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RESUMO

SILVA, Fernanda de. Perfil da resposta Th1/Th2 no fluido gengival de pacientes portadores
de doenga inflamatoria intestinal com periodontite cronica. 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 expressao de citocinas Thl (IL-12 e INFy), citocinas
Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) e das citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-1B e TNFa no fluido
gengival de pacientes com periodontite cronica portadores da doenga de Crohn (DC), de
retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e em individuos saudaveis (o grupo controle, GC).
Como objetivo secundario, avaliamos a fun¢do dos neutréfilos no fluido gengival desses
pacientes através da mensuragdo das metaloproteinases da matriz -8, -9 (MMP-8 ¢ 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 saudaveis (idade média
42.1 + 7.8 anos) participaram desse estudo. Todos os dentes presentes, com exce¢do dos
terceiros molares, foram examinados. Profundidade de bolsa (PB), nivel de inser¢ao clinica
(NI), presenga de placa e de sangramento a sondagem foram avaliados em seis sitios por
dente. Em cada paciente, o fluido de 4 sitios com periodontite (PB > 5 mm e NI> 3mm) e de 4
sitios 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 mensuracio das IL-1B, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFa, INFy, MMP-8 ¢ MMP-9. A 1L-18 foi analisada através do
ensaio ELISA e a atividade de clastase através de uma reacao enzimatica. O soro desses
pacientes também foi analisado e o coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado na
analise da correlagdo entre as citocinas no soro e no fluido gengival. Nos sitios com gengivite,
a quantidade total de IL-4 foi significativamente menor no grupo RCUI do que no grupo GC
(p=0.016). Nos sitios 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 concentragao (p=0.044) foram significativamente maiores no grupo RCUI do
que no grupo GC. No soro, os niveis 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-13 do fluido gengival (r=0. 667, p=0.01). Concluindo,
nos pacientes com doenga inflamatoria intestinal, os niveis da IL-4 estavam mais baixos no
fluido gengival e os niveis da IL-18 estavam aumentados no soro quando comparados aos
controles. A funcdo dos neutrofilos foi similar entre os pacientes com doenca inflamatoria
intestinal e os controles. Com excegdo da correlagdo positiva entre a IL-18 sérica e a IL-1p no
fluido gengival dos pacientes com retocolite ulcerativa idiopatica, ndo houve correlagdo entre
as diversas citocinas mensuradas no soro e as citocinas mensuradas no fluido gengival nos
controles nem nos pacientes com doenca inflamatdria intestinal. Nao houve a caracterizagao
de um padrdao de resposta Thl ou Th2 no fluido gengival dos pacientes com doenca
inflamatoria intestinal.

Palavras-chave: Periodontite. Doenca inflamatoéria intestinal. Citocinas. Perfil linfocitério.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the expression of Thl cytokines (IL-12 and
INF-y), Th2 cytokines (IL-4, IL-6 and IL-10) and the pro-inflammatory cytokines IL-18, IL-
1B and TNF-a 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 < Imm) 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-13, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFa,
INFy, 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-1 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-13
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 Thl or Th2 polarization in the GCF from IBD
patients.

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

A gengivite ¢ um processo inflamatorio reversivel da gengiva, pois ndo ha destruicao
dos tecidos de suporte dos dentes. A periodontite ¢ uma condigdo cronico-inflamatoéria na qual
ocorre destruicdo do ligamento periodontal, do osso alveolar e, em casos extremos, pode
ocorrer a perda dos dentes. Sua prevaléncia e a severidade aumentam com a idade, pode afetar
um numero variavel de dentes e apresentar diferentes taxas de progressdo. Apesar da agressao
bacteriana ser necessaria para a ocorréncia da periodontite, o papel central na patogénese da
doenca ¢ exercido pela resposta do hospedeiro através do controle das respostas imune inata e
adaptativa'.

A doenca inflamatoria intestinal (DII) ¢ constituida por duas desordens intestinais
cronicas distintas: a doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI)*. A DII
afeta cerca de 1.5 milhdes de pessoas nos Estados Unidos da América e mais de 2 milhdes de
pessoas na Europa. Nos ultimos dez anos, a incidéncia anual tem aumentado continuamente
na Asia, na Europa Ocidental e na América do Sul’. No Brasil, as taxas de prevaléncia,
incidéncia ¢ mortalidade ainda s3o desconhecidas, mas relatos regionais descrevem um
aumento no nimero de novos casos’. O curso clinico da DII ¢ caracterizado por remissdes e
recaidas variando em intensidade e necessitando, com freqiliéncia, de hospitalizacdes e
cirurgia’. Conseqiientemente, a DII possui um grande impacto no bem-estar fisico, emocional
e no aspecto socio-econdmico dessas pessoas’. Sua patogénese ainda ndo foi elucidada, no
entanto, sabe-se que anormalidades imunoldgicas distintas exercem um papel no inicio e na
perpetuagdo da DII.

Manifestagdes extra-intestinais podem ocorrer tanto na DC quanto na RCUI e incluem
inflamacdo dos olhos, lesdes cutdneas, osteoarticulares, pancreaticas e pulmonares’. As
manifestagdes orais podem preceder, coincidir ou acompanhar o aparecimento dos sintomas

8-10 ; ~ : . . o
. Além das lesdes orais, hd um interesse sobre as principais doencas

intestinais

odontologicas nesses pacientes. Uma alta prevaléncia de carie foi relatada nos pacientes com
11-1 ~ . A . .

DC'""", mas ndo havia relatos sobre a prevaléncia de carie nos pacientes com RCUL Apenas

dois estudos haviam avaliado a prevaléncia e a severidade da periodontite nos pacientes com
14-15 . oA

DIlI . Entretanto, como ambos os estudos apresentavam inconsisténcias € os exames eram

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

em pacientes com DII ndo havia sido estabelecida.
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Através de um estudo transversal, observamos que pacientes com DII apresentavam
maior prevaléncia de peridontite e possuiam um historico maior de carie'® do que pacientes
sistemicamente sauddveis. Em nosso estudo, a destruicdo periodontal foi mais acentuada nos
pacientes com RCUI do que nos pacientes com DC. Este achado sugere que a resposta a
agressao do biofilme dental pode ser diferente entre os pacientes com essas duas doencas. Na
realidade, DC e RCUI diferem em relagdo a sua imunopatogénese que envolve a
diferencia¢do de células T auxiliares (Th). A DC ¢ considerada uma doenga do tipo Thl
enquanto a RCUI possui caracteristicas de uma doenga Th2%.

A principal fun¢o das células T auxiliares ¢ amplificar a resposta imune. Em geral, as
citocinas Thl 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 equilibrio entre prote¢do e agressao assim como o
desenvolvimento e/ou a severidade de algumas desordens imunolégicas'’. Teorias tém sido
postuladas a fim de explicar a suscetibilidade da doenga periodontal no contexto do
paradigma Th1/Th2'®, entretanto, até o momento no ha dados conclusivos.

A resposta imuno-inflamatéria ¢ o fator-chave tanto na periodontite quanto na DII'>°.

Em ambas as doencas ha uma expressiva producio de mediadores inflamatérios'”2’. E
provavel que a maior prevaléncia de periodontite encontrada em pacientes com DII seja
devido ao fato das duas doengas dividirem o mesmo perfil linfocitario. Nossa hipotese ¢ a de
que nos pacientes com DII que tém periodontite, a resposta inflamatoria no periodonto seja
influenciada pelo perfil das células Th.

Sendo assim, o objetivo dessa tese foi avaliar a expressao de citocinas Thl (IL-12 e
INFy), citocinas Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) e das citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-1B e
TNFa no soro e no fluido gengival de sitios com gengivite e periodontite de pacientes com
DC e RCUI. Além das citocinas, as metaloproteinases da matriz 8 ¢ 9 (MMP-8 e MMP-9) ¢ a
atividade da elastase também foram mensuradas no fluido gengival a fim de avaliarmos a

funcdo dos neutrofilos. Os dados obtidos dos pacientes com DC e RCUI foram comparados

com os dados obtidos de individuos saudaveis portadores de periodontite cronica.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Periodontite

As doengas periodontais sdo geralmente de natureza cronica e resultam da resposta do
periodonto ao biofilme acumulado nos dentes. A gengivite ¢ uma inflamagdo da gengiva que
ndo compromete a denticdo. A periodontite ¢ caracterizada pela degradacdo do tecido
conjuntivo seguida por migracao do epitélio juncional e reabsorcao Ossea, podendo levar a
perda dos dentes. As formas severas da periodontite afetam 10% a 15% da populacdo adulta.
Este percentual aumenta consideravelmente com a idade do individuo, atingindo um pico
entre 50 ¢ 60 anos de idade. A severidade da destruicao periodontal varia de dente para dente
e até mesmo de sitio para sitio em um mesmo dente no mesmo individuo®'.

A presenca da microflora subgengival patogénica ndo ¢ suficiente para causar
periodontite”. A natureza da resposta imune do hospedeiro a essa agressdo microbiana é vital
na determinacdo da suscetibilidade a doenga. A suscetibilidade a periodontite varia
significativamente entre os individuos''"® e parece ser determinada geneticamente. No entanto,
fatores locais e ambientais também contribuem para a expressio da doenga®. E bem
estabelecido que as citocinas exercem um papel central na regulacdo da resposta imune que

~ . 2 . . L, .
governa a progressdo da doenca periodontal”. O estudo das citocinas em sitios inflamados

pode auxiliar no esclarecimento da patogénese da doenca periodontal.

1.2 Citocinas

Citocinas sdo polipeptideos soluveis, de baixo peso molecular, sintetizadas
principalmente por células imunes que controlam a progressdo das respostas imunes e
inflamatérias. O termo citocina abrange diversas proteinas como os interferons, fatores de
necrose tumoral, fatores estimuladores de coldnias, interleucinas e fatores de crescimento. As
citocinas podem ser divididas em varias familias, sdo elas: (1) a familia tipo I ou
hematopoitinas que engloba varias 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 superfamilia Ig, incluindo a IL-1 e a IL-
18 e (5) as quimiocinas, uma familia de moléculas que exercem papéis criticos em uma ampla
variedade de fungdes imunes e inflamatorias™*.

