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RESUMO 

 

 

SILVA, Fernanda de. Perfil da resposta Th1/Th2 no fluido gengival de pacientes portadores 
de doença inflamatória intestinal com periodontite crônica. 2008. 75 f. Tese (Doutorado em 
Odontologia) – Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2008.  
 

O objetivo dessa tese foi avaliar a expressão de citocinas Th1 (IL-12 e INFγ), citocinas 
Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) e das citocinas pró-inflamatórias IL-18, IL-1β e TNFα no fluido 
gengival de pacientes com periodontite crônica portadores da doença de Crohn (DC), de 
retocolite ulcerativa idiopática (RCUI) e em indivíduos saudáveis (o grupo controle, GC). 
Como objetivo secundário, avaliamos a função dos neutrófilos no fluido gengival desses 
pacientes através da mensuração das metaloproteinases da matriz -8, -9 (MMP-8 e MMP-9) e 
da atividade da elastase. Quinze pacientes com DC (idade média 38.2 ± 11.4 anos), 15 
pacientes com RCUI (idade média 45.0 ± 10.5 anos) e 15 pacientes saudáveis (idade média 
42.1 ± 7.8 anos) participaram desse estudo. Todos os dentes presentes, com exceção dos 
terceiros molares, foram examinados. Profundidade de bolsa (PB), nível de inserção clínica 
(NI), presença de placa e de sangramento a sondagem foram avaliados em seis sítios por 
dente. Em cada paciente, o fluido de 4 sítios com periodontite (PB ≥ 5 mm e NI≥ 3mm) e de 4 
sítios com gengivite (PB≤ 3 mm e NI ≤ 1 mm) foram coletados através de pontas de papel 
absorvente pré-fabricadas. O sistema LUMINEX® foi utilizado na mensuração das IL-1β, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFα, INFγ, MMP-8 e MMP-9. A IL-18 foi analisada através do 
ensaio ELISA e a atividade de elastase através de uma reação enzimática. O soro desses 
pacientes também foi analisado e o coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado na 
análise da correlação entre as citocinas no soro e no fluido gengival. Nos sítios com gengivite, 
a quantidade total de IL-4 foi significativamente menor no grupo RCUI do que no grupo GC 
(p=0.016). Nos sítios com periodontite, a quantidade total de IL-4 foi significativamente 
menor no grupo DC do que no grupo GC (p=0.029). A quantidade total da IL-6 (p=0.028) 
assim como sua concentração (p=0.044) foram significativamente maiores no grupo RCUI do 
que no grupo GC. No soro, os níveis da IL-18 foram significativamente mais altos nos grupos 
DC (p=0.011) e RCUI (p=0.019) do que no grupo GC. No grupo RCUI, a IL-18 do soro se 
correlacionou positivamente com a IL-1β do fluido gengival (r=0. 667, p=0.01). Concluindo, 
nos pacientes com doença inflamatória intestinal, os níveis da IL-4 estavam mais baixos no 
fluido gengival e os níveis da IL-18 estavam aumentados no soro quando comparados aos 
controles. A função dos neutrófilos foi similar entre os pacientes com doença inflamatória 
intestinal e os controles. Com exceção da correlação positiva entre a IL-18 sérica e a IL-1β no 
fluido gengival dos pacientes com retocolite ulcerativa idiopática, não houve correlação entre 
as diversas citocinas mensuradas no soro e as citocinas mensuradas no fluido gengival nos 
controles nem nos pacientes com doença inflamatória intestinal. Não houve a caracterização 
de um padrão de resposta Th1 ou Th2 no fluido gengival dos pacientes com doença 
inflamatória intestinal. 

 
Palavras-chave: Periodontite. Doença inflamatória intestinal. Citocinas. Perfil linfocitário. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

The aim of this thesis was to evaluate the expression of Th1 cytokines (IL-12 and 
INF-γ), Th2 cytokines (IL-4, IL-6 and IL-10) and the pro-inflammatory cytokines IL-18, IL-
1β and TNF-α in the gingival crevicular fluid (GCF) from Crohn’s disease (CD) patients, 
ulcerative colitis (UC) patients and healthy individuals (control group, CG) who had chronic 
periodontitis. Besides, we measured elastase activity, matrix metalloproteinase -8 and -9 
(MMP-8 and -9) to address the neutrophil function in the GCF. Fifteen CD patients (mean age 
38.2 ± 11.4 years), 15 UC patients (mean age 45.0 ± 10.5 years) and 15 systemically healthy 
controls (mean age 42.1 ± 7.8 years) were enrolled in this study. All the present teeth, except 
for the third molars were examined. Probing pocket depth (PPD), clinical attachment loss 
(CAL), presence of plaque and presence of bleeding on probing were assessed in six sites per 
tooth. In every subject, GCF from 4 gingivitis sites (PPD ≤ 3mm and CAL ≤ 1mm) and from 
4 periodontitis sites (PPD ≥ 5mm and CAL≥ 3mm) were collected with filter strips. The data 
were reported as total amount and concentration. IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFα, 
INFγ, MMP-8 and MMP-9 were analyzed by the Luminex® analyzer. IL-18 was analyzed 
using a commercially available ELISA assay and the elastase activity by an enzymatic 
reaction. The serum was also analysed and the correlations between the cytokines in the GCF 
and in the serum were calculated by Pearson correlation analysis. In gingivitis sites, the total 
amount of IL-4 was significantly lower in the UC group than in the CG group (p=0.016). In 
periodontitis sites, the total amount of IL-4 was significantly lower in CD group than in the 
CG group (p=0.029). The total amount of IL-4 was lower in UC group than in CD group 
(p=0.077). Similarly, IL-4 concentrations in both CD (p=0.096) and UC (p=0.064) groups 
were lower than in CG group. IL-6 total amount (p=0.028) and IL-6 concentration (p=0.044) 
were significantly higher in the UC group than in the CG group. In the serum, IL-18 levels 
were significantly higher in CD (p=0.011) and UC (p=0.019) groups than in the CG group. In 
UC group, there was a positive correlation between serum IL-18 levels and IL-1β in the GCF 
(r=0. 667, p=0.01). In conclusion, IBD patients had lower IL-4 levels in the GCF and higher 
IL-18 levels in the serum than healthy controls. The neutrophil function in IBD patients is 
similar to controls. Except for the positive correlation between IL-18 in the serum and IL-1β 
in the GCF, there was no correlation between the cytokines in serum and in the GCF either in 
IBD patients or in controls. There was not a Th1 or Th2 polarization in the GCF from IBD 
patients. 

 
Keywords: Periodontitis. Inflammatory bowel disease. Cytokines. Th cell profile. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A gengivite é um processo inflamatório reversível da gengiva, pois não há destruição 

dos tecidos de suporte dos dentes. A periodontite é uma condição crônico-inflamatória na qual 

ocorre destruição do ligamento periodontal, do osso alveolar e, em casos extremos, pode 

ocorrer a perda dos dentes. Sua prevalência e a severidade aumentam com a idade, pode afetar 

um numero variável de dentes e apresentar diferentes taxas de progressão. Apesar da agressão 

bacteriana ser necessária para a ocorrência da periodontite, o papel central na patogênese da 

doença é exercido pela resposta do hospedeiro através do controle das respostas imune inata e 

adaptativa1.  

A doença inflamatória intestinal (DII) é constituída por duas desordens intestinais 

crônicas distintas: a doença de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa idiopática (RCUI)2. A DII 

afeta cerca de 1.5 milhões de pessoas nos Estados Unidos da América e mais de 2 milhões de 

pessoas na Europa. Nos últimos dez anos, a incidência anual tem aumentado continuamente 

na Ásia, na Europa Ocidental e na América do Sul3. No Brasil, as taxas de prevalência, 

incidência e mortalidade ainda são desconhecidas, mas relatos regionais descrevem um 

aumento no número de novos casos4. O curso clínico da DII é caracterizado por remissões e 

recaídas variando em intensidade e necessitando, com freqüência, de hospitalizações e 

cirurgia5. Conseqüentemente, a DII possui um grande impacto no bem-estar físico, emocional 

e no aspecto sócio-econômico dessas pessoas5. Sua patogênese ainda não foi elucidada, no 

entanto, sabe-se que anormalidades imunológicas distintas exercem um papel no início e na 

perpetuação da DII6. 

Manifestações extra-intestinais podem ocorrer tanto na DC quanto na RCUI e incluem 

inflamação dos olhos, lesões cutâneas, osteoarticulares, pancreáticas e pulmonares7. As 

manifestações orais podem preceder, coincidir ou acompanhar o aparecimento dos sintomas 

intestinais8-10. Além das lesões orais, há um interesse sobre as principais doenças 

odontológicas nesses pacientes. Uma alta prevalência de cárie foi relatada nos pacientes com 

DC11-13, mas não havia relatos sobre a prevalência de cárie nos pacientes com RCUI. Apenas 

dois estudos haviam avaliado a prevalência e a severidade da periodontite nos pacientes com 

DII14-15. Entretanto, como ambos os estudos apresentavam inconsistências e os exames eram 

parciais, ou seja, apenas alguns dentes foram examinados, a real prevalência da periodontite 

em pacientes com DII não havia sido estabelecida. 
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Através de um estudo transversal, observamos que pacientes com DII apresentavam 

maior prevalência de peridontite e possuíam um histórico maior de cárie16 do que pacientes 

sistemicamente saudáveis. Em nosso estudo, a destruição periodontal foi mais acentuada nos 

pacientes com RCUI do que nos pacientes com DC. Este achado sugere que a resposta à 

agressão do biofilme dental pode ser diferente entre os pacientes com essas duas doenças. Na 

realidade, DC e RCUI diferem em relação a sua imunopatogênese que envolve a 

diferenciação de células T auxiliares (Th). A DC é considerada uma doença do tipo Th1 

enquanto a RCUI possui características de uma doença Th22. 

A principal função das células T auxiliares é amplificar a resposta imune. Em geral, as 

citocinas Th1 favorecem o desenvolvimento de uma resposta imune celular enquanto 

citocinas Th2 favorecem uma resposta imune humoral. O conceito das células T auxiliares 

sugere que as citocinas Th1/Th2 regulam o equilíbrio entre proteção e agressão assim como o 

desenvolvimento e/ou a severidade de algumas desordens imunológicas17. Teorias têm sido 

postuladas a fim de explicar a suscetibilidade da doença periodontal no contexto do 

paradigma Th1/Th218, entretanto, até o momento não há dados conclusivos. 

A resposta imuno-inflamatória é o fator-chave tanto na periodontite quanto na DII1-2,6. 

Em ambas as doenças há uma expressiva produção de mediadores inflamatórios19-20. É 

provável que a maior prevalência de periodontite encontrada em pacientes com DII seja 

devido ao fato das duas doenças dividirem o mesmo perfil linfocitário. Nossa hipótese é a de 

que nos pacientes com DII que têm periodontite, a resposta inflamatória no periodonto seja 

influenciada pelo perfil das células Th.  

Sendo assim, o objetivo dessa tese foi avaliar a expressão de citocinas Th1 (IL-12 e 

INFγ), citocinas Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) e das citocinas pró-inflamatórias IL-18, IL-1β e 

TNFα no soro e no fluido gengival de sítios com gengivite e periodontite de pacientes com 

DC e RCUI.  Além das citocinas, as metaloproteinases da matriz 8 e 9 (MMP-8 e MMP-9) e a 

atividade da elastase também foram mensuradas no fluido gengival a fim de avaliarmos a 

função dos neutrófilos. Os dados obtidos dos pacientes com DC e RCUI foram comparados 

com os dados obtidos de indivíduos saudáveis portadores de periodontite crônica. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Periodontite 

 

 

As doenças periodontais são geralmente de natureza crônica e resultam da resposta do 

periodonto ao biofilme acumulado nos dentes. A gengivite é uma inflamação da gengiva que 

não compromete a dentição. A periodontite é caracterizada pela degradação do tecido 

conjuntivo seguida por migração do epitélio juncional e reabsorção óssea, podendo levar a 

perda dos dentes. As formas severas da periodontite afetam 10% a 15% da população adulta. 

