES

Dentro dos limites destestudo,o0s resultads apdian nossa hipotese de que a
periodontite crdica e agressiva respondegualmente bem ao tratamernperiodontalnac
cirurgico. Foram observados melhoras significativas de todos os parametros ckioitos,
reducao dos pucipais patégenos periodontaisima diminuicao significativa de atividade de
elastase nos sitios profund@duandoas respostaslinica e imunolégica apderapiaforam

comparadsentre os grupgspenas diferencas sufisam encontraas.
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Tabela 1- Média (£ DP) dos parametros clinicos e demografpara os individuo
com periodontite cronica (PC) e agressiva (PA)

Parametro PC (n =20) PA (n =14)
Idade (anos)* 48 + 8 297
% homens 50 29
% fumantes 25 0
% sitios com sangmento a sondagem 64 + 20 64 + 16
Profundidade de bolda a sondagem (mm) 3.52+0.70 3.51+0.51
Nivel clinico de insercdo (mm) 407 +0.99 3.65+0.64

*p<0,001 teste de Manwhitney
**p<0,05 teste exato de Fisher

Tabela 2- Média (x DP) dos @rametros clinicos para o grupo periodontite crd
(PC) na visitanicial (V1) e 3 meses (3M) apds terapia

Parametro VI(n=20) 3M (n=20)

% sitios com sangramento a sondagem*** 64 + 20 29 +17
Profundidade de bolda a sondagem (mm)** 3.52 +070 2.79+0.33
Nivel clinico de insercdo (mm)** 4.07+£0.99 3.65+0.64

**p<0,01 teste Wilcoxon
***n<0,001 teste Wilcoxon

Tabela 3 Média (+ DP) dos parametros clinicos pargrupo periodontite agressi{fl@A) na
visita inicial (VI) e 3 neses (3M) apods terapia

Parametro VIi(n=14) 3M (n=14)

% sitios com sangramento a sondagem®** 64 £ 16 23+ 14
Profundidade de bolda a sondagem (mm)** 351+051 2.82+041
Nivel clinico de inser¢do (mm)** 3.65+0.64 3.04+0.62

**p<0,01 teste Wilcoxon



Tabela 4 Média ¢ DP) dos parametros clinicos para os sitios rasos e profundos de onde as amostras de fluido gerigraah E&Btadas nos grupc
periodontite crdnica e periodontite agressiva na visita inicial (V1) e 3 meses (3M) apds terapia

Periodontite crbnica generalizada (n = 20)

Periodontite agressiva generalizada (n =14)

Parametro Sitios rasos Sitios profundos Sitios rasos Sitios profundos
valores de valores de valores de valores de
VI 3M p VI 3M p VI 3M p VI 3aM p
% sitios com SS 1000 10+ 20 <0.001 1000 20+ 30 <0.001 1000 200 <0.001 1000 50 £ 40 <0.001
PBS (mm) 2804 22+0.6 <0.001 58+1.1 37x1.0 <0.001 28+04 25x04 0,01 59+14 3710 <0.001
NIC (mm) 1.0£0.2 06zx0.7 <0.05 6.1x18 4423 <0.001 09+04 05+04 0,01 590+£20 3926 <0.001
Vol ume d¢q1.18+2100.61+0.94 <0.01 3.37+£2.65 1.10£1.33 <0.001 [1.45+2.17 0.53+0.69 0,18 3.51+£2.830.95+£0.97 <0.001

Sangramento a sondagem (S¢

Profundidade de bolda a sondagem (PBS)

Nivel clinico de insercéao (I9)

Valores de p usando teste "Wilcoxon signed rank"

€S



Tabela 5- Mediana e irgrvalo interquartilico dos parametros bioquimicos medidos no fluido gengival (FG) de sitios rasos e prafsirgtapos
periodontite cronica e periodontite agressiva na visita inicial (V1) e 3 meses (3M) apos terapia

Periodontite cronica generalizada (n = 20)

Periodontite agressiva generalizada (n =14)

Sitios profundos ‘

Parametro Sitios rasos Sitios profundos Sitios rasos
valores de valores de valores de valores de
Vi 3M p \ 3M p Vi 3M p Vi 3M p
Elastase (Abs)| 0.84 (1.49) 0.56 (0.73) 0,82 2.19(1.89) 1.34 (1.20) <0.05 |1.26(1.81) 0.42(1.15) <0.05 |3.12(1.51)0.72(1.27) <0.01
IL-16 ( pd1.31(1.77) 1.96(3.19) 0,26 4.80 (6.91) 4.93 (13.7) 0,82 3.85(6.31) 1.46 (3.24) 0,79 14.0 (14.3) 3.53 (2.12) 0,18
IL-4 (pg/sitio) |0.08 (0.11) 0.08 (0.10) 1,00 0.10 (0.12) 0.08 (0.12) 0,82 0.10(0.18) 0.15(0.38) 0,55 0.12 (0.23) 0.12 (026) 0,79
IL-8 (pg/sitio) |61.9 (88.5) 65.6 (50.5) 0,50 59.4 (69.2) 75.2 (34.2) 0,82 83.1(57.1) 67.5(62.8) 0,18 82.9 (49.3) 76.2 (61.9) 0,39
INF-o ( p g/0.00(0.12) 0.02 (0.08) 0,79 0.07 (0.30) 0.08 (0.18) 0,10 0.0 (0.01) 0.18(0.37) <0.01 |0.04(032) 0.01(0.15) 0,18