Apesar de serem produzidas em pequenas quantidades, as citocinas sdo muito
potentes. Sdo auto-reguladoras, capazes de induzir sua propria expressao de forma autocrina
(na propria célula que a produziu) ou pardcrina (em outras células) e possuem agdes
pleotrdpicas (habilidade de induzir diferentes tipos de resposta) em varios tipos de células. As
citocinas atuam nas suas células-alvo através da ligagdo com receptores especificos, iniciando
mensagens intracelulares que resultam em alteragdes fenotipicas na célula. Muitas citocinas
tém acdo limitada quando distantes das células que a produziram. Isso ¢ verdadeiro para
varias citocinas do tipo I. Entretanto, outras citocinas atuam por difusdo através dos fluidos
extracelulares e do sangue para células-alvo que estdo distantes das células produtoras. Entre
essas citocinas, ha as que possuem efeitos pro-inflamatorios como, por exemplo, a IL-6, o
TNF e as quimiocinas que exercem um papel importante na regulacdo da migracdo dos
leucocitos e outros tipos de células®. H4 uma significativa redundéncia e sobreposigdo entre
as funcdes das citocinas. A conseqiiéncia ¢ que uma citocina ndo atua isoladamente, mas
através de uma rede complexa e flexivel unindo elementos da imunidade inata e adaptativa
em defesa do hospedeiro contra infec¢des ou doencgas®. Conseqiientemente, a mensuragdo de
uma Unica citocina ndo ¢ suficiente para se obter uma impressdo realistica das interagdes
bioldgicas complexas que ocorrem em nivel celular®.

Virias citocinas sao produtos de células T mas ndo sdo produtos constitutivos dessas
células, elas sdo produzidas quando as células T sdo ativadas®*. Os produtos das células T em
resposta a ativacdo podem nos auxiliar na compreensdo das interagdes biologicas envolvidas

’ 1
nos processos de satide ¢ doenca'’.

1.3 Perfil Th1/Th2 e doengas crénico-inflamatorias

Mosmann ¢ Coffman’® demonstraram que clones de células TCD4+ de ratos podiam
ser classificados em subpopulagdes funcionais distintas baseado nos perfis de citocinas

sintetizadas por essas células. O isolamento de clones Thl e Th2 humanos por Romagnani®’



16

desencadeou um grande nuimero de estudos sobre os efeitos do paradigma Th1/Th2 em
humanos.

A principal funcdo das células T auxiliares ¢ amplificar a resposta imune. Tanto a
subpopulagdo Thl quanto a Th2 sdo produzidas por uma populacdo de células T precursoras
virgens. A diferenciagdo ocorre dentro de poucos dias de contato direto das células virgens
com as cé¢lulas apresentadoras de antigeno. Este processo ¢ denominado polarizagao e ¢
guiado principalmente pelas citocinas presentes no microambiente no qual se encontra a
célula T. Através da interacdo das citocinas com os receptores nas superficies das células,
ocorre a determinacdo para as células se diferenciarem em Thl, Th2 ou em outros tipos de
células T,

As células Thl secretam a IL-2, o INFy e linfotoxinas enquanto as células Th2
secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Em geral, as citocinas Thl favorecem o
desenvolvimento da resposta imune celular (respostas inflamatdrias, 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 importdncia no
direcionamento das respostas IgE. Algumas citocinas Th1/Th2 exercem uma regulag¢do
cruzada. Por exemplo, o INFy diminui os niveis de citocinas Th2 enquanto a IL-4 e a IL-10
diminuem os niveis de citocinas Th1*’. Mais recentemente, tem sido demonstrado que outras
células além das células TCD4+ sdo capazes de produzir citocinas Thl e Th2. Sao elas:
TCD8+, mondcitos, células NK, células B, eosinofilos, mastocitos, basofilos entre outras
células'™.

O conceito Th1/Th2 sugere que as citocinas Th1/Th2 regulam o equilibrio entre
protecdo e agressao assim como o desenvolvimento e/ou a severidade de algumas desordens
imunologicas'’. Algumas doencas como, por exemplo, diabetes mellitus tipo I, esclerose
multipla, artrite reumatoide, doenca de Crohn e sarcoidoise sdo caracterizadas por respostas
Thl. Destacam-se como doencas caracterizadas pela resposta Th2: as desordens atipicas,
esclerose sistémica progressiva, progressao de tumores e progressao da infec¢do por HIV para
AIDS. Os estudos clinicos sobre o dominio Th1/Th2 concentram-se no desenvolvimento de

moléculas que possam ser utilizadas imunoterapeuticamente™.
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1.4 Perfil Th1/Th2 e doenca periodontal

Teorias tém sido postuladas a fim de explicar a progressdo da gengivite para a
periodontite no contexto do paradigma Th1/Th2. Trés modelos foram propostos, sendo que os
dois primeiros sao os mais estudados: (1) a periodontite como uma resposta Th2; (2) a
periodontite como uma resposta Thl e (3) a alteragdo da fungcdo dos monocitos pela IL-4 na
periodontite'®.

O modelo proposto por Seymour, Gemmell, Reinhardt, Eastcott ¢ Taubman®® sugere
que as células Thl estdo associadas a gengivite enquanto as células Th2 estdo associadas a
periodontite. Como a maioria das células na lesdo periodontal (65-70%) sdo células B ou
plasmdcitos, esses autores acreditam que as células Th2 e as citocinas relacionadas a essas
células dominem sobre a resposta Th1.

No modelo proposto por Ebersole & Taubman®', as células Thl sdo consideradas o
resultado da destruicdo tecidual e as células Th2 sdo consideradas protetoras. Neste modelo, o
INF-y estimula principalmente mondcitos assim como macrofagos a produzirem citocinas
pro-inflamatérias e PGE2, resultando em uma condi¢do local hiper-reativa levando a
destrui¢do do tecido conjuntivo e reabsor¢do do osso alveolar em pacientes suscetiveis.

No modelo proposto por Dennison & Van Dyke®”, acredita-se que alteracdes na
resposta dos mondcitos podem levar a doenca. A IL-4 inibe a secrecdo de citocinas e PGE2
pelos mondcitos. E sugerido que, na gengivite, os altos niveis de IL-4 além de inibirem a
produgdo de citocinas pré-inflamatorias pelos macroéfagos também os induz a apoptose.
Entdo, a destruicao tecidual é controlada. Na periodontite, ocorreria o contrario: os baixos
niveis de IL-4 levariam a uma sub-regulagdo das citocinas produzidas pelos macrofagos, o
que geraria uma maior destruicdo tecidual. Esta hipdtese ¢ a menos explorada porque ha
poucos macréfagos nas lesdes avangadas onde ha maior destrui¢do tecidual'®.

Duas revisdes de literatura discutiram o perfil Th1/Th2 na doenca periodontal
baseando-se em estudos publicados entre 1989 ¢ 1999* ¢ entre 1995 ¢ 2004**. No entanto,
essas duas revisdes ndo sdo conclusivas, pois a interpretagdo dos resultados dos estudos ¢
prejudicada pelas diferencas metodologicas e achados contraditorios. Até o momento,

nenhuma das 3 hip6teses propostas foi comprovada.
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1.5 Citocinas no fluido gengival

O fluido gengival representa, em condicdo de saide gengival, um transudato
intersticial do tecido gengival. O fluido gengival ¢ originario do plexo gengival dos vasos
sanguineos que nutrem o epitélio voltado para o espagco dentogengival. Na ocorréncia de
gengivite ou periodontite, o fluido gengival ¢ considerado um exudato inflamatoério. Ao
atravessar os tecidos periodontais inflamados, o fluido transporta varios marcadores
moleculares biologicos para o sulco gengival. Conseqlientemente, o fluido gengival contém
uma mistura de moléculas provenientes do sangue, dos tecidos do hospedeiro e da placa
subgengival. Estdo presentes no fluido gengival proteinas, citocinas, anticorpos, antigenos
bacterianos e enzimas derivadas tanto do hospedeiro quanto das bactérias™. O fluido gengival
também contém uma diversa populacdo de células, sendo os neutrofilos as células
predominantes™.

No sulco sadio, a quantidade de fluido ¢ muito pequena. Durante a inflamagao, o fluxo
do fluido gengival aumenta. O fluxo aumentado contribui para a defesa do hospedeiro por
expelir coldnias de bactérias e seus metabdlitos do sulco, impedindo que eles penetrem no
tecido®>. A coleta do fluido é uma técnica ndo-invasiva que tem sido utilizada para fins de
pesquisa, ja que o fluido funciona como uma janela para o periodonto. Varios mediadores
inflamatorios e imunoldgicos t€m sido estudados no fluido gengival. Entre esses mediadores,
destacam-se as citocinas. Entretanto, poucos sdo os modelos que estudam o perfil Th1/Th2 na
periodontia utilizando o fluido gengival como fonte de citocinas®>*.

A IL-1PB ¢ a citocina mais estudada no fluido gengival. Estudos demonstraram niveis
aumentados da IL-1B no fluido gengival de sitios inflamados quando comparados a sitios
saudaveis®™ >, A IL-1B também foi detectada em niveis mais elevados em sitios ativos do
que em sitios inativos*’. Concentragdes significativamente mais altas de IL-1B foram
detectadas em individuos com periodontite severa do que em controles periodontalmente
saudaveis” e niveis elevados de IL-1p tém sido associados a severidade de doenga
periodontal®,

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

. e, . . , . 45-46
estudos foram realizados em individuos sistemicamente saudaveis

¢ mostraram que 0s
niveis da IL-18 aumentam com o grau de destrui¢do periodontal, isto ¢, niveis

significativamente mais altos da IL-18 foram encontrados em individuos com periodontite do



19

que em individuos com gengivite. Ja o estudo em individuos com lupus juvenil sistémico’’
demonstrou niveis significativamente mais baixos de IL-18 no fluido gengival desses
individuos quando comparados a individuos sistemicamente saudaveis.