Este percentual aumenta consideravelmente com a idade do indivíduo, atingindo um pico 

entre 50 e 60 anos de idade. A severidade da destruição periodontal varia de dente para dente 

e até mesmo de sítio para sítio em um mesmo dente no mesmo indivíduo21. 

A presença da microflora subgengival patogênica não é suficiente para causar 

periodontite22. A natureza da resposta imune do hospedeiro a essa agressão microbiana é vital 

na determinação da suscetibilidade à doença. A suscetibilidade à periodontite varia 

significativamente entre os indivíduos1,19 e parece ser determinada geneticamente. No entanto, 

fatores locais e ambientais também contribuem para a expressão da doença22. É bem 

estabelecido que as citocinas exercem um papel central na regulação da resposta imune que 

governa a progressão da doença periodontal23. O estudo das citocinas em sítios inflamados 

pode auxiliar no esclarecimento da patogênese da doença periodontal.  

 

 

1.2 Citocinas 

 

 

Citocinas são polipeptídeos solúveis, de baixo peso molecular, sintetizadas 

principalmente por células imunes que controlam a progressão das respostas imunes e 

inflamatórias. O termo citocina abrange diversas proteínas como os interferons, fatores de 

necrose tumoral, fatores estimuladores de colônias, interleucinas e fatores de crescimento. As 

citocinas podem ser divididas em várias famílias, são elas: (1) a família tipo I ou 

hematopoitinas que engloba várias interleucinas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-

12, IL-13, IL-15, IL-21 e IL-23) e fatores de crescimento hematopoiéticos; (2) as citocinas 
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tipo II que incluem os interferons e a IL-10; (3) as moléculas relacionadas ao fator de necrose 

tumoral, linfotoxinas e o ligante Fas; (4) membros da superfamília Ig, incluindo a IL-1 e a IL-

18 e (5) as quimiocinas, uma família de moléculas que exercem papéis críticos em uma ampla 

variedade de funções imunes e inflamatórias24. 

Apesar de serem produzidas em pequenas quantidades, as citocinas são muito 

potentes. São auto-reguladoras, capazes de induzir sua própria expressão de forma autócrina 

(na própria célula que a produziu) ou parácrina (em outras células) e possuem ações 

pleotrópicas (habilidade de induzir diferentes tipos de resposta) em vários tipos de células. As 

citocinas atuam nas suas células-alvo através da ligação com receptores específicos, iniciando 

mensagens intracelulares que resultam em alterações fenotípicas na célula. Muitas citocinas 

têm ação limitada quando distantes das células que a produziram. Isso é verdadeiro para 

várias citocinas do tipo I. Entretanto, outras citocinas atuam por difusão através dos fluidos 

extracelulares e do sangue para células-alvo que estão distantes das células produtoras. Entre 

essas citocinas, há as que possuem efeitos pró-inflamatórios como, por exemplo, a IL-6, o 

TNF e as quimiocinas que exercem um papel importante na regulação da migração dos 

leucócitos e outros tipos de células24. Há uma significativa redundância e sobreposição entre 

as funções das citocinas. A conseqüência é que uma citocina não atua isoladamente, mas 

através de uma rede complexa e flexível unindo elementos da imunidade inata e adaptativa 

em defesa do hospedeiro contra infecções ou doenças23. Conseqüentemente, a mensuração de 

uma única citocina não é suficiente para se obter uma impressão realística das interações 

biológicas complexas que ocorrem em nível celular25. 

Várias citocinas são produtos de células T mas não são produtos constitutivos dessas 

células, elas são produzidas quando as células T são ativadas24. Os produtos das células T em 

resposta à ativação podem nos auxiliar na compreensão das interações biológicas envolvidas 

nos processos de saúde e doença17.  

 

 

1.3 Perfil Th1/Th2 e doenças crônico-inflamatórias 

 

 

 Mosmann e Coffman26 demonstraram que clones de células TCD4+ de ratos podiam 

ser classificados em subpopulações funcionais distintas baseado nos perfis de citocinas 

sintetizadas por essas células. O isolamento de clones Th1 e Th2 humanos por Romagnani27 
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desencadeou um grande número de estudos sobre os efeitos do paradigma Th1/Th2 em 

humanos. 

A principal função das células T auxiliares é amplificar a resposta imune. Tanto a 

subpopulação Th1 quanto a Th2 são produzidas por uma população de células T precursoras 

virgens. A diferenciação ocorre dentro de poucos dias de contato direto das células virgens 

com as células apresentadoras de antígeno. Este processo é denominado polarização e é 

guiado principalmente pelas citocinas presentes no microambiente no qual se encontra a 

célula T. Através da interação das citocinas com os receptores nas superfícies das células, 

ocorre a determinação para as células se diferenciarem em Th1, Th2 ou em outros tipos de 

células T28. 

As células Th1 secretam a IL-2, o INFγ e linfotoxinas enquanto as células Th2 

secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Em geral, as citocinas Th1 favorecem o 

desenvolvimento da resposta imune celular (respostas inflamatórias, hipersensibilidade do 

tipo tardia e citotoxidade) enquanto citocinas Th2 favorecem a resposta imune humoral e 

respostas alérgicas. Entre as citocinas Th2, a IL-4 possui grande importância no 

direcionamento das respostas IgE. Algumas citocinas Th1/Th2 exercem uma regulação 

cruzada. Por exemplo, o INFγ diminui os níveis de citocinas Th2 enquanto a IL-4 e a IL-10 

diminuem os níveis de citocinas Th129. Mais recentemente, tem sido demonstrado que outras 

células além das células TCD4+ são capazes de produzir citocinas Th1 e Th2. São elas: 

TCD8+, monócitos, células NK, células B, eosinófilos, mastócitos, basófilos entre outras 

células18. 

O conceito Th1/Th2 sugere que as citocinas Th1/Th2 regulam o equilíbrio entre 

proteção e agressão assim como o desenvolvimento e/ou a severidade de algumas desordens 

imunológicas17. Algumas doenças como, por exemplo, diabetes mellitus tipo I, esclerose 

múltipla, artrite reumatóide, doença de Crohn e sarcoidoise são caracterizadas por respostas 

Th1. Destacam-se como doenças caracterizadas pela resposta Th2: as desordens atípicas, 

esclerose sistêmica progressiva, progressão de tumores e progressão da infecção por HIV para 

AIDS. Os estudos clínicos sobre o domínio Th1/Th2 concentram-se no desenvolvimento de 

moléculas que possam ser utilizadas imunoterapeuticamente28. 
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1.4 Perfil Th1/Th2 e doença periodontal 

 

 

Teorias têm sido postuladas a fim de explicar a progressão da gengivite para a 

periodontite no contexto do paradigma Th1/Th2. Três modelos foram propostos, sendo que os 

dois primeiros são os mais estudados: (1) a periodontite como uma resposta Th2; (2) a 

periodontite como uma resposta Th1 e (3) a alteração da função dos monócitos pela IL-4 na 

periodontite18. 

 O modelo proposto por Seymour, Gemmell, Reinhardt, Eastcott e Taubman30 sugere 

que as células Th1 estão associadas à gengivite enquanto as células Th2 estão associadas à 

periodontite. Como a maioria das células na lesão periodontal (65-70%) são células B ou 

plasmócitos, esses autores acreditam que as células Th2 e as citocinas relacionadas a essas 

células dominem sobre a resposta Th1.  

No modelo proposto por Ebersole & Taubman31, as células Th1 são consideradas o 

resultado da destruição tecidual e as células Th2 são consideradas protetoras. Neste modelo, o 

INF-γ estimula principalmente monócitos assim como macrófagos a produzirem citocinas 

pró-inflamatórias e PGE2, resultando em uma condição local hiper-reativa levando à 

destruição do tecido conjuntivo e reabsorção do osso alveolar em pacientes suscetíveis. 

No modelo proposto por Dennison & Van Dyke32, acredita-se que alterações na 

resposta dos monócitos podem levar à doença. A IL-4 inibe a secreção de citocinas e PGE2 

pelos monócitos.  É sugerido que, na gengivite, os altos níveis de IL-4 além de inibirem a 

produção de citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos também os induz à apoptose. 

Então, a destruição tecidual é controlada. Na periodontite, ocorreria o contrário: os baixos 

níveis de IL-4 levariam a uma sub-regulação das citocinas produzidas pelos macrófagos, o 

que geraria uma maior destruição tecidual. Esta hipótese é a menos explorada porque há 

poucos macrófagos nas lesões avançadas onde há maior destruição tecidual18. 

Duas revisões de literatura discutiram o perfil Th1/Th2 na doença periodontal 

baseando-se em estudos publicados entre 1989 e 199933 e entre 1995 e 200434. No entanto, 

essas duas revisões não são conclusivas, pois a interpretação dos resultados dos estudos é 

prejudicada pelas diferenças metodológicas e achados contraditórios. Até o momento, 

nenhuma das 3 hipóteses propostas foi comprovada. 

 

 



 18

1.5 Citocinas no fluido gengival  

 

 

O fluido gengival representa, em condição de saúde gengival, um transudato 

intersticial do tecido gengival. O fluido gengival é originário do plexo gengival dos vasos 

sanguíneos que nutrem o epitélio voltado para o espaço dentogengival. Na ocorrência de 

gengivite ou periodontite, o fluido gengival é considerado um exudato inflamatório. Ao 

atravessar os tecidos periodontais inflamados, o fluido transporta vários marcadores 

moleculares biológicos para o sulco gengival. Conseqüentemente, o fluido gengival contém 

uma mistura de moléculas provenientes do sangue, dos tecidos do hospedeiro e da placa 

subgengival. Estão presentes no fluido gengival proteínas, citocinas, anticorpos, antígenos 

bacterianos e enzimas derivadas tanto do hospedeiro quanto das bactérias35. O fluido gengival 

também contém uma diversa população de células, sendo os neutrófilos as células 

predominantes36.  

No sulco sadio, a quantidade de fluido é muito pequena. Durante a inflamação, o fluxo 

do fluido gengival aumenta. O fluxo aumentado contribui para a defesa do hospedeiro por 

expelir colônias de bactérias e seus metabólitos do sulco, impedindo que eles penetrem no 

tecido35. A coleta do fluido é uma técnica não-invasiva que tem sido utilizada para fins de 

pesquisa, já que o fluido funciona como uma janela para o periodonto. Vários mediadores 

inflamatórios e imunológicos têm sido estudados no fluido gengival. Entre esses mediadores, 

destacam-se as citocinas. Entretanto, poucos são os modelos que estudam o perfil Th1/Th2 na 

periodontia utilizando o fluido gengival como fonte de citocinas33-34.  

A IL-1β é a citocina mais estudada no fluido gengival. Estudos demonstraram níveis 

aumentados da IL-1β no fluido gengival de sítios inflamados quando comparados a sítios 

saudáveis20, 37-41. A IL-1β também foi detectada em níveis mais elevados em sítios ativos do 

que em sítios inativos42. Concentrações significativamente mais altas de IL-1β foram 

detectadas em indivíduos com periodontite severa do que em controles periodontalmente 

saudáveis43 e níveis elevados de IL-1β têm sido associados à severidade de doença 

periodontal44.  

Até o momento existem apenas 3 estudos sobre a IL-18 no fluido gengival. Dois 

estudos foram realizados em indivíduos sistemicamente saudáveis45-46 e mostraram que os 

níveis da IL-18 aumentam com o grau de destruição periodontal, isto é, níveis 

significativamente mais altos da IL-18 foram encontrados em indivíduos com periodontite do 
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que em indivíduos com gengivite. Já o estudo em indivíduos com lúpus juvenil sistêmico47 

demonstrou níveis significativamente mais baixos de IL-18 no fluido gengival desses 

indivíduos quando comparados a indivíduos sistemicamente saudáveis. 

Também há apenas 3 estudos sobre a IL-12 no fluido gengival. Ao avaliar a expressão 

da IL-12 no fluido gengival de pacientes com periodontite crônica, de pacientes com 

gengivite e de controles periodontalmente saudáveis, muito pouca IL-12 foi detectada nos três 

tipos de amostras. A quantidade total da IL-12 foi significativamente maior nos sítios com 

periodontite crônica do que nos sítios saudáveis. Entretanto, as concentrações da IL-12 não 

diferiram entre os grupos37. Orozco, Gemmell, Bickel e Seymour46 mensuraram os níveis da 

IL-12p70 e IL-12p40 no fluido gengival de pacientes com periodontite e gengivite. Em todas 

as amostras, a quantidade total da IL-12 detectada foi muito baixa. Foi demonstrado que, em 

pacientes com periodontite, a quantidade total de IL-12 foi significativamente maior nos sítios 

com periodontite do que nos sítios saudáveis ou com gengivite48.  