Valores de p usando teste "Wilcoxon signed rank"

14°]



Tabela 6- Mediana e intervalonterquartilico das diferencas nos parametros clinicos e bioquir
entre visita inicial (VI) e 3 meses (3M) ap0s terapia nos sitios rasos e profundos nos
periodontite cronica (PC) e periodontite agressiva (PA)

Diferencas entre VI e 3M

Parametro Sitios rasos Sitios profundos
valores de valores de
PC PA p PC PA p

% sitios com SS| -80 (20) -80 (00) 0,24 -80 (30) -50 (40) 0,04
PBS (mm) -0.5 (0.4) -0.2 (0.2) 0,26 -2.1(1.1) -2.0 (0.6) 0,98
NIC (mm) -0.2 (0.5) -0.2 (0.2) 0,35 -1.6 (0.8) -2.0 (0.6) 0,11
Volume de FG

(el) -0.79 (1.20) -0.72 (2.72) 1,00 -0.91 (2.97) -2.77 (3.37) 0,13
Elastase (Abs) | -0.05(0.93) -0.82(1.38) 0,09 -0.59 (1.14) -1.44 (1.23) 0,08
IL-1 b6 ( pg/ -0.30(4.16) -0.98 (3.65) 0,11 0.34 (14.8) -8.22 (17.1) 0,07
IL-4 (pg/sitio) 001 (0.12) 0.01(0.20) 0,51 -0.04 (0.16) 0.0(0.21) 0,45
IL-8 (pg/sitio) 31.5(69.3) -21.0(80.4) 0,06 453 (76.4) -7.94 (47.8) 0,46
INF-o ( pg/| 0.0(0.16) 0.18(0.29) 0,01 0.34 (14.8) -0.01 (0.26) 0,61

Sangramento a sondagem (SS
Profundidade dbolda a sondagem (PBS)
Nivel clinico de insercéo (NIC)
Valores de p usando o teste de Makihitney

GS
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PERIODONTITE CRONICAi SITIOS RASOS

IL-4 IL-8
2.0 — 160 —
1.5 — : 120 —
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0.5 — * 40 —
o_j; B : ,
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PC VI (n = 20) [l PC3M (n=20)

Gréfico 1- Diagrama de caixa para os niveis ide4, IL-8, INFo e IL-1b e atividade da
elastase rm sitios rasos do grupo periodontite crénica. A caixa inclui os 50% dos dados
centrais, a borda inferior corresponde ao percentil 25, a borda superior ao percentil 75 e a

' inha dentro da cai xa a mehdker®@n a mO B ¢arcendim tois |
10 e 90 e o0os <circul oautiarsmdi cam val ores di spe
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PERIODONTITE AGRESSIVA SITIOS RASOS

IL-4 IL-8
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- 0 : : 0 T T
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B PAVI(n=14) [] PA3M(n=14)

Gréfico 2- Diagrama de caixa para os niveis ded|LIL-8, INF0 e IL-1b e atividade da
elastase nos sitios rasos do grupo periodontite agressiva. A caixa inclui os 50% dos dados
centrais, a borda inferior corresponde ao percentil 25, a borda superior ao percentil 75 e a
linha dentro da caixa a mediana (percentil50) Os |lwhigkerd@l)e smdq it r am o0s |
10 e 90 e o0os <circul oautiarsmdi cam val ores di spe
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PERIODONTITE CRONICA SITIOS PROFUNDOS
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Grafico 3- Diagrama de caixa para os niveis de4|LIL-8, INF0 e IL-1b e atividag da

elastase nos sitios profundos do grupo periodontite cronica. A caixa inclui os 50% dos dados
centrais, a borda inferior corresponde ao percentil 25, a borda superior ao percentil 75 e a

l inha dentro da caixa a meldker@na mopémr @aenntoisl |
10 e 90 e o0os circul oautieramdi cam val ores dispe



PERIODONTITE AGRESSIVA SiTIOS PROFUNDOS
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Gréfico 4- Diagrama de caixa para os niveis ide4, IL-8, INFo e IL-1b e atividade da
elastase nos sitios profundos do grupo periodontite crénica. A caixa inclui os 50% dos dados
centrais, a borda inferior corresponde ao percentil 25, a borda superior ao percentil 75 e a

linha dentro da caixa a mediana (perceril)5.
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Figura 1- A média dos niveis de 40 espécies (X)1l@stadas em 20 individuos com
periodontite cronica generalizada (PC)wvisita inicial e 3 meses apos tratamento periodontal
(painel esquerdo), bem como em 14 individuos com periodontite agressiva generalizada (PA,
painel direito). Contagens médias de cada espécie foram calculados em cada individuo e, em
seguida, a média pacada grupo, em cada visita, calculada separadamente. Significancia das
diferencas entre a avaliagdo inicial e 3 meses foi determinada utilizando o teste Wilcoxon
signed ranks, com * p <0,05 ** p <0,01. As espécies foram ordenados e agrupados de acordo
com os complexos descritos por Socransky et al. (1998).