Também ha apenas 3 estudos sobre a IL-12 no fluido gengival. Ao avaliar a expressao
da IL-12 no fluido gengival de pacientes com periodontite cronica, de pacientes com
gengivite e de controles periodontalmente saudaveis, muito pouca IL-12 foi detectada nos trés
tipos de amostras. A quantidade total da IL-12 foi significativamente maior nos sitios com
periodontite cronica do que nos sitios saudaveis. Entretanto, as concentracdes da IL-12 nao
diferiram entre os grupos’’. Orozco, Gemmell, Bickel e Seymour*® mensuraram os niveis 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 sitios
com periodontite do que nos sitios saudaveis ou com gengivite™.

Maiores quantidades de TNFa foram demonstradas em bolsas profundas do que em
bolsas rasas®. Rossomando, Kennedy e Hadjimichael®® demonstraram que o TNFo. pode ser
encontrado em sitios antes da doenca ser observada clinicamente, sendo o TNFa um
indicador de destrui¢do periodontal.

As concentragdes do INFy no fluido gengival de individuos com periodontite severa
foram similares as de individuos periodontalmente saudaveis™. Apos a raspagem radicular,
foi demonstrada uma diminuigdo da quantidade total do INFy no fluido gengival®'.

A IL-4 nao foi detectada nos sitios com periodontite em pacientes com grande
destruigio periodontal que necessitavam de extragdes multiplas®. Similarmente, foi
demonstrado que a IL-4 estava presente em sitios com periodontite moderada, mas que nao
era detectada no fluido de sitios com inflamagao severa, sugerindo que a auséncia da IL-4 esta
associada a periodontite ¢ a progressio da doenca™. Uma maior quantidade de IL-4 foi
encontrada nos sitios saudaveis do que nos sitios doentes® e foi demonstrado um aumento
nos niveis da IL-4 ap6s o tratamento periodontal nio-cirargico .

Concentracdes significativamente mais altas de IL-6 foram encontradas em individuos

4354 Também foi

com periodontite do que em controles periodontalmente saudaveis
demonstrado que a quantidade total da IL-6 no fluido gengival se correlacionava
positivamente com a severidade da periodontite em pacientes sistemicamente saudaveis’.

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

sua concentracdo era mais alta nos sitios com profundidade de bolsa entre 4 ¢ 6mm do que



20

nos sitios com bolsas menores do que 3mm. Em bolsas maiores do que 6mm e apos o
tratamento periodontal, a IL-10 ndo foi detectada®. Quantidades totais da IL-10 no diferiam
entre os sitios doentes e ndo doentes tanto antes como depois da terapia periodontal nio-

s 56
cirtrgica™.

1.6 Atividade dos neutrdfilos na periodontite

Mais de 90% dos leucdcitos no fluido gengival sdo neutréfilos. O nimero de
neutréfilos aumenta de, aproximadamente, 7x10° para 20x10* por mL durante a conversio do
sulco sadio para a bolsa periodontal. Paralelamente, o fluxo do fluido adjacente a superficie
do dente aumenta de 1 para 5 pL/min. Entdo, 15 vezes mais neutrdéfilos migram para a bolsa
periodontal quando ha doenga®®.

Os granulos dos neutrdfilos sdo classificados em primarios (azuro6filos), secundarios
(especificos) e tercidrios (gelatinase). Os granulos azurodfilos contém enzimas neutras
hidroliticas como, por exemplo, a elastase e a mieloperoxidase. Os granulos secundarios
contém lactoferrina, colagenase neutrofilica (MMP-8) e lisozima. O principal componente dos
granulos tercidrios ¢ a gelatinase B, também chamada de MMP-9. Enquanto a MMP-8 ¢ capaz
de degradar colagenos intersticiais, a MMP-9 degrada varias proteinas da matriz extracelular,
inclusive o colageno da membrana basal que ¢ o coldgeno tipo IV. Acredita-se que as
principais MMPs neutrofilicas, a MMP-8 e MMP-9, sejam as principais responsaveis pela
degradacdo do colageno no tecido inflamado durante periodontite®®’®. A elastase facilita a
transmigracao dos neutrofilos através da membrana basal, pois degrada importantes proteinas
da matriz extracelular como elastina, laminina, fibronectina e colageno™. No fluido gengival
de sitios com periodontite, a atividade da elastase est4 associada a perda de inser¢io’’.

-61
60-61 ~ A causa dessa

Neutréfilos hiper-reativos foram demonstrados na periodontite
hiper-reatividade pode ser uma caracteristica constitucional dos neutréfilos ou uma pré-
ativacdo dessas células circulantes. As substancias que pré-ativam os neutrdfilos podem ser
originarias do hospedeiro como, por exemplo, citocinas inflamatorias e produtos da

~ . 2 , . . . ,
degradacdo tecidual®® ou das bactérias como, por exemplo, lipopolissacarideos®
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1.7 Doenca inflamatoria intestinal

1.7.1 Definicdo, epidemiologia, manifestacdes clinicas e histopatologicas

A doenca inflamatoria intestinal ¢ uma inflamagdo crdnica idiopatica que afeta o trato
gastrointestinal. As duas principais formas da DII, a doenca de Crohn (DC) e a retocolite
ulcerativa (RCU), apesar de apresentarem semelhangas, s3o clinica, histoldgica e
imunologicamente diferentes’.

A DII afeta cerca de 1.5 milhdes de pessoas nos Estados Unidos da América e mais de
2 milhdes de pessoas na Europa. Nos ultimos dez anos, a incidéncia anual tem aumentado
continuamente na Asia, na Europa Ocidental e na América do Sul’. Nos EUA, a RCUI
apresenta a prevaléncia de, aproximadamente, 37 a 246 casos por 100.000 habitantes e a
incidéncia de 2.2 a 14.3 casos por 100.000 habitantes. A prevaléncia da DC ¢ de,
aproximadamente, 26 a 199 casos para 100.000 habitantes e a incidéncia de 3.1 a 14.6 casos
por 100.000 habitantes®. No Brasil, as taxas de prevaléncia, incidéncia e mortalidade ainda
sdo desconhecidas, mas relatos regionais descrevem um aumento no nimero de novos casos”.

Ambas as doencas sdo mais comuns em individuos brancos e os sexos sdo igualmente
afetados. No entanto, também ha relatos de maior prevaléncia em mulheres® . A doenga
mostra um pico entre os 13 e 35 anos de idade, mas ja foi descrita em todas as faixas etdrias.
Ha uma incidéncia familiar de DII com transmissdo vertical e horizontal na qual 2% a 5% das
pessoas terdo um ou mais parentes afetados. Na DC, qualquer parte do trato gastrointestinal
pode ser afetada, mas o ileo terminal, o ceco, a area perianal e o célon s3o mais comumente
acometidos. Na RCUI, o processo inflamatorio é restrito ao colon e sempre envolve o reto’. O
diagnostico da DII ¢ baseado inicialmente na historia clinica e confirmado através de métodos
endoscopicos, radioldgicos e patologicos. Os achados estdo relacionados a localizagdo
anatomica das lesdes, suas repercussdes no estado geral do doente e a presenga de
complica¢des como estenoses, fistulas e abscessos.

Destacam-se como caracteristicas clinicas da DC: diarréia, dor, estreitamento do
limen do intestino, a formagao de abscessos e de fistulas para pele e 6rgdos internos. Em 20%
a 30% dos pacientes ocorre obstrugio intestinal’. Na RCUI, a principal caracteristica clinica é
uma diarréia severa acompanhada de muco e sangue. O curso clinico da DII ¢ caracterizado

por remissdes e recaidas variando em intensidade e necessitando, com freqiiéncia, de
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hospitalizacdes e cirurgia’. Conseqilentemente, a DII possui um grande impacto no bem-estar
fisico, emocional e no aspecto socio-econdmico desses pacientes’. Por acometer
principalmente adultos jovens, problemas como desemprego, abandono do emprego devido a
doenca e problemas com os estudos sdo bastante fregiientes®’ **. Além disso, muitas pessoas
se sentem constrangidas evitando lugares publicos devido a presenca de diarréia, dor ou
flatuléncia. Alguns pacientes tornam-se deprimidos pela possibilidade ou necessidade da
cirurgia para a remogio da porgéo afetada do intestino®.

As manifestagdes extra-intestinais ocorrem em 25% dos pacientes com DII e incluem
inflamacdo dos olhos, lesdes cutdneas, osteoarticulares, pancreaticas e pulmonares’. As
manifestagdes orais da DII podem preceder, coincidir ou acompanhar o aparecimento dos
sintomas intestinais®'*. A prevaléncia das manifestagdes orais na DII varia entre 0-9% em

10,70-72
adultos!®"%7

. Pacientes com DII, principalmente com RCU, possuem um risco maior de
carcinoma de colon’.

A atividade da DII pode ser definida de acordo com os parametros clinicos, as
manifestagdes sistémicas e o impacto global da doenga na qualidade de vida do individuo .
Entre as varias classifica¢des existentes, o Indice de Atividade da Doenca de Crohn (CDAI) é
a mais utilizada para a DC™®. Quando o CDAI ¢ menor do que 150 pontos, considera-se o
paciente em remissao; entre 150 e 250, a atividade ¢ considerada leve; entre 250 e 350, a
atividade ¢ considerada moderada e, quando o CDAI ¢ maior do que 350 pontos, a atividade
de doenca ¢ considerada grave. Na RCUI, um dos indices mais utilizados ¢ o idealizado por
Truelove e Witts”>. Através deste indice, a atividade da RCUI é classificada em leve,
moderada e acentuada.