Maiores quantidades de TNFα foram demonstradas em bolsas profundas do que em 

bolsas rasas49. Rossomando, Kennedy e Hadjimichael50 demonstraram que o TNFα pode ser 

encontrado em sítios antes da doença ser observada clinicamente, sendo o TNFα um 

indicador de destruição periodontal.   

As concentrações do INFγ no fluido gengival de indivíduos com periodontite severa 

foram similares as de indivíduos periodontalmente saudáveis43. Após a raspagem radicular, 

foi demonstrada uma diminuição da quantidade total do INFγ no fluido gengival51. 

 A IL-4 não foi detectada nos sítios com periodontite em pacientes com grande 

destruição periodontal que necessitavam de extrações múltiplas52. Similarmente, foi 

demonstrado que a IL-4 estava presente em sítios com periodontite moderada, mas que não 

era detectada no fluido de sítios com inflamação severa, sugerindo que a ausência da IL-4 está 

associada a periodontite e a progressão da doença53. Uma maior quantidade de IL-4 foi 

encontrada nos sítios saudáveis do que nos sítios doentes54  e foi demonstrado um aumento 

nos níveis da IL-4 após o tratamento periodontal não-cirúrgico51.  

Concentrações significativamente mais altas de IL-6 foram encontradas em indivíduos 

com periodontite do que em controles periodontalmente saudáveis43,54. Também foi 

demonstrado que a quantidade total da IL-6 no fluido gengival se correlacionava 

positivamente com a severidade da periodontite em pacientes sistemicamente saudáveis55.  

No fluido gengival, a IL-10 foi detectada em apenas 43% dos sítios com periodontite e 

sua concentração era mais alta nos sítios com profundidade de bolsa entre 4 e 6mm do que 
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nos sítios com bolsas menores do que 3mm. Em bolsas maiores do que 6mm e após o 

tratamento periodontal, a IL-10 não foi detectada40. Quantidades totais da IL-10 não diferiam 

entre os sítios doentes e não doentes tanto antes como depois da terapia periodontal não-

cirúrgica56.  

 

 

1.6 Atividade dos neutrófilos na periodontite 

 

 

Mais de 90% dos leucócitos no fluido gengival são neutrófilos. O número de 

neutrófilos aumenta de, aproximadamente, 7x104 para 20x104 por mL durante a conversão do 

sulco sadio para a bolsa periodontal. Paralelamente, o fluxo do fluido adjacente à superfície 

do dente aumenta de 1 para 5 μL/min. Então, 15 vezes mais neutrófilos migram para a bolsa 

periodontal quando há doença36. 

Os grânulos dos neutrófilos são classificados em primários (azurófilos), secundários 

(específicos) e terciários (gelatinase). Os grânulos azurófilos contêm enzimas neutras 

hidrolíticas como, por exemplo, a elastase e a mieloperoxidase. Os grânulos secundários 

contêm lactoferrina, colagenase neutrofílica (MMP-8) e lisozima. O principal componente dos 

grânulos terciários é a gelatinase B, também chamada de MMP-9. Enquanto a MMP-8 é capaz 

de degradar colágenos intersticiais, a MMP-9 degrada varias proteínas da matriz extracelular, 

inclusive o colágeno da membrana basal que é o colágeno tipo IV. Acredita-se que as 

principais MMPs neutrofílicas, a MMP-8 e MMP-9, sejam as principais responsáveis pela 

degradação do colágeno no tecido inflamado durante periodontite36,57-58. A elastase facilita a 

transmigração dos neutrófilos através da membrana basal, pois degrada importantes proteínas 

da matriz extracelular como elastina, laminina, fibronectina e colágeno35. No fluido gengival 

de sítios com periodontite, a atividade da elastase está associada à perda de inserção59.  

Neutrófilos hiper-reativos foram demonstrados na periodontite60-61. A causa dessa 

hiper-reatividade pode ser uma característica constitucional dos neutrófilos ou uma pré-

ativação dessas células circulantes. As substâncias que pré-ativam os neutrófilos podem ser 

originárias do hospedeiro como, por exemplo, citocinas inflamatórias e produtos da 

degradação tecidual62 ou das bactérias como, por exemplo, lipopolissacarídeos63  
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1.7 Doença inflamatória intestinal 

 

 

1.7.1 Definição, epidemiologia, manifestações clínicas e histopatológicas 

 

 

A doença inflamatória intestinal é uma inflamação crônica idiopática que afeta o trato 

gastrointestinal. As duas principais formas da DII, a doença de Crohn (DC) e a retocolite 

ulcerativa (RCU), apesar de apresentarem semelhanças, são clínica, histológica e 

imunologicamente diferentes2. 

A DII afeta cerca de 1.5 milhões de pessoas nos Estados Unidos da América e mais de 

2 milhões de pessoas na Europa. Nos últimos dez anos, a incidência anual tem aumentado 

continuamente na Ásia, na Europa Ocidental e na América do Sul3. Nos EUA, a RCUI 

apresenta a prevalência de, aproximadamente, 37 a 246 casos por 100.000 habitantes e a 

incidência de 2.2 a 14.3 casos por 100.000 habitantes. A prevalência da DC é de, 

aproximadamente, 26 a 199 casos para 100.000 habitantes e a incidência de 3.1 a 14.6 casos 

por 100.000 habitantes3. No Brasil, as taxas de prevalência, incidência e mortalidade ainda 

são desconhecidas, mas relatos regionais descrevem um aumento no número de novos casos4. 

Ambas as doenças são mais comuns em indivíduos brancos e os sexos são igualmente 

afetados. No entanto, também há relatos de maior prevalência em mulheres64-66. A doença 

mostra um pico entre os 13 e 35 anos de idade, mas já foi descrita em todas as faixas etárias. 

Há uma incidência familiar de DII com transmissão vertical e horizontal na qual 2% a 5% das 

pessoas terão um ou mais parentes afetados. Na DC, qualquer parte do trato gastrointestinal 

pode ser afetada, mas o íleo terminal, o ceco, a área perianal e o cólon são mais comumente 

acometidos. Na RCUI, o processo inflamatório é restrito ao cólon e sempre envolve o reto2. O 

diagnóstico da DII é baseado inicialmente na história clínica e confirmado através de métodos 

endoscópicos, radiológicos e patológicos. Os achados estão relacionados à localização 

anatômica das lesões, suas repercussões no estado geral do doente e à presença de 

complicações como estenoses, fístulas e abscessos. 

Destacam-se como características clínicas da DC: diarréia, dor, estreitamento do 

lúmen do intestino, a formação de abscessos e de fístulas para pele e órgãos internos. Em 20% 

a 30% dos pacientes ocorre obstrução intestinal7. Na RCUI, a principal característica clínica é 

uma diarréia severa acompanhada de muco e sangue. O curso clínico da DII é caracterizado 

por remissões e recaídas variando em intensidade e necessitando, com freqüência, de 
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hospitalizações e cirurgia5. Conseqüentemente, a DII possui um grande impacto no bem-estar 

físico, emocional e no aspecto sócio-econômico desses pacientes5. Por acometer 

principalmente adultos jovens, problemas como desemprego, abandono do emprego devido à 

doença e problemas com os estudos são bastante freqüentes67-68. Além disso, muitas pessoas 

se sentem constrangidas evitando lugares públicos devido à presença de diarréia, dor ou 

flatulência. Alguns pacientes tornam-se deprimidos pela possibilidade ou necessidade da 

cirurgia para a remoção da porção afetada do intestino69. 

As manifestações extra-intestinais ocorrem em 25% dos pacientes com DII e incluem 

inflamação dos olhos, lesões cutâneas, osteoarticulares, pancreáticas e pulmonares7. As 

manifestações orais da DII podem preceder, coincidir ou acompanhar o aparecimento dos 

sintomas intestinais8-10. A prevalência das manifestações orais na DII varia entre 0-9% em 

adultos10,70-72. Pacientes com DII, principalmente com RCU, possuem um risco maior de 

carcinoma de cólon7. 

A atividade da DII pode ser definida de acordo com os parâmetros clínicos, as 

manifestações sistêmicas e o impacto global da doença na qualidade de vida do indivíduo 73.  

Entre as várias classificações existentes, o Índice de Atividade da Doença de Crohn (CDAI) é 

a mais utilizada para a DC74. Quando o CDAI é menor do que 150 pontos, considera-se o 

paciente em remissão; entre 150 e 250, a atividade é considerada leve; entre 250 e 350, a 

atividade é considerada moderada e, quando o CDAI é maior do que 350 pontos, a atividade 

de doença é considerada grave. Na RCUI, um dos índices mais utilizados é o idealizado por 

Truelove e Witts75. Através deste índice, a atividade da RCUI é classificada em leve, 

moderada e acentuada. 

Com relação à histopatologia, na RCUI ocorre uma reação inflamatória contínua e 

uniforme envolvendo apenas a mucosa colônica que é acometida por neutrófilos, micro 

abscessos de criptas, linfócitos e macrófagos. O reto é acometido em 95% dos casos. 

Macroscopicamente, todos os segmentos afetados possuem um aspecto ulcerado, friável e 

hemorrágico76. A DC caracteriza-se por uma inflamação granulomatosa crônica, descontínua, 

transmural e segmentar, envolvendo o mesentério e linfonodos regionais. A DC é 

classicamente associada à presença de granulomas não-caseosos. A formação de fístulas e 

abscessos são algumas das complicações da DC76. 
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1.7.2 Patogênese  

 

 

A DII possui etiologia desconhecida e multifatorial que envolve aspectos ambientais, 

genéticos, microbianos e imunológicos77. Nenhum agente bacteriano, fúngico ou viral foi 

determinado como responsável pela DII. Juntamente com a predisposição genética, um 

gatilho ambiental ainda não estabelecido inicia o processo inflamatório do trato digestivo. 

Conseqüentemente, há uma resposta imunológica exacerbada e contínua que mantém esse 

processo78. Estão envolvidos na DII leucócitos, macrófagos, neutrófilos, mastócitos, células B 

e T e há a produção aumentada de eicosanóides, citocinas, quimiocinas, fator ativador de 

plaquetas e metabólicos reativos do oxigênio19.  

A resposta imune característica da DII é dominada por linfócitos TCD4+. A DC é 

caracterizada por uma resposta Th179. Na RCUI, no entanto, há o predomínio da resposta 

imune humoral, mas como não há evidência da produção de quantidades aumentadas da IL-4, 

a principal citocina indutora da resposta Th2, a RCUI é caracterizada como uma resposta Th2 

modificada79-80. Na DC, as células T da mucosa são mais resistentes à apoptose19. Subclasses 

de imunoglobulinas que estão associadas à resposta Th1, como a IgG2, estão aumentadas na 

DC e as subclasses associadas à resposta Th2, como as IgG1 e IgG4, predominam na RCUI2.  

Entre os 4 componentes envolvidos na patogênese da DII, os maiores progressos têm 

ocorrido no aspecto genético. Alguns dos genes associados à DII são: CARD15/NOD2, 

CARD4/NOD1, HLA, TLR4, DLG5 e NF-κB1. Os fatores ambientais são considerados 

fatores de risco para a DII e incluem a dieta, drogas (contraceptivos orais, anti-inflamatórios 

não-esteroidais), estresse, a flora entérica, a localização geográfica do paciente, o status social 

e o tabagismo. Em relação ao aspecto imunológico, surgiram novas informações em relação 

ao papel das respostas inata e adaptativa na DII: (1) as respostas Th1 e Th2 na mucosa podem 

ser secundárias aos defeitos da resposta imune inata (receptores TLR); (2) disfunções nas 

células T reguladoras podem contribuir para as anormalidades imunológicas na mucosa e (3) 

as células recentemente descritas Th17 também estão envolvidas na resposta inflamatória da 

DII77, 81-82. 
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1.7.3 Citocinas na doença inflamatória intestinal 

 

 

Na DII, há a produção, entre outros mediadores, da IL-12, IL-18, IL-4, TNFα, IL-1, 

IL-6, IFNγ, IL-13, IL-5, fator de necrose tumoral β (TGFβ) e IL-1782. A expressão aumentada 

de citocinas pró-inflamatórias ocorre principalmente na mucosa acometida pela DII e há 

variações na expressão dessas citocinas entre as duas formas de DII83-85.  

Uma maior produção de mediadores inflamatórios é demonstrada em culturas de 

células mononucleares da mucosa de pacientes com DII86, principalmente quando a doença 

está em atividade87. Nem sempre os mediadores envolvidos na patogênese da DII são 

detectáveis na circulação88. Recentemente, níveis séricos elevados da IL-18 têm sido 

mostrados em pacientes com DC89-91. 

 

 

1.7.4 Tratamento e prognóstico 

 

 

O tratamento bem sucedido de pacientes com DII inclui três componentes essenciais: a 

indução e manutenção da remissão da doença, a promoção da cicatrização do epitélio da 

mucosa e a prevenção de complicações (estenose, fístulas e má-nutrição) associadas à 

doença73,92.  

O tratamento medicamentoso inclui antibióticos (ciprofloxacina, metronidazol), os 

derivados do ácido 5 aminosalicilato (mesalazina, sulfassalazina), corticóides (hidrocortisona, 

prednisona) e imunomoduladores (azatioprina, 6-mercaptopurina e metotrexato)7,92-93. 

O tratamento cirúrgico está indicado nas complicações (perfuração, obstrução), na 

ausência de resposta ao tratamento clínico e no comprometimento acentuado do crescimento 

em crianças78. No caso da DC, mais de 2/3 dos pacientes terão complicações que necessitarão 

de cirurgia em algum momento de suas doenças94. Entretanto, mesmo após a cirurgia, pode 

haver recidivas95. 

Em 1998, a aprovação do infliximabe pela FDA (Remicade, Centocor), um anticorpo 

monoclonal quimérico anti-TNFα para o tratamento da DC, deu início à era da terapia 

biológica no tratamento da DII. A inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias 

específicas, o bloqueio da ação dessas citocinas ou a administração de citocinas reguladoras 
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ou anti-inflamatórias deixaram de ser um conceito terapêutico e passaram a ser uma estratégia 

de tratamento na DII80. As várias terapias que vêm sendo estudadas têm como princípios 

inibir a função das células T, bloquear a produção de citocinas pró-inflamatórias por células T 

ou induzir apoptose das células T. Então, estão sendo estudados anticorpos anti- células 

TCD4+, TCD3+, anticorpos contra o receptor da IL-12 (anti-CD25), anticorpos anti- IL-12, 

anti-IFNγ e anti-IL-6. A administração da IL-10 e outras alternativas farmacológicas anti-

TNFα também vêm sendo testadas. Uma alternativa também em fase experimental é o 

bloqueio da migração dos leucócitos para as áreas de inflamação através de interferências nas 

moléculas de adesão celular96. 

 

 

1.8 Periodontite e DII: mecanismos inflamatórios em comum 

 

 

Previamente ao nosso estudo16, apenas dois estudos haviam avaliado a prevalência e a 

severidade da periodontite em pacientes com DII14-15. Ambos os estudos concluíram que 

devido ao fato da periodontite não ser severa, pacientes com DII não precisariam de cuidados 

especiais. Conseqüentemente, as possíveis causas da maior suscetibilidade à periodontite 

nesses pacientes nunca foi investigada. 

A resposta imuno-inflamatória é o fator-chave tanto na periodontite quanto na DII, 

duas doenças caracterizadas por uma expressiva produção local de vários mediadores 

inflamatórios1,20,79,82,92. A existência de mecanismos inflamatórios e de destruição tecidual 

similares pode ser a provável causa da maior prevalência de periodontite moderada a severa 

que encontramos em pacientes com DII através de um estudo prévio16. Uma possibilidade de 

esclarecimento dessa questão pode ser através do estudo das citocinas e mediadores de 

destruição tecidual que exercem um papel de destaque nas duas doenças. 

As principais funções biológicas de algumas citocinas envolvidas tanto na DII quanto 

na periodontite são apresentadas no quadro a seguir (para revisão, ler: Paul24, Leonard29, 

Moldawer97 e Dinarello98): 

 

 



 26 
 
 
 
IL-18 

Citocina pró-inflamatória e supressora de tumores pertencente à família da citocina IL-1. É produzida e armazenada na forma precursora com 24 kilodaltons (kDa) e necessita ser clivada pela caspase-1 
(enzima conversora da IL-1β) para ser secretada na forma biologicamente ativa com 18kDa. É expressa em células imunes como células dendríticas e macrófagos ativados e também em células não- 
imunes como por exemplo, queratinócitos da pele, células do epitélio intestinal, células secretórias glandulares e células sinoviais. A IL-18 tem a capacidade de induzir a diferenciação tanto Th1 quanto 
Th2. O receptor da IL-18 (IL-18R) é encontrado em células T, células NK, células B e células dendríticas. A IL-18 é capaz de induzir o TNFα e a IL-1β e o aumento da expressão de marcadores pró-
inflamatórios como quimiocinas, óxido nítrico, moléculas de adesão e MMP-9. A IL-18 intensifica a produção do óxido nítrico e dos intermediários reativos do oxigênio em macrófagos e neutrófilos. 
Várias doenças são caracterizadas pela produção da IL-18. 

 
 
IL-1β 

Produzida na forma precursora inativa, necessita ser clivada pela mesma enzima que cliva a IL-18, a enzima caspase-1 (enzima conversora da IL-1β). Após a clivagem, a forma madura da IL-1β 
possui 17.5 kDa. As principais fontes da IL-1β são monócitos, macrófagos e células dendríticas. Linfócitos B e células NK também são outras fontes. Os queratinócitos produzem IL-1β em 
condições inflamatórias, mas não há expressão constitutiva da IL-1β nessas células. As atividades biológicas da IL-1β são relevantes tanto para a inflamação sistêmica (indução de proteínas de fase 
aguda) quanto para a inflamação local. A IL-1β também estimula a síntese da prostaglandina E2. 

 
 
 
 
TNFα 
 

Produzido como uma proteína transmembrana com 26 kDa, com uma extensão intracelular que é clivada pela enzima TNFα metaloproteinase convertase. É secretado como uma proteína solúvel de 
17 kDa. O TNFα associado à membrana é biologicamente ativo e medeia efeitos citotóxicos e inflamatórios através do contato célula à célula. O TNFα é produzido principalmente por macrófagos e 
monócitos, mas também é produzido por outras células imunes (células B e T, basófilos, eosinófilos, células dendríticas, células NK, neutrófilos e mastócitos), células não-imunes (fibroblastos, 
queratinócitos, osteoblastos, células da musculatura lisa, entre outras) e vários tipos de células tumorais. Em macrófagos, a síntese do TNFα é induzida por estímulos biológicos (vírus, produtos 
bacterianos e parasitários), estímulos químicos e físicos, células tumorais, células do sistema complemento, citocinas (IL-1, IL-2, IFNγ, o próprio TNFα), isquemia, trauma e irradiação. O TNFα é um 
potente indutor da resposta  inflamatória e é o regulador central da resposta imune inata. Além de estar envolvido na inflamação tecidual e injúria, o TNFα também ativa o processo de morte celular 
programada através da apoptose. O TNFα exerce um papel importante na regulação da resposta imune do tipo Th1, o que é de extrema importância para a patogênese de várias doenças crônico-
inflamatórias como a DII e a artrite reumatóide. O TNFα induz a síntese da IL-12 e IL-18, dois potentes indutores do IFNγ. As respostas biológicas ao TNFα são mediadas através de dois receptores 
estruturalmente distintos TNF-RI e TNF-RII. No entanto, quando clivados, tornam-se receptores solúveis que podem ser ligar ao próprio TNFα atuando como seu inibidor natural. 

 
 
IL-12 

É uma citocina pró-inflamatória, indutora única da diferenciação das células Th1. A IL-12 é um dímero covalente de 35- e 40-kDa peptídeos (p35 e p40) que formam a IL-12 bioativa (p70). A IL-12 é 
produzida principalmente por células fagocíticas (principalmente macrófagos e monócitos) em resposta à bactérias, produtos bacterianos e parasitas intracelulares. Também é produzida por células 
apresentadoras de antígeno como, por exemplo, as células B. As unidades IL-12Rβ1 e IL-12Rβ2 são necessárias para formação do receptor funcional da IL-12, entretanto, a expressão da subunidade β2 é 
crucial no controle da diferenciação da linhagem das células Th1. A subunidade p40 atua como antagonista, impedindo a ligação da IL-12 bioativa ao seu receptor. Todas as células que produzem a IL-12 
sintetizam uma quantidade muito maior da subunidade p40 do que da unidade p35, o que sugere que um controle cuidadoso de sua sinalização. 

 
 
IFNγ 

É um homodímero com peso molecular de 34 kDa, produzido apenas por células NK, células TCD8+ e células TCD4+ Th1. O IFNγ exerce seus efeitos através de receptores específicos expressos em 
todas as células com exceção dos eritrócitos. O IFNγ ativa os macrófagos aumentando a capacidade de fagocitose e inibe as principais atividades da IL-4. A produção normal do IFNγ é dependente da 
IL-12 e a presença do IFNγ parece ser um pré-requisito para a indução de células Th1. Seu receptor funcional humano consiste de duas cadeias: IFNGR-1 e IFNGR-2. 

 
 
IL-4 

É produzida principalmente por células TCD4+ ativadas, mas também é produzida por mastócitos e basófilos. É o principal fator de crescimento das células B e é vital na diferenciação das classes 
das imunoglobulinas (Ig), aumentando a secreção das IgG e IgE. A IL-4 induz a expressão das moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) tipo II em células B. A IL-4 também 
atua como um fator de crescimento de células T, induzindo a diferenciação Th2. A IL-4 diminui a função dos macrófagos e induz apoptose em monócitos. Também diminui a expressão de citocinas 
inflamatórias, incluindo IL-1, TNFα, TNFβ e IL-6. A IL-4 é capaz de reduzir os receptores da IL-2 e, desta forma, inibir algumas atividades induzidas por essa citocinas. O receptor da IL-4 nas 
células T e em hematopoiéticas consiste de uma proteína de 140kDa: IL4Rα e γc. 

 
 
IL-6 

É uma citocina com múltiplas funções. Suas atividades biológicas incluem a diferenciação de células B, diferenciação e crescimento de células T, indução da diferenciação das células mielóides em 
macrófagos, estímulo à secreção das imunoglobulinas IgG e IgA, indução da síntese de proteínas de fase aguda pelos hepatócitos e ativação da cascata do sistema complemento. Também atua nos 
queratinócitos, células do sistema hematopoiético e no desenvolvimento de osteoclastos. A IL-6 se liga à proteína IL-6Rα, formando o complexo IL-6/IL-6Rα que interage e recruta a molécula 
transdutora de sinal, a molécula gp130. Junto com a IL-6Rα, a molécula gp130 pode formar o receptor funcional da IL-6. Apenas os hepatócitos, monócitos e macrófagos expressam o receptor da IL-
6 em sua superfície. Entretanto, vários tipos de células expressam a subunidade gp130. Então, diferentes sinais são induzidos pela IL-6 quando o complexo IL-6/ IL-6Rα ativa as células gp130 
positivas. 

 
IL-10 

É uma proteína de 18 kDa produzida por células T ativadas, células B, monócitos e queratinócitos. Possui um papel importante na supressão da resposta inflamatória, pois inibe a expressão de 
moléculas do complexo MHC do tipo II e, conseqüentemente, a apresentação de antígenos em monócitos e em macrófagos. Também inibe a ativação das células T e a produção das citocinas IL-1, 
IL-2, IL-3, IFNγ, TNFα e o GM-CSF. 

         Quadro – Funções biológicas de algumas citocinas pró-inflamatórias, citocinas Th1 e citocinas Th2 estudadas na doença inflamatória intestinal e na periodontite 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Caracterizar o perfil Th1/Th2 no fluido gengival de pacientes portadores de doença 

inflamatória intestinal com periodontite crônica.  