Com relagdo a histopatologia, na RCUI ocorre uma reagdo inflamatoria continua e
uniforme envolvendo apenas a mucosa colonica que ¢ acometida por neutrédfilos, micro
abscessos de criptas, linfocitos e macrofagos. O reto € acometido em 95% dos casos.
Macroscopicamente, todos os segmentos afetados possuem um aspecto ulcerado, fridvel e
hemorragico’®. A DC caracteriza-se por uma inflamagdo granulomatosa cronica, descontinua,
transmural e segmentar, envolvendo o mesentério e linfonodos regionais. A DC ¢

classicamente associada a presenga de granulomas nao-caseosos. A formagao de fistulas e

abscessos sdo algumas das complica¢des da DC®.
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1.7.2 Patogénese

A DII possui etiologia desconhecida e multifatorial que envolve aspectos ambientais,
genéticos, microbianos e imunolégicos’’. Nenhum agente bacteriano, fungico ou viral foi
determinado como responsavel pela DII. Juntamente com a predisposicao genética, um
gatilho ambiental ainda ndo estabelecido inicia o processo inflamatorio do trato digestivo.
Conseqiientemente, ha uma resposta imunologica exacerbada e continua que mantém esse
processo’®. Estdo envolvidos na DII leucdcitos, macrofagos, neutrofilos, mastocitos, células B
e T e hd a produgdo aumentada de eicosanoides, citocinas, quimiocinas, fator ativador de
plaquetas e metabdlicos reativos do oxigénio'’.

A resposta imune caracteristica da DII ¢ dominada por linfécitos TCD4+. A DC ¢
caracterizada por uma resposta Th1”. Na RCUI, no entanto, ha o predominio da resposta
imune humoral, mas como nao ha evidéncia da producao de quantidades aumentadas da IL-4,
a principal citocina indutora da resposta Th2, a RCUI ¢ caracterizada como uma resposta Th2

modificada’*

. Na DC, as células T da mucosa sdo mais resistentes a apoptose'’. Subclasses
de imunoglobulinas que estdo associadas a resposta Thl, como a IgG2, estdo aumentadas na
DC e as subclasses associadas a resposta Th2, como as IgG1 e IgG4, predominam na RCUT%.
Entre os 4 componentes envolvidos na patogénese da DII, os maiores progressos tém
ocorrido no aspecto genético. Alguns dos genes associados a DII sdo: CARD15/NOD2,
CARD4/NODI1, HLA, TLR4, DLG5 e¢ NF-kB1. Os fatores ambientais sdao considerados
fatores de risco para a DII e incluem a dieta, drogas (contraceptivos orais, anti-inflamatorios
ndo-esteroidais), estresse, a flora entérica, a localizagdo geografica do paciente, o status social
e o tabagismo. Em relagdo ao aspecto imunoldgico, surgiram novas informagdes em relagdo
ao papel das respostas inata e adaptativa na DII: (1) as respostas Thl e Th2 na mucosa podem
ser secundarias aos defeitos da resposta imune inata (receptores TLR); (2) disfungdes nas
células T reguladoras podem contribuir para as anormalidades imunoldgicas na mucosa ¢ (3)

as células recentemente descritas Th17 também estdo envolvidas na resposta inflamatoria da

DII77, 81-82
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1.7.3 Citocinas na doenca inflamatoria intestinal

Na DII, ha a produgdo, entre outros mediadores, da IL-12, IL-18, IL-4, TNFa, IL-1,
IL-6, IFNy, IL-13, IL-5, fator de necrose tumoral B (TGFp) e IL-17%. A expressdao aumentada
de citocinas pro-inflamatorias ocorre principalmente na mucosa acometida pela DII e ha
variagdes na expressdo dessas citocinas entre as duas formas de DIT***°,

Uma maior produgdo de mediadores inflamatorios ¢ demonstrada em culturas de
células mononucleares da mucosa de pacientes com DII®, principalmente quando a doenga
estd em atividade®. Nem sempre os mediadores envolvidos na patogénese da DII sdo

L. . ~ 88 , . , . n .
detectaveis na circulagdo . Recentemente, niveis séricos eclevados da IL-18 tém sido

. 91
mostrados em pacientes com DC*™".

1.7.4 Tratamento e prognostico

O tratamento bem sucedido de pacientes com DII inclui trés componentes essenciais: a
inducdo e manutencdo da remissdo da doenga, a promogao da cicatrizagdo do epitélio da
mucosa ¢ a prevengdo de complicagdes (estenose, fistulas e ma-nutricdo) associadas a
doenca’%.

O tratamento medicamentoso inclui antibiodticos (ciprofloxacina, metronidazol), os
derivados do acido 5 aminosalicilato (mesalazina, sulfassalazina), corticoides (hidrocortisona,
prednisona) e imunomoduladores (azatioprina, 6-mercaptopurina e metotrexato)’~>">.

O tratamento cirtrgico esta indicado nas complicagdes (perfuracdo, obstrugdo), na
auséncia de resposta ao tratamento clinico € no comprometimento acentuado do crescimento
em criangas’®. No caso da DC, mais de 2/3 dos pacientes terdo complicagdes que necessitardo
de cirurgia em algum momento de suas doencas’. Entretanto, mesmo apés a cirurgia, pode
haver recidivas”.

Em 1998, a aprovacdo do infliximabe pela FDA (Remicade, Centocor), um anticorpo
monoclonal quimérico anti-TNFa para o tratamento da DC, deu inicio a era da terapia

bioldgica no tratamento da DII. A inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatdrias

especificas, o bloqueio da a¢do dessas citocinas ou a administracdo de citocinas reguladoras
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ou anti-inflamatorias deixaram de ser um conceito terapéutico e passaram a ser uma estratégia
de tratamento na DII*®. As varias terapias que vém sendo estudadas tém como principios
inibir a funcdo das células T, bloquear a produg¢do de citocinas pro-inflamatorias por células T
ou induzir apoptose das células T. Entdo, estdo sendo estudados anticorpos anti- células
TCD4+, TCD3+, anticorpos contra o receptor da IL-12 (anti-CD25), anticorpos anti- 1L.-12,
anti-IFNy e anti-IL-6. A administragdo da IL-10 e outras alternativas farmacolodgicas anti-
TNFo também vém sendo testadas. Uma alternativa também em fase experimental é o
bloqueio da migracdo dos leucdcitos para as areas de inflamagdo através de interferéncias nas

moléculas de adesdo celular’®.

1.8 Periodontite e DII: mecanismos inflamatérios em comum

Previamente ao nosso estudo'®, apenas dois estudos haviam avaliado a prevaléncia e a
severidade da periodontite em pacientes com DII'*'°. Ambos os estudos concluiram que
devido ao fato da periodontite ndo ser severa, pacientes com DII nao precisariam de cuidados
especiais. Conseqiientemente, as possiveis causas da maior suscetibilidade a periodontite
nesses pacientes nunca foi investigada.

A resposta imuno-inflamatdria € o fator-chave tanto na periodontite quanto na DII,
duas doencas caracterizadas por uma expressiva producdo local de varios mediadores
inflamatorios' 782 A existéncia de mecanismos inflamatorios e de destruicdo tecidual
similares pode ser a provavel causa da maior prevaléncia de periodontite moderada a severa
que encontramos em pacientes com DII através de um estudo prévio'®. Uma possibilidade de
esclarecimento dessa questdo pode ser através do estudo das citocinas ¢ mediadores de
destrui¢do tecidual que exercem um papel de destaque nas duas doengas.

As principais func¢des bioldgicas de algumas citocinas envolvidas tanto na DII quanto
na periodontite sio apresentadas no quadro a seguir (para revisdo, ler: Paul*’, Leonard®,

Moldawer”’ e Dinarello’™):
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IL-18

Citocina pro-inflamatéria e supressora de tumores pertencente a familia da citocina IL-1. E produzida e armazenada na forma precursora com 24 kilodaltons (kDa) e necessita ser clivada pela caspase-1
(enzima conversora da IL-1pB) para ser secretada na forma biologicamente ativa com 18kDa. E expressa em células imunes como células dendriticas e macrofagos ativados e também em células ndo-
imunes como por exemplo, queratindcitos da pele, células do epitélio intestinal, células secretorias glandulares e células sinoviais. A IL-18 tem a capacidade de induzir a diferencia¢do tanto Th1 quanto
Th2. O receptor da IL-18 (IL-18R) ¢ encontrado em células T, células NK, células B e células dendriticas. A IL-18 é capaz de induzir o TNFa e a IL-1P e o aumento da expressdo de marcadores pro-
inflamatorios como quimiocinas, 6xido nitrico, moléculas de adesdo e MMP-9. A IL-18 intensifica a produgdo do 6xido nitrico e dos intermediarios reativos do oxigénio em macréfagos e neutrofilos.
Varias doengas sdo caracterizadas pela produgdo da IL-18.

IL-1B

Produzida na forma precursora inativa, necessita ser clivada pela mesma enzima que cliva a IL-18, a enzima caspase-1 (enzima conversora da IL-1f3). Apés a clivagem, a forma madura da IL-1f
possui 17.5 kDa. As principais fontes da IL-1f sdo mondcitos, macrofagos e células dendriticas. Linfécitos B e células NK também sao outras fontes. Os queratinécitos produzem IL-13 em
condigoes inflamatorias, mas ndo héa expressao constitutiva da IL-1f nessas células. As atividades biologicas da IL-1f sdo relevantes tanto para a inflamagao sistémica (indug@o de proteinas de fase
aguda) quanto para a inflamagao local. A IL-1f também estimula a sintese da prostaglandina E2.

TNFa

Produzido como uma proteina transmembrana com 26 kDa, com uma extensdo intracelular que ¢ clivada pela enzima TNFa metaloproteinase convertase. E secretado como uma proteina soltvel de
17 kDa. O TNFa associado @ membrana ¢ biologicamente ativo e medeia efeitos citotoxicos e inflamatorios através do contato célula a célula. O TNFa é produzido principalmente por macrofagos e
monocitos, mas também € produzido por outras células imunes (células B e T, basofilos, eosindfilos, células dendriticas, células NK, neutrofilos e mastocitos), células ndo-imunes (fibroblastos,
queratinocitos, osteoblastos, células da musculatura lisa, entre outras) e varios tipos de células tumorais. Em macrofagos, a sintese do TNFa ¢ induzida por estimulos biologicos (virus, produtos
bacterianos e parasitarios), estimulos quimicos e fisicos, células tumorais, células do sistema complemento, citocinas (IL-1, IL-2, IFNy, o proprio TNFa), isquemia, trauma e irradiagdo. O TNFa ¢ um
potente indutor da resposta inflamatéria e € o regulador central da resposta imune inata. Além de estar envolvido na inflamagao tecidual e injuria, o TNFo também ativa o processo de morte celular
programada através da apoptose. O TNFa exerce um papel importante na regulagio da resposta imune do tipo Th1, o que é de extrema importancia para a patogénese de varias doengas cronico-
inflamatorias como a DII ¢ a artrite reumatdide. O TNFa induz a sintese da IL-12 e IL-18, dois potentes indutores do IFNy. As respostas biologicas ao TNFa sdo mediadas através de dois receptores
estruturalmente distintos TNF-RI e TNF-RII. No entanto, quando clivados, tornam-se receptores soluveis que podem ser ligar ao proprio TNFa atuando como seu inibidor natural.