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Avaliar a expressão das citocinas Th1 (IL-12 e INFγ), citocinas Th2 (IL-4, IL-6 e    

IL-10) e das citocinas pró-inflamatórias IL-18, IL-1β e TNFα no fluido gengival dos 

sítios com gengivite e periodontite de pacientes com doença de Crohn, retocolite 

ulcerativa idiopática e indivíduos saudáveis. 

 

 Avaliar a função dos neutrófilos através da mensuração das metaloproteinases da 

matriz 8 e 9 (MMP-8 e MMP-9) e a atividade da elastase no fluido gengival desses 

pacientes. 

 

 Correlacionar a expressão das citocinas no fluido gengival com a expressão das 

citocinas no soro. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Indivíduos Selecionados 

 

 

Quinze pacientes com DC (idade média 38.2 ± 11.4 anos) e 15 pacientes com RCUI 

(idade média 45.0 ± 10.5 anos) portadores de periodontite crônica foram selecionados de um 

estudo previamente realizado sobre a prevalência de periodontite em pacientes com DII16. Os 

pacientes eram acompanhados nos ambulatórios de DII do Hospital Universitário Pedro 

Ernesto-Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HUPE-UERJ) e do Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho-Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF-UFRJ), ambos 

localizados na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. O grupo controle foi constituído por 15 

indivíduos (idade média 42.1 ± 7.8 anos) sem sinais de doenças sistêmicas, que tinham 

periodontite crônica e haviam participado do mesmo estudo de prevalência16.   

  

 

3.2 Critérios de inclusão e exclusão 

 

 

Foram considerados como critério de inclusão: ter participado do estudo prévio sobre a 

prevalência de periodontite em pacientes com DII16 e possuir, pelo menos, 4 sítios com 

periodontite e 4 sítios com gengivite em dentes diferentes. Os participantes deveriam possuir, 

no mínimo, 8 dentes. Foram considerados como critérios de exclusão: gravidez, tratamento 

periodontal prévio e uso de antibióticos há menos de seis meses da realização da coleta do 

fluido gengival.  

 

 

3.3 Aspectos éticos 

 

 

Este estudo foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa da UERJ (projeto 1192-

CEP/HUPE-CAAE: 0081.0.228.000-05) e HUCFF (projeto 107/06-CEP/HUCFF). Os 

pacientes assinaram um Termo de Consentimento antes de serem examinados. 
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3.4 Coleta dos dados 

 

 

Os integrantes de cada grupo foram entrevistados através de um questionário no qual 

constavam os seguintes dados: sexo, etnia (branco, pardo ou negro), idade, hábito de fumar 

(fumante, não fumante ou ex-fumante), duração do hábito de fumar, a quantidade de cigarros 

por dia, tempo da doença inflamatória intestinal, história familiar, localização da doença, tipo 

da doença, presença de manifestações extra-intestinais, medicamentos utilizados específicos 

ou não para a DII, resposta ao tratamento com esteróides, história prévia de doença 

cardiovascular (hipertensão, coronariopatias), tratamento periodontal anterior. Os dados 

obtidos no questionário foram posteriormente confirmados com os dados obtidos dos 

prontuários médicos. A atividade da DII foi avaliada clinicamente e laboratorialmente 

empregando-se o índice de atividade da doença de Crohn (CDAI)74 e Truelove e Witts75 para 

a RCUI. 

Os pacientes do grupo DC utilizavam como medicação: imunomoduladores (n=6), 

derivados do ácido 5 aminosalicilato (n=2), corticóides (n=4), imunomoduladores + derivados 

do ácido 5 aminosalicilato (n=1). Dois pacientes do grupo DC não tomavam nenhuma 

medicação.  Os pacientes do grupo RCUI utilizavam como medicação: derivados do ácido 5 

aminosalicilato (n=8), imunomoduladores (n=1), corticóides (n=2) e imunomoduladores + 

derivados do ácido 5 aminosalicilato (n=4). 

 

 

3.5 Exame clínico 

 

 

Todos os dentes presentes, com exceção dos terceiros molares, foram examinados. As 

mensurações foram realizadas em seis sítios por dente (disto-vestibular, vestibular, mesio-

vestibular, disto-lingual, lingual e mesio-lingual). Os parâmetros clínicos avaliados foram: (1) 

profundidade de bolsa (PB), distância entre a margem gengival e a porção mais apical 

sondável, (2) nível de inserção clínica (NI), distância entre a junção amelo-cementária e a 

porção mais apical sondável, (3) presença de placa e (4) presença de sangramento a sondagem 

(SS).  

A sonda utilizada para realização de todas as medidas foi uma sonda periodontal 

milimetrada (PCR 15, Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA). O exame clínico e a coleta das 
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amostras foram realizados por duas examinadoras previamente calibradas (κ=0.775, 

p<0.001). 

 

 

3.6 Coleta do sangue 

 

 

Foram coletados aproximadamente 8 mL de sangue de cada paciente em um tubo 

tijolo (Vacutainer®, Juiz de Fora, Brasil) de 10mL, a vácuo com gel, pelas enfermeiras do 

HUPE ou do HUCFF. Após a coleta, o material foi centrifugado por 5 minutos. O soro foi 

congelado a -80ºC até o momento da análise que foi realizada no laboratório do Departamento 

de Periodontia do Karolinska Institutet (Estocolmo, Suécia). Em um paciente do grupo DC o 

soro não foi coletado. 

 

 

3.7 Coleta do fluido gengival 

 

 

Em cada paciente, o fluido de sítios inflamados, 4 com periodontite (PB ≥ 5 mm e NI≥ 

3mm) e 4 com gengivite (PB≤ 3 mm e NI ≤ 1 mm), foram analisados. Os sítios selecionados 

para análise foram isolados com rolos de algodão e, quando necessário, a placa supragengival 

foi removida. Os sítios foram secados levemente com uma seringa de ar. O fluido gengival foi 

coletado através de pontas de papel absorvente pré-fabricadas (ProFlow, Inc., Amityville, NY, 

EUA). A ponta de papel era introduzida na bolsa até que uma leve resistência fosse sentida e 

permaneceu no local da coleta durante 30 segundos. As amostras contendo sangue foram 

descartadas. A quantidade de fluido coletada em cada ponta de papel foi determinada pelo 

Periotron 8000® (IDE, Interstate, Amityville, NY, EUA) previamente calibrado. As leituras 

do Periotron® foram convertidas em volume utilizando como referência a curva padrão obtida 

durante a calibragem do aparelho. Em cada pessoa, as pontas de papel provenientes da mesma 

categoria de análise (periodontite ou gengivite) foram agrupadas em um frasco tipo Eppendorf 

e diluídas em 1 mL de solução salina fosfato-tamponada (PBS). Após diluição por 40 minutos 

em temperatura ambiente, as pontas de papel foram removidas e as amostras foram 

imediatamente centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e 
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congelado a -80ºC até o momento da análise. A análise dos dados foi realizada no laboratório 

do departamento de periodontia do Karolinska Institutet (Estocolmo, Suécia). 

 

 

3.8 Análise por ELISA 

 

 

O imunoensaio ELISA foi utilizado para mensuração da IL-18.  Cem microlitros (μL) 

de fluido gengival foram analisados utilizando um kit comercial (ELISA MBL, Nagoya, 

Japão), de forma duplicada, de acordo com as recomendações do fabricante. Para a análise da 

IL-18 no soro, uma diluição de duas vezes foi realizada através da adição de 55μL do diluente 

em 55μL de soro, constituindo 100μL em cada poço. As amostras do soro também foram 

duplicadas. A leitura foi realizada em um espectrofotômetro (Millenia Kinetic Analyser, 

Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, EUA) a 450nm de comprimento de onda.  

 

 

3.9 Análise por LUMINEX 

 

 

A tecnologia multiplex segue os mesmos princípios do ELISA, sendo que os 

anticorpos específicos para as citocinas são ligados covalentemente a marcadores 

fluorescentes que são detectados em um citômetro de fluxo modificado. Essa tecnologia 

permite, através de um pequeno volume de amostra, a avaliação simultânea de numerosas 

citocinas e mediadores25, 99-100.  

A análise com o LUMINEX® (xMAP technology, Luminex, Austin, Texas, EUA) foi 

utilizada para mensuração de IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFα e INFγ. Cinqüenta 

μL de fluido gengival e 50μL de soro foram analisados utilizando um kit comercial 

Lincoplex® (Millipore, Missouri, USA), de acordo com as recomendações do fabricante. Os 

resultados foram calculados pelo programa Bio-Plex Manager Software (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, EUA). 

O LUMINEX® também foi utilizado para a mensuração das MMP-8 e MMP-9. Uma 

diluição de 20 vezes foi realizada através da adição de 10μL de fluido gengival em 180μL de 

diluente. As amostras foram analisadas de acordo com as recomendações do fabricante do kit 
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(R&D Systems Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram calculados pelo programa Bio-

Plex Manager Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). 

 

 

3.10 Ensaio da atividade de elastase 

 

 

 Cem μL de fluido gengival foram misturados com 67 μL de substrato S-2484 (L-

piroglutamil-L-prolil-L-valina-p-nitroanilina, mw 445.5 Da) (Chromogenix AB, Möndal, 

Suécia) em placas de microtitulação com 96 poços (Nunc Maxisorp, Nunc, Roskilde, 

Dinamarca). A mistura foi incubada a +37ºC e lida após 2 horas em um espectrofotômetro 

(Millenia Kinetic Analyser, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, EUA) a 

405nm de comprimento de onda. A atividade de elastase foi expressa em mAbs.  

 

 

3.11 Análise Estatística 

 

 

Valores distribuídos normalmente foram apresentados através de média e desvio-

padrão enquanto que valores não distribuídos normalmente foram apresentados como 

mediana e intervalo interquartil. O teste T foi utilizado para a comparação de dados 

paramétricos. O teste Mann-Whitney U foi utilizado para comparar os dados não-

paramétricos entre os grupos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar dados não-

paramétricos entre os sítios com gengivite e periodontite no mesmo grupo. O coeficiente de 

correlação de Pearson foi utilizado na análise da correlação entre as citocinas no soro e no 

fluido. O nível de significância foi estabelecido em 5% (p<0.05). As análises foram realizadas 

no programa STATISTICA versão 7.1 (StatSoft, Inc. 2005).  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Características clínicas e periodontais 

 

 

Os três grupos examinados eram semelhantes em relação à idade, gênero e raça. O 

número de indivíduos ex-fumantes era significativamente maior no grupo RCUI do que no 

grupo GC (Tabela 1, página 34).  

Avaliando as características periodontais obtidas através do exame periodontal de 

todos os dentes presentes, os três grupos eram semelhantes exceto pelo fato que a 

profundidade de bolsa no grupo GC era significativamente menor do que a dos grupos DC 

(p<0.0001) e RCUI (p<0.0001) (Tabela 2A, página 35). Nos três grupos, os sítios com 

gengivite selecionados para a coleta do fluido gengival (Tabela 2B, página 35) eram 

semelhantes em relação à quantidade de placa, ao nível de inserção e ao volume de fluido 

gengival. A profundidade de bolsa do grupo DC era significativamente menor do que a do 

grupo GC (p<0.036). Nos sítios com periodontite (Tabela 2C, página 35), os parâmetros 

periodontais eram similares nos grupos DC, RCUI e GC. 
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Tabela 1 - Características clínicas dos pacientes com doença de Crohn (DC), retocolite 
ulcerativa idiopática (RCUI) e controles (GC).  
 

 
 

DC 
(n=15) 

p1 GC 
(n=15) 

p2 RCUI 
(n=15) 

p3 

Idade 
 

38.2 (11.5) 0.085 43.3 (7.2) 0.157 45.0 (10.5) 0.749 

Homens 
 

8 (53.3%)  0.715 7 (46.7%)  1.000 7 (46.7%)   0.715 

Mulheres 
 

7 (46.7%) 0.715 8 (53.3%) 1.000 8 (53.3%) 0.715 

Brancos 
 

9 (60.0%) 0.273 7 (46.7%) 0.712 6 (40.0%) 0.273 

Pardos 
 

6 (40.0%) 1.000 6 (40.0%) 0.464 8 (53.3%) 0.464 

Negros 
 

0 0.143 2 (13.3%) 0.542 1 (6.7%) 0.309 

Fumantes 
 

3 (20.0%) 0.624 2 (13.3%) 0.542 1 (6.7%) 0.282 

Não - fumantes 
 

8 (53.3%) 0.255 11 (73.3%) 0.136 7 (46.7%) 0.715 

Ex-fumantes 
 

4 (26.7%) 0.361 2 (13.3%) 0.046 7 (46.7%) 0.255 

Hipertensos 
 

3 (20.0%) 0.067 0 0.067 3 (20.0%) 1.0 

Diabéticos 
 

0 0.309 0 0.309 1 (6.7%) 0.309 

História familiar de 
DII 
 

4 (26.7%)  0  1 (6.7%) 0.141 

Tempo de diagnóstico 
da DII (meses) 
 

48 (156) 
 

 
 

   84 (65.4) 0.358 

Manifestações 
extra- intestinais 
 

6 (40.0%)    8 (53.3%) 0.464 

Doença ativa 
 

5 (33.3%)    3 (20.0%) 0.409 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados são apresentados como número de indivíduos e porcentagem. A idade é expressa em média e 
desvio-padrão (teste T). O tempo de diagnóstico de doença é expresso em mediana e variação interquartil 
(teste de Mann-Whitney U). Para todas as outras variáveis o teste χ2 foi utilizado.  
p1 significância da diferença entre os grupos DC e GC, p2 significância da diferença entre os grupos RCUI 
e GC, p3 significância da diferença entre os grupos DC e RCUI. DII doença inflamatória intestinal. 
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Tabela 2 - Parâmetros clínicos periodontais de todos os dentes presentes na cavidade oral (A) 
e dos sítios com gengivite (B) e periodontite (C) selecionados para coleta do fluido gengival 
em pacientes com doença de Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopática (RCUI) e controles 
(GC).  
 

2A Parâmetros clínicos periodontais 

 DC 
(n= 15) 

p1 GC 
(n= 15) 

p2 RCUI 
(n= 15) 

p3 

Número de dentes  22.9 (5.0) 0.806 
 

23.7 (4.0) 0.197 
 

21.3 (5.2) 0.263 
 

% sítios com placa 45.4 (33.3) 0.336 
 

54.5 (24.0) 0.355 
 

47.8 (29.9) 0.664 
 

% sítios com SS 34.9 (26.4) 0.651 
 

29.6 (19.8) 0.762 
 

29.0 (14.5) 0.763 
 

PB (mm) 2.5 (0.7) <0.0001 
 

1.5 (0.2) <0.0001 
 

2.6 (0.6) 0.909 
 

NI (mm) 1.6 (0.9) 0.485 
 

1.4 (1.0) 0.064 
 

1.9 (1.0) 0.308 
 

% sítios NI ≥3 mm 
 

13.6 (14.4) 0.651 
 

14.6 (20.0) 0.086 
 

23.0 (18.0) 0.126 
 

% sítios NI ≥4 mm 
 

6.8 (10.0) 0.720 
 

9.5 (16.3) 0.352 
 

11.3 (13.2) 0.229 
 

 
 

 
2B Parâmetros clínicos dos sítios com gengivite selecionados para coleta do fluido gengival. 

 DC 
(n= 15) 

p1 GC 
(n= 15) 

p2 RCUI 
(n= 15) 

p3 

 
PB (mm) 

 
2.7 (0.5) 

 
0.036 

 
3.0 (0.4) 

 
0.056 

 
2.5 (0.8) 

 
0.597 

 
NI (mm) 

 
0.7 (0.5) 

 
0.072 

 
1.0 (0.2) 

 
0.469 

 
1.0 (0.5) 

 
0.486 

 
% sítios com placa 

 
50.0 (100.0) 

 
0.078 

 
100.0 (50.0) 

 
0.168 

 
60.0 (80.0) 

 
0.594 

 
Volume (μL) 

 
1.9 (0.9) 

 
0.785 

 
1.8 (0.8) 

 
0.921 

 
1.8 (1.2) 

 
0.758 

 

 
 

2C Parâmetros clínicos dos sítios com periodontite selecionados para coleta do fluido gengival. 

 
 

DC 
(n= 15) 

p1 GC 
(n= 15) 

p2 RCUI 
(n= 15) 

p3 

 
PB (mm) 

 
5.2 (1.5) 

 
0.517 

 
5.0 (0.8) 

 
0.646 

 
5.2 (1.3) 

 
0.754 

 
NI (mm) 

 
3.7 (2.7) 

 
0.466 

 
3.0 (1.2) 

 
0.288 

 
4.0 (1.2) 

 
0.867 

 
% sítios com placa 

 
66.7 (75.0) 

 
0.698 

 
75.0 (75.0) 

 
0.347 

 
60.0 (80.0) 

 
0.627 

 
Volume (μL) 

 
2.9 (1.0) 

 
0.545 

 
2.6 (1.1) 

 
0.388 

 
3.0 (1.5) 

 
0.684 

 

 

 

 

Os dados são apresentados em mediana e variação interquartil (teste de Mann-Whitney U). O volume e o 
número de dentes são expressos em média e desvio-padrão. p1 significância da diferença entre os grupos 
DC e GC, p2 significância da diferença entre os grupos RCUI e GC, p3 significância da diferença entre os 
grupos DC e RCUI.  SS sangramento a sondagem, PB profundidade de bolsa, NI nível de inserção. 
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4.2 Análise do fluido gengival 

 

 

Nos sítios com gengivite, a quantidade total da IL-18 foi significativamente menor no 

grupo DC do que no grupo GC (p=0.02), enquanto que a quantidade total da IL-4 foi 

significativamente menor no grupo RCUI do que no grupo GC (p=0.016). Quando as 

concentrações das citocinas foram comparadas entre os grupos, não houve diferenças. As 

citocinas IL-10, IL-12 e TNFα não foram detectadas nos sítios com gengivite. Não houve 

diferença entre os grupos em relação à atividade da elastase (Tabela 3, página 37). 

Nos sítios com periodontite, a quantidade total da IL-4 foi significativamente menor 

no grupo DC do que no grupo GC (p=0.029). A IL-4 mostrou uma tendência a menor 

quantidade no grupo RCUI quando comparada ao grupo GC (p=0.077). A mesma tendência 

ocorreu com relação à concentração da IL-4 nos grupos DC (p=0.096) e RCUI (p=0.064) 

quando comparados ao grupo GC. A quantidade total da IL-6 (p=0.028) assim como sua 

concentração (p=0.044) foram significativamente maiores no grupo RCUI do que no grupo 

GC. A IL-12 e o TNFα não foram encontrados nos sítios com periodontite. Não houve 

diferenças entre os grupos em relação à atividade dos neutrófilos, demonstrada através da 

atividade da elastase e dos níveis das MMP-8 e MMP-9 (Tabela 4, página 38 ). 
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Tabela 3 - Análise do fluido gengival dos sítios com gengivite dos pacientes com doença de 
Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopática (RCUI) e controles (GC).  
 

 DC 
(n= 15) 

p1 GC 
(n= 15) 

p2 RCUI 
(n= 15) 

p3 

Função dos Neutrófilos       
 
Elastase (mAbs) 

 
0.3 (0.1) 

 
0.329 

 
0.2 (0.1) 

 
0.520 

 
0.2 (0.2) 

 
0.819 

       
Citocinas  (pg)       
 
IL-18 

 
37.9 (11.7) 

 
0.02 

 
48.7 (42.8) 

 
0.395 

 
43.9 (23.4) 

 
0.158 

 
IL-1β 

 
0.4 (1.3) 

 
0.617 

 
1.2 (2.0) 

 
0.295 

 
0.7 (1.3) 

 
0.517 

 
TNFα 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
IL-4 

 
0.7 (1.5) 

 
0.256 

 
1.2 (2.1) 

 
0.016 

 
0 (0.8) 

 
0.136 

 
IL-6 

 
0 (0.0) 

 
0.631 

 
0 (0.0) 

 
0.324 

 
0 (0.7) 

 
0.123 

 
IL-10 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
IL-12p70 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
INFγ 

 
0 (0.2) 

 
0.313 

 
0 (0.0) 

 
0.359 

 
0 (0.2) 

 
0.901 

       
Função dos Neutrófilos        
 
Elastase (mAbs/μL) 

 
0.1 (0.1) 

 
0.604 

 
0.1 (0.1) 

 
0.254 

 
0.2 (0.3) 

 
0.418 

       
Citocinas  (pg/μL)       
 
IL-18 

 
24.0 (28.6) 

 
0.191 

 
29.6 (31.3) 

 
0.604 

 
38.5 (65.5) 

 
0.110 

 
IL-1β 

 
0.2 (0.9) 

 
0.786 

 
0.6 (0.9) 

 
0.167 

 
0.2 (0.6) 

 
0.392 

 
TNFα 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
IL-4 

 
0.2 (1.0) 

 
0.214 

 
0.9 (1.7) 

 
0.059 

 
0 (0.5) 

 
0.293 

 
IL-6 

 
0 (0.0) 

 
0.677 

 
0 (0.0) 

 
0.324 

 
0 (0.2) 

 
0.188 

 
IL-10 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
IL-12 p70 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
INFγ 

 
0 (0.1) 

 
0.224 

 
0 (0.2) 

 
0.207 

 
0 (0.1) 

 
0.901 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Os dados são apresentados em quantidade total e concentração através da mediana e variação interquartil (teste de 
Mann-Whitney U). p1 significância da diferença entre os grupos DC e GC, p2 significância da diferença entre os grupos 
RCUI e GC, p3 significância da diferença entre os grupos DC e RCUI.  
pg picograma, mAbs miliabsorção, μL microlitro, ND não detectado.  
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Tabela 4 - Análise do fluido gengival dos sítios periodontite dos pacientes com doença de 
Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopática (RCUI) e controles (GC).  
 

 
 

DC 
(n= 15) 

p1 GC 
(n= 15) 

p2 RCUI 
(n= 15) 

p3 

Função dos Neutrófilos       
 
Elastase (mAbs) 

 
0.3 (0.1) 

 
0.524 

 
0.3 (0.1) 

 
0.148 

 
0.3 (0.2) 

 
0.372 

 
MMP-8 (pg) 

 
19.3 (14.6) 

 
0.566 

 
23.1 (20.7) 

 
0.446 

 
28.5 (17.0) 

 
0.125 

 
MMP-9 (pg) 

 
25.6 (83.1) 

 
0.372 

 
35.5 (41.6) 

 
0.851 

 
35.9 (154.0) 

 
0.663 

       
Citocinas (pg)       
       
 
IL-18 

 
31.1 (21.5) 

 
0.520 

 
28.4 (32.4) 

 
0.693 

 
35.3 (22.2) 

 
0.213 

 
IL-1β 

 
2.5 (3.4) 

 
0.394 

 
1.3 (1.6) 

 
0.339 

 
2.0 (5.6) 

 
0.708 

 
TNFα 

 
ND 

 
 

 
ND 

 
 

 
ND 

 
 

 
IL-4 

 
0.9 (1.0) 

 
0.029 

 
1.9 (2.6) 

 
0.077 

 
1.0 (1.7) 

 
0.819 

 
IL-6 

 
0 (0.9) 

 
0.497 

 
0 (0.3) 

 
0.028 

 
0.3 (0.6) 

 
0.110 

 
IL-10 

 
0 (0.2) 

 
0.342 

 
0 (0.0) 

 
0.122 

 
0 (0.2) 

 
0.569 

 
IL-12p70 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
INFγ 

 
0.1 (0.5) 

 
0.144 

 
0.3 (0.5) 

 
0.464 

 
0.2 (0.5) 

 
0.406 

       
Função dos Neutrófilos       
 
Elastase (mAbs/μL) 

 
0.1 (0.1) 

 
0.917 

 
0.1 (0.1) 

 
0.604 

 
0.1 (0.2) 

 
0.493 

 
MMP-8 (pg/μL) 

 
5.2 (12.6) 

 
0.395 

 
8.1 (7.0) 

 
0.633 

 
9.2 (5.6) 

 
0.171 

 
MMP-9 (pg/μL) 

 
6.8 (32.0) 

 
0.290 

 
13.1 (34.1) 

 
0.633 

 
15.6 (22.5) 

 
0.493 

       
Citocinas  (pg/μL)       
 
IL-18 

 
7.7 (10.2) 

 
0.191 

 
12.0 (14.9) 

 
0.950 

 
13.4 (17.9) 

 
0.237 

 
IL-1β 

 
1.0 (1.4) 

 
0.519 

 
0.5 (0.8) 

 
0.442 

 
0.6 (2.0) 

 
0.819 

 
TNFα 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
IL-4 

 
0.4 (0.5) 

 
0.096 

 
0.7 (1.6) 

 
0.064 

 
0.3 (0.5) 

 
0.917 

 
IL-6 

 
0 (0.3) 

 
0.439 

 
0 (0.1) 

 
0.044 

 
0.1 (0.1) 

 
0.180 

 
IL-10 

 
0 (0.1) 

 
0.373 

 
0 (0.0) 

 
0.109 

 
0 (0.1) 

 
0.400 

 
IL-12p70 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

 

 
INFγ 

 
0.1 (0.2) 

 
0.117 

 
0.1 (0.2) 

 
0.601 

 
0.1 (0.3) 

 
0.383 

 

 

 

 

Os dados são apresentados em quantidade total e concentração através em mediana e variação interquartil (teste de 
Mann-Whitney U). p1 significância da diferença entre os grupos DC e GC, p2 significância da diferença entre os 
grupos RCUI e GC, p3 significância da diferença entre os grupos DC e RCUI.  
pg picograma, mAbs miliabsorção, μL microlitro, ND não detectado. 
 