IL-12

E uma citocina pré-inflamatoria, indutora tnica da diferenciagdo das células Th1. A IL-12 é um dimero covalente de 35- ¢ 40-kDa peptideos (p35 e p40) que formam a IL-12 bioativa (p70). A IL-12 é
produzida principalmente por células fagociticas (principalmente macroéfagos e monoécitos) em resposta a bactérias, produtos bacterianos e parasitas intracelulares. Também ¢ produzida por células
apresentadoras de antigeno como, por exemplo, as células B. As unidades IL-12Rf1 e IL-12R2 sdo necessarias para formagao do receptor funcional da IL-12, entretanto, a expressdo da subunidade 2 é
crucial no controle da diferenciagéo da linhagem das células Th1. A subunidade p40 atua como antagonista, impedindo a ligagdo 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 sinaliza¢do.

IFNy

E um homodimero com peso molecular de 34 kDa, produzido apenas por células NK, células TCD8+ e células TCD4+ Thl. O IFNy exerce seus efeitos através de receptores especificos expressos em
todas as células com excegao dos eritrocitos. O IFNy ativa os macrofagos aumentando a capacidade de fagocitose e inibe as principais atividades da IL-4. A produg¢do normal do IFNy ¢ dependente da
IL-12 e a presenca do IFNy parece ser um pré-requisito para a indug@o de células Thl. Seu receptor funcional humano consiste de duas cadeias: IFNGR-1 e IFNGR-2.

IL-4

E produzida principalmente por células TCD4+ ativadas, mas também é produzida por mastocitos e baséfilos. E o principal fator de crescimento das células B e ¢ vital na diferenciago das classes
das imunoglobulinas (Ig), aumentando a secregio das IgG e IgE. A IL-4 induz a expressao 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 diferenciagdo Th2. A IL-4 diminui a fun¢do dos macrofagos e induz apoptose em mondcitos. Também diminui a expressao de citocinas
inflamatorias, incluindo IL-1, TNFa,, TNFf 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 proteina de 140kDa: IL4Ra ¢ yc.

IL-6

E uma citocina com multiplas fung¢des. Suas atividades bioldgicas incluem a diferenciagio de células B, diferenciagdo e crescimento de células T, indugdo da diferenciacdo das células mieldides em
macrofagos, estimulo a secre¢@o das imunoglobulinas IgG e IgA, indugdo da sintese de proteinas de fase aguda pelos hepatocitos e ativagdo da cascata do sistema complemento. Também atua nos
queratindcitos, células do sistema hematopoiético e no desenvolvimento de osteoclastos. A IL-6 se liga a proteina IL-6Ra, formando o complexo IL-6/IL-6Ra que interage e recruta a molécula
transdutora de sinal, a molécula gp130. Junto com a IL-6Ra., a molécula gp130 pode formar o receptor funcional da IL-6. Apenas os hepatocitos, monocitos e macréfagos expressam o receptor da IL-
6 em sua superficie. Entretanto, varios tipos de células expressam a subunidade gp130. Entdo, diferentes sinais sdo induzidos pela IL-6 quando o complexo IL-6/ IL-6Ra. ativa as células gp130
positivas.

IL-10

E uma proteina de 18 kDa produzida por células T ativadas, células B, mondcitos e queratindcitos. Possui um papel importante na supressio da resposta inflamatéria, pois inibe a expressio de
moléculas do complexo MHC do tipo 11 e, conseqiientemente, a apresentagdo de antigenos em mondcitos e em macréfagos. Também inibe a ativagdo das células T e a produgéo das citocinas IL-1,
IL-2, IL-3, IFNy, TNFa e o GM-CSF.

Quadro — Fungdes bioldgicas de algumas citocinas pro-inflamatdrias, citocinas Thl e citocinas Th2 estudadas na doenca inflamatoria 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 doenca

inflamatoria intestinal com periodontite cronica.

2.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a expressdo das citocinas Thl (IL-12 e INFy), citocinas Th2 (IL-4, IL-6 ¢
IL-10) e das citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-13 e TNFa no fluido gengival dos
sitios com gengivite e periodontite de pacientes com doenga de Crohn, retocolite

ulcerativa idiopatica e individuos saudaveis.

= Avaliar a funcdo dos neutrdfilos através da mensuragdo das metaloproteinases da
matriz 8 ¢ 9 (MMP-8 e MMP-9) e a atividade da elastase no fluido gengival desses

pacientes.

* Correlacionar a expressdo das citocinas no fluido gengival com a expressdo das

citocinas no soro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Individuos 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 cronica foram selecionados de um
estudo previamente realizado sobre a prevaléncia de periodontite em pacientes com DII'. Os
pacientes eram acompanhados nos ambulatorios de DII do Hospital Universitario Pedro
Ernesto-Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HUPE-UERJ) e do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho-Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF-UFRJ), ambos
localizados na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. O grupo controle foi constituido por 15
individuos (idade média 42.1 + 7.8 anos) sem sinais de doencas sistémicas, que tinham

. . A s . .. A - 16
periodontite cronica e haviam participado do mesmo estudo de prevaléncia .

3.2 Critérios de inclusao e exclusdo

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

A . . . . 16 . L.
prevaléncia de periodontite em pacientes com DII'® e possuir, pelo menos, 4 sitios com
periodontite e 4 sitios com gengivite em dentes diferentes. Os participantes deveriam possuir,
no minimo, 8 dentes. Foram considerados como critérios de exclusdo: gravidez, tratamento
periodontal prévio e uso de antibioticos ha menos de seis meses da realiza¢do da coleta do

fluido gengival.

3.3 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da UERJ (projeto 1192-
CEP/HUPE-CAAE: 0081.0.228.000-05) ¢ 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 questionario no qual
constavam os seguintes dados: sexo, etnia (branco, pardo ou negro), idade, habito de fumar
(fumante, nao fumante ou ex-fumante), duragdo do habito de fumar, a quantidade de cigarros
por dia, tempo da doencga inflamatoria intestinal, historia familiar, localizagdo da doenca, tipo
da doenca, presenca de manifestagdes extra-intestinais, medicamentos utilizados especificos
ou ndo para a DII, resposta ao tratamento com esterdides, historia prévia de doenga
cardiovascular (hipertensdo, coronariopatias), tratamento periodontal anterior. Os dados
obtidos no questionario foram posteriormente confirmados com os dados obtidos dos
prontuarios médicos. A atividade da DII foi avaliada clinicamente e laboratorialmente
empregando-se o indice de atividade da doenca de Crohn (CDAI)"* e Truelove e Witts'> para
a RCUL

Os pacientes do grupo DC utilizavam como medica¢do: imunomoduladores (n=6),
derivados do acido 5 aminosalicilato (n=2), corticoides (n=4), imunomoduladores + derivados
do acido 5 aminosalicilato (n=1). Dois pacientes do grupo DC ndo tomavam nenhuma
medicacdo. Os pacientes do grupo RCUI utilizavam como medicagdo: derivados do &cido 5
aminosalicilato (n=8), imunomoduladores (n=1), corticoides (n=2) ¢ imunomoduladores +

derivados do acido 5 aminosalicilato (n=4).

3.5 Exame clinico

Todos os dentes presentes, com excecdo dos terceiros molares, foram examinados. As
mensuracdes foram realizadas em seis sitios por dente (disto-vestibular, vestibular, mesio-
vestibular, disto-lingual, lingual e mesio-lingual). Os parametros clinicos avaliados foram: (1)
profundidade de bolsa (PB), distincia entre a margem gengival e a por¢do mais apical
sondavel, (2) nivel de inserc¢ao clinica (NI), distancia entre a jungdo amelo-cementaria e a
porcdo mais apical sondavel, (3) presenca de placa e (4) presenca de sangramento a sondagem
(SS).

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

milimetrada (PCR 15, Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA). O exame clinico ¢ a coleta das
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amostras foram realizados por duas examinadoras previamente calibradas (k=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 vacuo com gel, pelas enfermeiras do
HUPE ou do HUCFF. Apds a coleta, o material foi centrifugado por 5 minutos. O soro foi
congelado a -80°C até o momento da analise que foi realizada no laboratorio do Departamento
de Periodontia do Karolinska Institutet (Estocolmo, Suécia). Em um paciente do grupo DC o

soro ndo foi coletado.