 



 39

4.3 Comparação entre sítios com gengivite e com periodontite 

 

 

No grupo DC, a atividade da elastase (p=0.006) e a quantidade total das citocinas IL-

1β (p=0.047), IL-6 (p=0.028) e INFγ (p=0.033) foram significativamente maiores nos sítios 

com periodontite do que nos sítios com gengivite. No grupo RCUI, a quantidade total das 

citocinas IL-1β (p=0.015), IL-4 (p=0.016) e INFγ (p=0.009) foram significativamente maiores 

nos sítios com periodontite do que nos sítios com gengivite. No grupo GC, a quantidade total 

da IL-4 (p=0.022) e do INFγ (p=0.012) foram significativamente maiores nos sítios com 

periodontite do que nos sítios com gengivite. Nos grupos DC (p=0.005) e GC (p=0.008), a 

quantidade total da IL-18 foi significativamente maior nos sítios com gengivite do que nos 

sítios com periodontite. No grupo RCUI, essa mesma tendência foi observada (p=0.099) 

(Tabela 5, página 40). 

Com relação à concentração, no grupo DC, a atividade da elastase (p=0.027) foi 

significativamente maior nos sítios com periodontite do que nos sítios com gengivite. No 

grupo RCUI, a concentração da IL-1β (p=0.02) e do INFγ (p=0.026) foram significativamente 

maiores nos sítios com periodontite do que nos sítios com gengivite. Nos grupos DC 

(p=0.001), RCUI (p=0.001) e GC (p=0.008) a concentração da IL-18 foi significativamente 

maior nos sítios com gengivite do que nos sítios com periodontite. No grupo RCUI, a 

atividade da elastase foi significativamente maior nos sítios com gengivite do que nos sítios 

com periodontite (p=0.009) (Tabela 6, página 41). 
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Tabela 5 - Comparação da quantidade dos mediadores inflamatórios no fluido gengival dos sítios com gengivite e periodontite em pacientes com 
doença de Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopática (RCUI) e controles (GC).  
 

 DC 
Gengivite 
(n= 15) 

p1 DC 
Periodontite 

(n= 15) 

 RCUI 
Gengivite 
(n= 15) 

p2 RCUI 
Periodontite 

(n= 15) 

 GC 
Gengivite 
(n= 15) 

p3 GC 
Periodontite 

(n= 15) 
     
Elastase 

 
0.3 (0.1) 

 
0.006 

 
0.3 (0.1) 

  
0.2 (0.2) 

 
0.099 

 
0.3 (0.2) 

  
0.2 (0.1) 

 
0.14 

 
0.3 (0.1) 

 
IL-18 

 
37.9 (11.7) 

 
0.005 

 
31.1(21.5) 

  
43.9 (23.4) 

 
0.088 

 
35.3 (22.2) 

  
48.7 (42.8) 

 
0.008 

 
28.4 (32.4) 

 
IL-1β 

 
0.4 (1.3) 

 
0.047 

 
2.5 (3.4) 

  
0.7 (1.3) 

 
0.015 

 
2.0 (5.6) 

  
1.2 (2.0) 

 
0.211 

 
1.3 (1.6) 

 
TNFα 

 
ND 

 
 

 
ND 

  
ND 

 
 

 
ND 

  
ND 

 
 

 
ND 

 
IL-4 

 
0.7 (1.5) 

 
0.331 

 
0.9 (1.0) 

  
0 (0.8) 

 
0.016 

 
1.0 (1.7) 

  
1.2 (2.1) 

 
0.022 

 
1.9 (2.6) 

 
IL-6 

 
0 (0.0) 

 
0.028 

 
0 (0.9) 

  
0 (0.7) 

 
0.071 

 
0.3 (0.6) 

  
0 (0.0) 

 
0.866 

 
0 (0.3) 

 
IL-10 

 
ND 

 
 

 
0 (0.2) 

  
ND 

 
 

 
0 (0.2) 

  
ND 

 
 

 
0 (0.0) 

 
IL-12p70 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

 
 

 
ND 

 
INFγ 

 
0 (0.2) 

 
0.033 

 
0.1 (0.5) 

  
0 (0.2) 

 
0.009 

 
0.2 (0.5) 

  
0 (0.0) 

 
0.012 

 
0.3 (0.5) 

               
 

 

 

 

 

 

                

Os dados são apresentados em mediana e variação interquartil (teste de Wilcoxon). Os valores da elastase são apresentados em miliabsorção 
(mAbs) e o valores da citocinas em picogramas (pg). p1 significância da diferença entre sítios gengivite e periodontite no grupo DC,  p2 
significância da diferença entre sítios gengivite e periodontite no grupo RCUI, p3 significância da diferença entre sítios gengivite e periodontite 
no grupo GC. ND não detectado. 
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Tabela 6 - Comparação da concentração dos mediadores inflamatórios no fluido gengival dos sítios com gengivite e periodontite em pacientes 
com doença de Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopática (RCUI) e controles (GC).  
 

 DC 
Gengivite 
(n= 15) 

p1 DC 
Periodontite 

(n= 15) 

 RCUI 
Gengivite 
(n= 15) 

p2 RCUI 
Periodontite 

(n= 15) 

 GC 
Gengivite 
(n= 15) 

p3 GC 
Periodontite 

(n= 15) 
     
Elastase 

 
0.1 (0.1) 

 
0.027 

 
0.1 (0.1) 

  
0.2 (0.3) 

 
0.009 

 
0.1 (0.2) 

  
0.1 (0.1) 

 
0.394 

 
0.1 (0.1) 

 
IL-18 

 
24.0 (28.6) 

 
0.001 

 
7.7 (10.2) 

  
38.5 (65.5) 

 
0.001 

 
13.4 (17.9) 

  
29.6 (31.3) 

 
0.008 

 
12.0 (14.9) 

 
IL-1β 

 
0.2 (0.9) 

 
0.460 

 
1.0 (1.4) 

  
0.2 (0.6) 

 
0.02 

 
0.6 (2.0) 

  
0.6 (0.9) 

 
0.910 

 
0.5 (0.8) 

 
TNFα 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

 
IL-4 

 
0.2 (1.0) 

 
0.778 

 
0.4 (0.5) 

  
0 (0.5) 

 
0.158 

 
0.3 (0.5) 

  
0.9 (1.7) 

 
0.433 

 
0.7 (1.6) 

 
IL-6 

 
0 (0.0) 

 
0.063 

 
0 (0.3) 

  
0 (0.2) 

 
0.071 

 
0.1 (0.1) 

  
0 (0.0) 

 
0.866 

 
0 (0.1) 

 
IL-10 

 
ND 

  
0 (0.1) 

  
ND 

 
 

 
0 (0.1) 

  
ND 

 
 

 
0 (0.0) 

 
IL-12p70 

 
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

  
ND 

 
INFγ 

 
0 (0.1) 

 
0.066 

 
0.1 (0.2) 

  
0 (0.1) 

 
0.026 

 
0.1 (0.3) 

  
0 (0.2) 

 
0.422 

 
0.1 (0.2) 

 

              
 

Os dados são apresentados em mediana e variação interquartil (teste de Wilcoxon). Os valores da elastase são apresentados em miliabsorção por 
microlitro (mAbs/μL) e o valores da citocinas em picogramas por microlitro (pg/μL). p1 significância da diferença entre sítios gengivite e 
periodontite no grupo DC,  p2 significância da diferença entre sítios gengivite e periodontite no grupo RCUI, p3 significância da diferença entre 
sítios gengivite e periodontite no grupo GC. ND não detectado. 
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4.4 Análise do soro 

 

 

Os níveis da IL-18 foram significativamente mais altos nos grupos DC (p=0.011) e 

RCUI (p=0.019) do que no grupo GC. No grupo DC, os níveis de TNFα foram mais altos do 

que no grupo RCUI (p=0.08). As outras citocinas analisadas não diferiram entre os grupos 

(Tabela 7, a seguir). 

 

 

 
 
Tabela 7 - Valores séricos das citocinas nos pacientes com doença de Crohn (DC), retocolite 
ulcerativa idiopática (RCUI) e controles (GC).  
 

Citocinas 
 

DC 
(n= 14) 

p1 GC 
(n= 15) 

p2 RCUI 
(n= 15) 

p3 

Pró-inflamatórias 
 

      

IL-18 
 

156.0 (89.1) 0.011 107.1 (73.2) 0.019 159.5 (107.1) 0.827 

IL-1β 
 

0 (0.0) 0.535 0 (0.0) 0.550 0 (0.0) 1.000 

TNFα 
 

4.3 (2.7) 0.631 4.6 (4.7) 0.064 3.3 (2.3) 0.080 

Th1 
 

      

IL-12p70 
 

0 (0.0) 0.154 0 (3.3) 0.484 0 (0.0) 0.382 

INFγ 
 

0 (0.0) 0.749 0 (0.4) 0.141 0 (0.0) 0.244 

Th2 
 

      

IL-4 
 

0 (1.6) 0.769 0 (10.6) 0.548 0 (10.7) 0.625 

IL-6 
 

3.2 (4.1) 0.965 2.8 (20.6) 0.755 3.8 (4.4) 0.759 

IL-10 
 

1.2 (3.0) 0.153 4.6 (20.9) 0.916 4.3 (28.5) 0.159 

 

 
 
 
 
 

Os dados são apresentados em mediana e variação interquartil (teste de Mann-Whitney U). Os dados são 
apresentados em picogramas por mililitro (pg/mL). p1 significância da diferença entre os grupos DC e GC, p2 
significância da diferença entre os grupos RCUI e GC, p3 significância da diferença entre os grupos DC e RCUI. 
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4.5 Correlação do soro com o fluido gengival 

  

 

No grupo RCUI a IL-18 do soro se correlacionou positivamente com a IL-1 fluido 

gengival (r=0.667, p=0.01). Nos grupos DC e GC, não houve correlações.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Nossos resultados demonstraram que os níveis da citocina IL-4 estavam 

significativamente mais baixos no fluido gengival dos sítios com periodontite nos pacientes 

com DII. Dennison e Van Dyke32 sugeriram que baixos níveis de IL-4 são responsáveis pela 

destruição periodontal. Sabe-se que a IL-4 diminui a expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo IL-1β, TNFα, INFγ e IL-6101-102. Conseqüentemente, quando a IL-4 está em níveis 

baixos, há o favorecimento de uma resposta local mais destrutiva. Corroborando essa 

hipótese, baixos níveis da IL-4 foram demonstrados no fluido gengival em pacientes com 

periodontite em estágio terminal da doença52. Concentrações mais baixas da IL-4 também 

foram demonstradas no fluido gengival de pacientes com artrite reumatóide e indivíduos 

sistemicamente saudáveis que possuíam periodontite crônica103. No presente estudo, os 

achados clínicos não mostraram diferença na perda de inserção, mas isso pode ser devido ao 

pequeno número de pacientes. Num estudo prévio realizado pelo nosso grupo, com um 

número maior de pacientes, demonstramos que pacientes com RCUI e DC apresentavam 

maior perda de inserção do que os controles sistemicamente saudáveis16. Esse dado nos 

permite especular que numa amostra maior, quando comparados a indivíduos saudáveis, 

níveis mais baixos da IL-4 em pacientes com DII podem estar relacionados a uma maior 

destruição periodontal. 