3.7 Coleta do fluido gengival

Em cada paciente, o fluido de sitios inflamados, 4 com periodontite (PB > 5 mm e NI>
3mm) e 4 com gengivite (PB< 3 mm e NI < 1 mm), foram analisados. Os sitios selecionados
para analise foram isolados com rolos de algodao e, quando necessario, a placa supragengival
foi removida. Os sitios 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 resisténcia 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 referéncia a curva padrio obtida
durante a calibragem do aparelho. Em cada pessoa, as pontas de papel provenientes da mesma
categoria de analise (periodontite ou gengivite) foram agrupadas em um frasco tipo Eppendorf
e diluidas em 1 mL de solugdo salina fosfato-tamponada (PBS). Apds dilui¢ao 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 -80°C até o momento da analise. A analise dos dados foi realizada no laboratério

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

3.8 Anélise por ELISA

O imunoensaio ELISA foi utilizado para mensuragdo da IL-18. Cem microlitros (pL)
de fluido gengival foram analisados utilizando um kit comercial (ELISA MBL, Nagoya,
Japao), de forma duplicada, de acordo com as recomendagoes do fabricante. Para a analise da
IL-18 no soro, uma dilui¢do de duas vezes foi realizada através da adigdo de S5uL do diluente
em 55uL de soro, constituindo 100uL em cada poco. As amostras do soro também foram
duplicadas. A leitura foi realizada em um espectrofotometro (Millenia Kinetic Analyser,

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

3.9 Anélise por LUMINEX

A tecnologia multiplex segue os mesmos principios do ELISA, sendo que os
anticorpos especificos para as citocinas sdo ligados covalentemente a marcadores
fluorescentes que sdao detectados em um citdmetro de fluxo modificado. Essa tecnologia
permite, através de um pequeno volume de amostra, a avaliagdo simultanea de numerosas
citocinas e mediadores® **'%

A analise com o LUMINEX® (XMAP technology, Luminex, Austin, Texas, EUA) foi
utilizada para mensuragdo de IL-1f, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNFa e INFy. Cinqiienta
uL de fluido gengival e 50uL de soro foram analisados utilizando um kit comercial
Lincoplex” (Millipore, Missouri, USA), de acordo com as recomendagdes 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 mensuragio das MMP-8 ¢ MMP-9. Uma
dilui¢do de 20 vezes foi realizada através da adi¢do de 10pL de fluido gengival em 180uL de

diluente. As amostras foram analisadas de acordo com as recomendagdes 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 pL de fluido gengival foram misturados com 67 uL de substrato S-2484 (L-
piroglutamil-L-prolil-L-valina-p-nitroanilina, mw 445.5 Da) (Chromogenix AB, Mondal,
Suécia) em placas de microtitulagdio com 96 pogos (Nunc Maxisorp, Nunc, Roskilde,
Dinamarca). A mistura foi incubada a +37°C e lida apos 2 horas em um espectrofotdometro
(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 Andlise Estatistica

Valores distribuidos normalmente foram apresentados através de média e desvio-
padrdo enquanto que valores ndo distribuidos normalmente foram apresentados como
mediana e intervalo interquartil. O teste T foi utilizado para a comparacdo de dados
paramétricos. O teste Mann-Whitney U foi utilizado para comparar os dados nao-
paramétricos entre os grupos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparar dados nao-
paramétricos entre os sitios com gengivite e periodontite no mesmo grupo. O coeficiente de
correlacdo de Pearson foi utilizado na analise da correlacdo entre as citocinas no soro € no
fluido. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p<0.05). As analises foram realizadas

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

4.1 Caracteristicas clinicas e periodontais

Os trés grupos examinados eram semelhantes em relagdo a idade, género e raga. O
nimero de individuos ex-fumantes era significativamente maior no grupo RCUI do que no
grupo GC (Tabela 1, pagina 34).

Avaliando as caracteristicas periodontais obtidas através do exame periodontal de
todos os dentes presentes, os trés 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, pagina 35). Nos trés grupos, os sitios com
gengivite selecionados para a coleta do fluido gengival (Tabela 2B, pagina 35) eram
semelhantes em relacdo a quantidade de placa, ao nivel de inser¢do 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 sitios com periodontite (Tabela 2C, pagina 35), os parametros

periodontais eram similares nos grupos DC, RCUI e GC.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com doenca de Crohn (DC), retocolite
ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles (GC).

DC pl GC p2 RCUI p3

(n=15) (n=15) (n=15)
Idade 38.2(11.5) 0.085 433 (7.2) 0.157 45.0(10.5) 0.749
Homens 8(53.3%) 0715 7(46.7%) 1000 7(46.7%) 0.715
Mulheres 7(46.7%) 0.715 8(53.3%) 1000 §(53.3%) 0.715
Brancos 9(60.0%) 0273 7(46.7%) 0.712 6 (40.0%) 0.273
Pardos 6 (40.0%) 1.000 6 (40.0%) 0464 §(53.3%) 0.464
Negros 0 0.143  2(13.3%) 0542 1(6.7%) 0309
Fumantes 3(20.0%) 0.624 2(13.3%) 0542 1(6.7%) 0282
Nao - fumantes 8(53.3%) 0255 11(73.3%) 0.136 7(46.7%) 0.715
Ex-fumantes 4(26.7%) 0361 2(13.3%) 0.046 7(46.7%) 0.255
Hipertensos 3 (20.0%) 0.067 0 0.067 3 (20.0%) 10
Diabéticos 0 0.309 0 0.309 1(6.7%)  0.309
Histoéria familiar de 4 (26.7%) 0 1 (6.7%) 0.141
DII
Tempo de diagnostico | 48 (156) 84 (65.4) 0.358
da DII (meses)
Manifestacoes 6 (40.0%) 8(53.3%) 0.464
extra- intestinais
Doenga ativa 5(33.3%) 3(20.0%)  0.409

Os dados sdo apresentados como niimero de individuos e porcentagem. A idade ¢ expressa em média e
desvio-padrio (teste T). O tempo de diagnostico de doenga ¢ expresso em mediana e variagdo interquartil
(teste de Mann-Whitney U). Para todas as outras variaveis o teste x> foi utilizado.

pl significancia da diferencga entre os grupos DC e GC, p2 significancia da diferenga entre os grupos RCUI
e GC, p3 significincia da diferenca entre os grupos DC ¢ RCUI. DII doen¢a inflamatéria intestinal.
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Tabela 2 - Parametros clinicos periodontais de todos os dentes presentes na cavidade oral (A)
e dos sitios com gengivite (B) e periodontite (C) selecionados para coleta do fluido gengival
em pacientes com doenca de Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles
(GC).

2A Parametros clinicos periodontais

DC pl GC p2 RCUI p3
(n=15) (n=15) (n=15)

Numero de dentes 22.9(5.0) 0.806 23.7 (4.0) 0.197 21.3(5.2) 0.263
% sitios com placa 45.4 (33.3) 0.336 54.5 (24.0) 0.355 47.8(29.9)  0.664
% sitios 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
% sitios NI >3 mm 13.6 (14.4) 0.651 14.6 (20.0) 0.086 23.0(18.0) 0.126
% sitios NI >4 mm 6.8 (10.0) 0.720 9.5 (16.3) 0.352 11.3(13.2) 0.229

2B Parametros clinicos dos sitios com gengivite selecionados para coleta do fluido gengival.

DC pl GC p2 RCUI p3
(n=15) (n=15) (n=15)
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
% sitios com placa 50.0 (100.0) 0.078 100.0 (50.0) 0.168 60.0 (80.0)  0.594
Volume (uL) 1.9 (0.9) 0.785 1.8 (0.8) 0.921 1.8 (1.2) 0.758

2C Parametros clinicos dos sitios com periodontite selecionados para coleta do fluido gengival.

DC pl GC p2 RCUI p3
(n=15) (n=15) (n=15)
PB (mm) 52(1.5) 0517 5.0 (0.8) 0.646 5.2(1.3) 0.754
NI (mm) 3727 0.466 3.0(1.2) 0.288 4.0(1.2) 0.867
% sitios com placa 66.7 (75.0)  0.698 75.0 (75.0) 0347  60.0 (80.0) 0.627
Volume (ul) 2.9 (1.0) 0.545 2.6 (1.1) 0.388 3.0 (1.5) 0.684

Os dados sdo apresentados em mediana e variagdo interquartil (teste de Mann-Whitney U). O volume e o
nimero de dentes sdo expressos em média e desvio-padrdo. pl significancia da diferenca entre os grupos
DC e GC, p2 significancia da diferenca entre os grupos RCUI e GC, p3 significancia da diferenca entre os
grupos DC e RCUI. SS sangramento a sondagem, PB profundidade de bolsa, NI nivel de insergéo.
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4.2 Analise do fluido gengival

Nos sitios 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
concentragdes das citocinas foram comparadas entre os grupos, ndo houve diferencas. As
citocinas IL-10, IL-12 e TNFa ndo foram detectadas nos sitios com gengivite. Nao houve
diferenca entre os grupos em relacdo a atividade da elastase (Tabela 3, pagina 37).

Nos sitios 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 tendéncia a menor
quantidade no grupo RCUI quando comparada ao grupo GC (p=0.077). A mesma tendéncia
ocorreu com relacdo a concentracdo 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
concentragdo (p=0.044) foram significativamente maiores no grupo RCUI do que no grupo
GC. A IL-12 e o TNFa nao foram encontrados nos sitios com periodontite. Nao houve
diferencas entre os grupos em relacao a atividade dos neutréfilos, demonstrada através da

atividade da elastase e dos niveis das MMP-8 e MMP-9 (Tabela 4, pagina 38 ).
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Tabela 3 - Analise do fluido gengival dos sitios com gengivite dos pacientes com doenga de
Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles (GC).

DC pl GC p2 RCUI p3
(n=15) (n=15) (n=15)

Funcéo dos Neutrofilos
Elastase (MADbs) 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-1B 0.4 (1.3) 0.617 1.2 (2.0) 0.295 0.7 (1.3) 0.517
TNFa 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
INFy 0(0.2) 0.313 0(0.0) 0.359 0(0.2) 0.901
Funcédo dos Neutrofilos
Elastase (MAbs/uL) 0.1 (0.1) 0.604 0.1 (0.1) 0.254 0.2 (0.3) 0.418
Citocinas (pg/uL)
IL-18 24.0 (28.6) 0.191 29.6 (31.3) 0.604 38.5(65.5) 0.110
IL-1B 0.2 (0.9) 0.786 0.6 (0.9) 0.167 0.2 (0.6) 0.392
TNFa 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
INFy 0(0.1) 0.224 0(0.2) 0.207 0(0.1) 0.901

Os dados sao apresentados em quantidade total e concentragdo através da mediana e variagdo interquartil (teste de
Mann-Whitney U). p1 significancia da diferenca entre os grupos DC e GC, p2 significancia da diferenca entre os grupos
RCUI e GC, p3 significancia da diferenca entre os grupos DC e RCUI.

pg picograma, mAbs miliabsor¢do, pL microlitro, ND nio detectado.



38

Tabela 4 - Andlise do fluido gengival dos sitios periodontite dos pacientes com doenca de
Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles (GC).