Os indivíduos com RCUI possuíam níveis significativamente mais altos de IL-6 nos 

sítios com periodontite quando comparados com os do grupo GC. A IL-6 é uma potente 

estimuladora da diferenciação de osteoclastos e induz a reabsorção óssea104. Estudos no fluido 

gengival mostram que na periodontite os níveis da IL-6 são maiores do que em sítios 

saudáveis43,54, e se correlacionam com a severidade da periodontite 55. Então, paralelamente à 

menor quantidade de IL-4, o nível mais alto de IL-6 no fluido gengival pode ser a causa da 

maior destruição periodontal nos indivíduos com RCUI do que nos indivíduos com DC 

encontrada previamente16. 

Nos três grupos estudados, a concentração da IL-18 foi significativamente maior nos 

sítios com gengivite do que nos sítios com periodontite. Foi demonstrado que em pacientes 

sistemicamente saudáveis, a concentração da IL-18 aumentam com a destruição tecidual, isto 

é, maior quantidade de IL-18 foi encontrada no fluido gengival de pacientes com periodontite 

do que nos pacientes apenas com gengivite45-46. Uma limitação do nosso estudo é que não 

avaliamos indivíduos com apenas gengivite. Como esse estudo é transversal, não podemos 
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afirmar que os sítios com gengivite estavam iniciando o processo de destruição tecidual, mas 

esses resultados reforçam a importância do acompanhamento desses pacientes através da 

terapia periodontal de suporte.  

Nossos resultados indicam prováveis causas da maior suscetibilidade à periodontite 

demonstrada previamente em pacientes com DII, porém não demonstram um padrão de 

resposta Th1 ou Th2 no fluido gengival. A citocina IL-12, uma importante citocina Th1, não 

foi detectada no fluido gengival. Os 3 estudos que avaliaram a IL-12 no fluido gengival37,46,48 

realizaram a coleta através de pontas de papel absorvente e demonstraram que a quantidade de 

IL-12 detectada é muito baixa. Talvez estudos sobre a IL-12 no fluido gengival através da 

técnica de lavagem e aspiração possam esclarecer se a IL-12 é realmente pouco encontrada no 

fluido ou se a quantidade detectada varia em decorrência da técnica utilizada. Por outro lado, 

consideramos o achado dos níveis mais altos da IL-6 nos sítios com periodontite de pacientes 

com RCUI insuficiente para concluir que houve uma resposta Th2 nesse grupo. Para haver um 

indício de ativação das células Th2, acreditamos que os níveis da IL-4, a principal indutora da 

resposta Th2, também deveriam estar aumentados.  

Coletamos o fluido com pontas de papel absorvente pois é uma técnica rápida, fácil e 

permite a quantificação do volume. A técnica da lavagem e aspiração não permite a 

quantificação do volume, pois nem todo o fluido pode ser recuperado durante o procedimento 

de aspiração105. Os constituintes encontrados no fluido gengival podem ser apresentados em 

quantidade absoluta, em concentração ou através de ambas as formas se a profundidade da 

bolsa e o tempo de coleta forem informados. Como há controvérsias sobre a melhor forma de 

apresentação dos dados, é recomendado que os dados sejam apresentados tanto em quantidade 

total como em concentração105. Comparando nossos dados obtidos através da quantidade 

absoluta e concentração, quando houve diferença significativa na apresentação dos dados 

através da quantidade total, permanecia uma tendência quando os dados eram apresentados na 

forma de concentração (Tabelas 3 e 4). Esse fato ratifica nossos achados. A única exceção foi 

em relação à diferença da IL-18 entre os grupos DC e GC que desapareceu quando os dados 

foram apresentados através da concentração. 

O maior número de indivíduos ex-fumantes no grupo RCUI está de acordo com a 

literatura, já que a RCUI afeta predominantemente não-fumantes e ex-fumantes. O hábito de 

fumar é um importante fator ambiental na DII, determinante do fenótipo da doença e causador 

de efeitos diferentes na DC e na RCUI. O risco de ocorrência da DC é maior em fumantes 

enquanto que na RCUI o hábito de fumar diminui o risco de ocorrência da doença. Entretanto, 

como o hábito de fumar está associado a vários outros efeitos prejudiciais à saúde, há um 



46 

consenso entre os gastroenterologistas em incentivar os pacientes com DC e RCUI a parar de 

fumar106-107. Na periodontite, o hábito de fumar é um fator de risco, mas os mecanismos 

biológicos que causam os efeitos prejudiciais do fumo no periodonto ainda não foram 

esclarecidos108 Foi demonstrado que os níveis do TNFα estavam significativamente mais 

altos no fluido gengival de pacientes com periodontite fumantes do que em não-fumantes, 

mas os níveis de IL-6 e IL-1β não foram afetados pelo hábito de fumar109-111. Nesse estudo, 

acreditamos que o número significativamente maior de ex-fumantes no grupo RCUI do que 

no grupo GC não interferiu nas análises, pois reflete um hábito passado que não influencia a 

expressão dos mediadores inflamatórios no fluido gengival no momento da análise. O 

pequeno número de fumantes também não influenciou os resultados e, por esse motivo, foram 

mantidos em nosso estudo. Devido ao importante papel do hábito de fumar nessas duas 

doenças, parece interessante explorarmos esse tema através de uma avaliação futura dos 

marcadores no fluido gengival de pacientes com DII fumantes e não-fumantes.  

No soro, a IL-18 foi a única citocina que estava em níveis significativamente mais 

elevados em pacientes com DII do que nos indivíduos do grupo GC. Esse resultado está de 

acordo com estudos que avaliaram essa citocina em pacientes com DC89-91,112-113 e com o 

estudo que mostrou uma tendência a maior quantidade de IL-18 no soro de pacientes com 

RCUI114, quando comparados a controles saudáveis. Dependendo do contexto imunológico, a 

IL-18 tem a capacidade de induzir a diferenciação tanto Th1 quanto Th2. A IL-18 na presença 

da IL-12 induz a produção de IFN-γ em células NK e células T e, conseqüentemente, o 

desenvolvimento de uma resposta Th1. Na ausência da IL-12, a IL-18 induz a produção de IL-

4, IL-5, IL-10 e IL-13115. Como a IL-12p70 foi pouco detectada no soro dos pacientes com 

DII e não houve diferenças nos níveis das citocinas Th2 entre os grupos, nossos resultados 

também não demonstraram um padrão de resposta Th1 ou Th2 no soro. Entre os grupos DC e 

RCUI, a única diferença encontrada no soro foi uma tendência a níveis mais elevados do 

TNFα em pacientes com DC quando comparados aos pacientes com RCUI. Esse achado está 

de acordo com os estudos que demonstram um papel central do TNFα na DC 79,116-117. 

Há duas possíveis explicações para a ausência de diferença na expressão de citocinas 

no soro em relação ao grupo controle. A primeira explicação pode ser a atividade de doença. 

Em nosso estudo, apenas 5 pacientes com DC e 3 pacientes com RCUI estavam em atividade 

de doença. Uma maior produção de citocinas por células da mucosa intestinal87 assim como 

detecções de níveis mais altos de citocinas na circulação são encontradas quando os pacientes 

estão em atividade de doença118. Em nosso estudo, análises comparativas entre indivíduos 
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com doença em atividade e doença em remissão não puderam ser realizadas em virtude da 

desproporcionalidade existente. Parece interessante aumentarmos o número de pacientes com 

DII em atividade a fim de igualarmos ao número de indivíduos com doença em remissão para 

que essa questão possa ser estudada.  

A segunda provável explicação é a medicação. O tratamento da DII é individualizado 

e depende, entre outros fatores, do grau da atividade e da localização da doença. No grupo 

DC, 6 indivíduos faziam uso de imunomoduladores e, no grupo RCUI, 8 indivíduos estavam 

usando aminosalicilatos. Esses dados estão de acordo com a terapia de manutenção da 

remissão de cada uma dessas doenças, já que na DC o agente de manutenção de primeira 

escolha é a azatiopriona ou a 6 mercaptopurina e na RCUI são os compostos derivados do 

ácido 5-aminosalicilato7. Nossos pacientes foram selecionados tendo como base a condição 

periodontal sem levar em consideração as variações individuais referentes à DII.  

Futuramente, uma distribuição mais uniforme da medicação utilizada talvez nos esclareça se 

há alguma atuação da medicação utilizada por esses pacientes no periodonto. Caso atuem, é 

possível que a taxa de progressão da periodontite seja mais lenta porque os medicamentos 

estariam controlando a resposta imune do hospedeiro que é exacerbada na periodontite, ou, 

por outro lado, a progressão talvez seja mais rápida porque a resposta imune está diminuída e 

o hospedeiro não consegue combater a agressão da placa microbiana. 

Através da avaliação da atividade da elastase e da mensuração dos níveis das MMP-8 

e MMP-9, avaliamos a liberação dos grânulos primários, secundários e terciários dos 

neutrófilos, respectivamente. Inicialmente, analisamos a atividade da elastase e observamos 

que não havia diferenças entre os grupos. Então, decidimos avaliar o grau de destruição 

tecidual nos sítios com peridontite através da mensuração dos níveis das MMP-8 e MMP-9 

que são as principais colagenases nas lesões periodontais36,57. Da mesma forma, não houve 

diferença entre os grupos em relação aos níveis das MMPs. O presente trabalho nos leva a 

concluir que havia viabilidade celular e função dos três grânulos, entretanto, não havia uma 

função aumentada dos neutrófilos nos pacientes com DII.  

Apenas no grupo RCUI foi detectada uma correlação entre uma citocina no soro, a IL-

18, e uma citocina no fluido gengival, a IL-1β. A IL-18 e a IL-1β são citocinas pró-

inflamatórias, estruturalmente homólogas, pertencentes à família da IL-198,119. A IL-18 ativa 

macrófagos, neutrófilos, células endoteliais, condrócitos, osteoclastos e queratinócitos. A IL-

18 possui a capacidade de induzir TNFα e IL-1β em células mononucleares. Além disso, a 

IL-18 é capaz de iniciar uma cascata de citocinas com a concomitante expressão de 

marcadores pró-inflamatórios como, por exemplo, óxido nítrico, moléculas de adesão e 
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MMP-998. Na periodontite, a IL-1β exerce um papel importante como mediadora da 

destruição tecidual local38-39,41. Esse resultado indica que pode haver uma relativa correlação 

entre a resposta plasmática e a tecidual. Além disso, pode ser mais uma provável explicação 

para a maior destruição periodontal encontrada nos pacientes com RCUI, quando comparados 

aos pacientes com DC e aos pacientes saudáveis, no estudo prévio realizado pelo nosso 

grupo16 .  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados desse estudo demonstraram que: 

 

a) nos pacientes com doença inflamatória intestinal, a quantidade total da IL-4 estava 

mais baixos no fluido gengival dos sítios com periodontite e os níveis da IL-18 

estavam aumentados no soro; 

 

b) a função dos neutrófilos foi similar entre os pacientes com doença inflamatória 

intestinal e os indivíduos saudáveis; 

 

c) com exceção da correlação positiva entre a IL-18 sérica e a IL-1β no fluido gengival 

dos pacientes com retocolite ulcerativa idiopática, não houve correlação entre as 

diversas citocinas avaliadas no soro e as citocinas no fluido gengival nos pacientes 

saudáveis nem nos pacientes com doença inflamatória intestinal; 

 

d) não houve caracterização de um padrão de resposta Th1 ou Th2 no fluido gengival dos 

pacientes com doença inflamatória intestinal. 
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Baixar livros de Matemática
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
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Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
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