DC pl GC p2 RCUI p3

(n=15) (n=15) (n=15)
Funcéo dos Neutrofilos
Elastase (MADbs) 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-1B 2.5(3.4) 0.394 1.3 (1.6) 0.339 2.0 (5.6) 0.708
TNFa 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
INFy 0.1 (0.5) 0.144 0.3 (0.5) 0.464 0.2 (0.5) 0.406
Funcéo dos Neutrofilos
Elastase (mAbs/uL) 0.1 (0.1) 0.917 0.1 (0.1) 0.604 0.1 (0.2) 0.493
MMP-8 (pg/pL) 5.2(12.6) 0.395 8.1(7.0) 0.633 9.2 (5.6) 0.171
MMP-9 (pg/uL) 6.8 (32.0) 0.290 13.1 (34.1) 0.633 15.6 (22.5) 0.493
Citocinas (pg/uL)
IL-18 7.7 (10.2) 0.191 12.0 (14.9) 0.950 13.4 (17.9) 0.237
IL-1B 1.0 (1.4) 0.519 0.5 (0.8) 0.442 0.6 (2.0) 0.819
TNFa 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
INFy 0.1 (0.2) 0.117 0.1(0.2) 0.601 0.1 (0.3) 0.383

Os dados sdo apresentados em quantidade total e concentracdo através em mediana e variagdo interquartil (teste de
Mann-Whitney U). pl significancia da diferenga entre os grupos DC e GC, p2 significancia da diferenga entre os
grupos RCUI e GC, p3 significancia da diferenga entre os grupos DC e RCUIL

pg picograma, mAbs miliabsor¢do, pL microlitro, ND ndo detectado.
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4.3 Comparacao entre sitios com gengivite e com periodontite

No grupo DC, a atividade da elastase (p=0.006) e a quantidade total das citocinas IL-
1B (p=0.047), IL-6 (p=0.028) e INFy (p=0.033) foram significativamente maiores nos sitios
com periodontite do que nos sitios com gengivite. No grupo RCUI, a quantidade total das
citocinas IL-1B (p=0.015), IL-4 (p=0.016) e INFy (p=0.009) foram significativamente maiores
nos sitios com periodontite do que nos sitios com gengivite. No grupo GC, a quantidade total
da IL-4 (p=0.022) e do INFy (p=0.012) foram significativamente maiores nos sitios com
periodontite do que nos sitios com gengivite. Nos grupos DC (p=0.005) e GC (p=0.008), a
quantidade total da IL-18 foi significativamente maior nos sitios com gengivite do que nos
sitios com periodontite. No grupo RCUI, essa mesma tendéncia foi observada (p=0.099)
(Tabela 5, pagina 40).

Com relagdo a concentragdo, no grupo DC, a atividade da elastase (p=0.027) foi
significativamente maior nos sitios com periodontite do que nos sitios com gengivite. No
grupo RCUI, a concentragao da IL-1p (p=0.02) e do INFy (p=0.026) foram significativamente
maiores nos sitios com periodontite do que nos sitios com gengivite. Nos grupos DC
(p=0.001), RCUI (p=0.001) e GC (p=0.008) a concentragdo da IL-18 foi significativamente
maior nos sitios com gengivite do que nos sitios com periodontite. No grupo RCUI, a
atividade da elastase foi significativamente maior nos sitios com gengivite do que nos sitios

com periodontite (p=0.009) (Tabela 6, pagina 41).
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Tabela 5 - Comparagdo da quantidade dos mediadores inflamatorios no fluido gengival dos sitios com gengivite e periodontite em pacientes com
doenga de Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles (GC).

DC pl DC RCUI p2 RCUI GC p3 GC
Gengivite Periodontite Gengivite Periodontite Gengivite Periodontite
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n= 15) (n=15)
Elastase | 03(0.1) 0.006  0.3(0.1) 02(02) 0.09  03(0.2) 0.2 (0.1) 0.14  03(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-1B 04(1.3) 0047 25(.4) 0.7(1.3) 0015 2.0(5.6) 12(20) 0211  13(1.6)
TNFa ND ND ND ND ND ND
IL-4 0.7(1.5) 0331  0.9(1.0) 0(0.8) 0016 1.0(1.7) 12(2.1) 0022 19(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
INFy 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 s@o apresentados em mediana ¢ variagdo interquartil (teste de Wilcoxon). Os valores da elastase s@o apresentados em miliabsor¢ao
(mAbs) e o valores da citocinas em picogramas (pg). pl significancia da diferenga entre sitios gengivite e periodontite no grupo DC, p2
significancia da diferenga entre sitios gengivite e periodontite no grupo RCUI, p3 significancia da diferenca entre sitios gengivite e periodontite
no grupo GC. ND ndo detectado.



Tabela 6 - Comparagdo da concentragdo dos mediadores inflamatdrios no fluido gengival dos sitios com gengivite e periodontite em pacientes

com doenga de Crohn (DC), retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles (GC).

DC pl DC RCUI p2 RCUI GC p3 GC
Gengivite Periodontite Gengivite Periodontite Gengivite Periodontite
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Elastase | 0.1(0.1) 0.027 0.1 (0.1) 02(0.3)  0.009 0.1 (0.2) 0.1 (0.1) 0.394 0.1(0.1)
IL-18 24.0(28.6) 0001 7.7(10.2) 38.5(65.5) 0001 13.4(17.9) 29.6(31.3) 0008 12.0(14.9)
IL-1p 02009 0460 1.0 (1.4) 0.2 (0.6) 0.02 0.6 (2.0) 0.6 (0.9) 0910  0.5(0.8)
TNFa ND ND ND ND ND ND
1L-4 02(1.0) 0778  0.4(0.5) 0(0.5) 0.158  0.3(0.5) 0.9 (1.7) 0433  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
INFy 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 sao apresentados em mediana e variag@o interquartil (teste de Wilcoxon). Os valores da elastase sdo apresentados em miliabsorg¢ao por
microlitro (mAbs/puL) e o valores da citocinas em picogramas por microlitro (pg/uL). p1 significancia da diferenca entre sitios gengivite e
periodontite no grupo DC, p2 significancia da diferenga entre sitios gengivite e periodontite no grupo RCUI, p3 significancia da diferenca entre
sitios gengivite e periodontite no grupo GC. ND ndo detectado.
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4.4 Analise do soro

Os niveis 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 niveis de TNFa foram mais altos do

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

(Tabela 7, a seguir).

Tabela 7 - Valores séricos das citocinas nos pacientes com doenga de Crohn (DC), retocolite

ulcerativa idiopatica (RCUI) e controles (GC).

Citocinas DC pl GC p2 RCUI p3
(n=14) (n=15) (n=15)

Pro-inflamatorias

IL-18 156.0 (89.1) 0.011 107.1(73.2) 0.019 159.5(107.1) 0.827
IL-1B 0(0.0) 0.535 0(0.0) 0.550 0(0.0) 1.000
TNFa 4.3 (2.7) 0.631 4.6(4.7) 0.064 3.3(2.3) 0.080
Thl

IL-12p70 0(0.0) 0154  0(3.3) 048  0(0.0) 0382
INFy 0(0.0) 0749  0(0.4) 0141  0(0.0) 0244
Th2

IL-4 0(1.6) 0769  0(10.6) 0548  0(10.7)  0.625
IL-6 32(41) 0965 28(20.6) 0755  3.8(44) 0759
IL-10 1.2(3.0) 0.153  4.6(20.9) 0916 43(28.5) 0.159

Os dados sdo apresentados em mediana e variagdo interquartil (teste de Mann-Whitney U). Os dados séo
apresentados em picogramas por mililitro (pg/mL). pl significancia da diferenca entre os grupos DC e GC, p2
significancia da diferenga entre os grupos RCUI e GC, p3 significancia da diferenga entre os grupos DC ¢ RCUI.
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4.5 Correlacéo 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, ndo houve correlagdes.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que os niveis da citocina IL-4 estavam
significativamente mais baixos no fluido gengival dos sitios com periodontite nos pacientes
com DII. Dennison ¢ Van Dyke*” sugeriram que baixos niveis de IL-4 sio responsaveis pela
destrui¢do periodontal. Sabe-se que a IL-4 diminui a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
incluindo IL-1p, TNFa, INFy e IL-6'"""'". Conseqiientemente, quando a IL-4 estd em niveis
baixos, hd o favorecimento de uma resposta local mais destrutiva. Corroborando essa
hipodtese, baixos niveis da IL-4 foram demonstrados no fluido gengival em pacientes com
periodontite em estigio terminal da doenga®®. Concentra¢des mais baixas da IL-4 também
foram demonstradas no fluido gengival de pacientes com artrite reumatdide e individuos
sistemicamente saudaveis que possuiam periodontite cronica'®”. No presente estudo, os
achados clinicos ndo mostraram diferenga na perda de inser¢do, mas isso pode ser devido ao
pequeno numero de pacientes. Num estudo prévio realizado pelo nosso grupo, com um
nimero maior de pacientes, demonstramos que pacientes com RCUI e DC apresentavam
maior perda de inser¢io do que os controles sistemicamente saudaveis'®. Esse dado nos
permite especular que numa amostra maior, quando comparados a individuos saudaveis,
niveis mais baixos da IL-4 em pacientes com DII podem estar relacionados a uma maior
destrui¢do periodontal.

Os individuos com RCUI possuiam niveis significativamente mais altos de IL-6 nos
sitios com periodontite quando comparados com os do grupo GC. A IL-6 é uma potente
estimuladora da diferenciacio de osteoclastos e induz a reabsorcio dssea'™. Estudos no fluido
gengival mostram que na periodontite os niveis da IL-6 sdo maiores do que em sitios

saudaveis*>*

, e se correlacionam com a severidade da periodontite >>. Entdo, paralelamente a
menor quantidade de IL-4, o nivel mais alto de IL-6 no fluido gengival pode ser a causa da
maior destruicdo periodontal nos individuos com RCUI do que nos individuos com DC
encontrada previamente'®.

Nos trés grupos estudados, a concentracdo da IL-18 foi significativamente maior nos
sitios com gengivite do que nos sitios com periodontite. Foi demonstrado que em pacientes
sistemicamente saudaveis, a concentra¢do da IL-18 aumentam com a destrui¢do tecidual, isto
¢, maior quantidade de IL-18 foi encontrada no fluido gengival de pacientes com periodontite

45.46

do que nos pacientes apenas com gengivite . Uma limitagdo do nosso estudo é que nao

avaliamos individuos com apenas gengivite. Como esse estudo ¢ transversal, ndo podemos
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afirmar que os sitios com gengivite estavam iniciando o processo de destrui¢do tecidual, mas
esses resultados reforcam a importancia do acompanhamento desses pacientes através da
terapia periodontal de suporte.

Nossos resultados indicam provaveis causas da maior suscetibilidade a periodontite
demonstrada previamente em pacientes com DII, porém ndo demonstram um padrio de
resposta Th1 ou Th2 no fluido gengival. A citocina IL-12, uma importante citocina Thl, ndo
foi detectada no fluido gengival. Os 3 estudos que avaliaram a IL-12 no fluido gengival®"***
realizaram a coleta através de pontas de papel absorvente e demonstraram que a quantidade de
IL-12 detectada ¢ muito baixa. Talvez estudos sobre a IL-12 no fluido gengival através da
técnica de lavagem e aspiragao possam esclarecer se a IL-12 ¢ realmente pouco encontrada no
fluido ou se a quantidade detectada varia em decorréncia da técnica utilizada. Por outro lado,
consideramos o achado dos niveis mais altos da IL-6 nos sitios com periodontite de pacientes
com RCUI insuficiente para concluir que houve uma resposta Th2 nesse grupo. Para haver um
indicio de ativagao das células Th2, acreditamos que os niveis da IL-4, a principal indutora da
resposta Th2, também deveriam estar aumentados.

Coletamos o fluido com pontas de papel absorvente pois ¢ uma técnica rapida, facil e
permite a quantificagdo do volume. A técnica da lavagem e aspiragdo ndo permite a
quantificagdo do volume, pois nem todo o fluido pode ser recuperado durante o procedimento
de aspiragio'®”. Os constituintes encontrados no fluido gengival podem ser apresentados em
quantidade absoluta, em concentracdo ou através de ambas as formas se a profundidade da
bolsa e o tempo de coleta forem informados. Como hé controvérsias sobre a melhor forma de
apresentacao dos dados, ¢ recomendado que os dados sejam apresentados tanto em quantidade
total como em concentragdo'”. Comparando nossos dados obtidos através da quantidade
absoluta e concentragdo, quando houve diferenga significativa na apresentacdo dos dados
através da quantidade total, permanecia uma tendéncia quando os dados eram apresentados na
forma de concentragdo (Tabelas 3 e 4). Esse fato ratifica nossos achados. A Unica excegao foi
em relagdo a diferenca da IL-18 entre os grupos DC e GC que desapareceu quando os dados
foram apresentados através da concentracao.

O maior nimero de individuos ex-fumantes no grupo RCUI esta de acordo com a
literatura, ja que a RCUI afeta predominantemente ndo-fumantes e ex-fumantes. O habito de
fumar ¢ um importante fator ambiental na DII, determinante do fendtipo da doenga e causador
de efeitos diferentes na DC e na RCUI. O risco de ocorréncia da DC ¢ maior em fumantes
enquanto que na RCUI o habito de fumar diminui o risco de ocorréncia da doenga. Entretanto,

como o hébito de fumar esta associado a varios outros efeitos prejudiciais a saide, ha um
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consenso entre os gastroenterologistas em incentivar os pacientes com DC e RCUI a parar de
fumar'°'%”, Na periodontite, o habito de fumar é um fator de risco, mas os mecanismos
bioldgicos que causam os efeitos prejudiciais do fumo no periodonto ainda ndo foram
esclarecidos'™ Foi demonstrado que os niveis do TNFa estavam significativamente mais
altos no fluido gengival de pacientes com periodontite fumantes do que em nao-fumantes,

109-111
. Nesse estudo,

mas os niveis de IL-6 e IL-1B ndo foram afetados pelo habito de fumar
acreditamos que o numero significativamente maior de ex-fumantes no grupo RCUI do que
no grupo GC nio interferiu nas andlises, pois reflete um habito passado que nao influencia a
expressao dos mediadores inflamatérios no fluido gengival no momento da analise. O
pequeno numero de fumantes também nao influenciou os resultados e, por esse motivo, foram
mantidos em nosso estudo. Devido ao importante papel do hdbito de fumar nessas duas
doengas, parece interessante explorarmos esse tema através de uma avaliacdo futura dos
marcadores no fluido gengival de pacientes com DII fumantes e ndo-fumantes.

No soro, a IL-18 foi a Unica citocina que estava em niveis significativamente mais
elevados em pacientes com DII do que nos individuos do grupo GC. Esse resultado esta de
acordo com estudos que avaliaram essa citocina em pacientes com DC¥?'1#11 ¢ com o
estudo que mostrou uma tendéncia a maior quantidade de IL-18 no soro de pacientes com
RCUI'", quando comparados a controles saudaveis. Dependendo do contexto imunoldgico, a
IL-18 tem a capacidade de induzir a diferenciacao tanto Th1 quanto Th2. A IL-18 na presenca
da IL-12 induz a produgdo de IFN-y em células NK e células T e, conseqlientemente, o
desenvolvimento de uma resposta Th1. Na auséncia da IL-12, a IL-18 induz a produgao de IL-
4, IL-5, IL-10 e IL-13'". Como a IL-12p70 foi pouco detectada no soro dos pacientes com
DII e nao houve diferengas nos niveis das citocinas Th2 entre os grupos, nossos resultados
também ndo demonstraram um padrao de resposta Thl ou Th2 no soro. Entre os grupos DC e
RCUI, a tnica diferenca encontrada no soro foi uma tendéncia a niveis mais elevados do
TNFa em pacientes com DC quando comparados aos pacientes com RCUI. Esse achado esta
de acordo com os estudos que demonstram um papel central do TNFo. na DC "7,

Ha duas possiveis explicacdes para a auséncia de diferenca na expressdo de citocinas
no soro em relagdo ao grupo controle. A primeira explicacdo pode ser a atividade de doenga.
Em nosso estudo, apenas 5 pacientes com DC e 3 pacientes com RCUI estavam em atividade
de doenga. Uma maior produgdo de citocinas por células da mucosa intestinal®’ assim como
deteccdes de niveis mais altos de citocinas na circulagdo sdo encontradas quando os pacientes

~ .. 11 L1 . . .,
estdo em atividade de doenca''®. Em nosso estudo, analises comparativas entre individuos
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com doenca em atividade e doenga em remissao ndo puderam ser realizadas em virtude da
desproporcionalidade existente. Parece interessante aumentarmos o nimero de pacientes com
DII em atividade a fim de igualarmos ao nimero de individuos com doenca em remissdo para
que essa questdo possa ser estudada.

A segunda provavel explicagdo ¢ a medicacdo. O tratamento da DII ¢ individualizado
e depende, entre outros fatores, do grau da atividade e da localizacdo da doenga. No grupo
DC, 6 individuos faziam uso de imunomoduladores e, no grupo RCUI, 8 individuos estavam
usando aminosalicilatos. Esses dados estdo de acordo com a terapia de manuten¢do da
remissdo de cada uma dessas doencas, ja que na DC o agente de manutencdo de primeira
escolha ¢ a azatiopriona ou a 6 mercaptopurina ¢ na RCUI sdo os compostos derivados do
acido 5-aminosalicilato’. Nossos pacientes foram selecionados tendo como base a condi¢io
periodontal sem levar em consideragdo as variagdes individuais referentes a DIIL.
Futuramente, uma distribui¢do mais uniforme da medica¢do utilizada talvez nos esclarega se
ha alguma atuacdo da medicagao utilizada por esses pacientes no periodonto. Caso atuem, ¢
possivel que a taxa de progressdo da periodontite seja mais lenta porque os medicamentos
estariam controlando a resposta imune do hospedeiro que ¢ exacerbada na periodontite, ou,
por outro lado, a progressao talvez seja mais rapida porque a resposta imune estd diminuida e
o hospedeiro ndo consegue combater a agressao da placa microbiana.

Através da avaliacdo da atividade da elastase ¢ da mensuracdo dos niveis das MMP-8
e MMP-9, avaliamos a liberacdo dos granulos primarios, secundarios e tercidrios dos
neutréfilos, respectivamente. Inicialmente, analisamos a atividade da elastase e observamos
que nao havia diferencas entre os grupos. Entdo, decidimos avaliar o grau de destruigao
tecidual nos sitios com peridontite através da mensuracdo dos niveis das MMP-8 ¢ MMP-9
que sdo as principais colagenases nas lesdes periodontais®®>’. Da mesma forma, nio houve
diferenca entre os grupos em relagdo aos niveis das MMPs. O presente trabalho nos leva a
concluir que havia viabilidade celular e funcdao dos trés granulos, entretanto, nao havia uma
funcao aumentada dos neutro6filos nos pacientes com DII.

Apenas no grupo RCUI foi detectada uma correlagdo entre uma citocina no soro, a IL-
18, e uma citocina no fluido gengival, a IL-1B. A IL-18 e a IL-IP sdo citocinas pro-
inflamatorias, estruturalmente homologas, pertencentes a familia da IL-1°*'"". A IL-18 ativa
macrofagos, neutrofilos, células endoteliais, condrécitos, osteoclastos e queratindcitos. A IL-
18 possui a capacidade de induzir TNFa e IL-1 em células mononucleares. Além disso, a
IL-18 ¢ capaz de iniciar uma cascata de citocinas com a concomitante expressao de

marcadores pro-inflamatorios como, por exemplo, 6xido nitrico, moléculas de adesdo e
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MMP-9%®. Na periodontite, a IL-1p exerce um papel importante como mediadora da

destruicdo tecidual local**>"*!

. Esse resultado indica que pode haver uma relativa correlagdo
entre a resposta plasmatica e a tecidual. Além disso, pode ser mais uma provavel explicagdao
para a maior destrui¢do periodontal encontrada nos pacientes com RCUI, quando comparados
aos pacientes com DC e aos pacientes sauddveis, no estudo prévio realizado pelo nosso

grupo'¢ .
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6 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstraram que:

a)

b)

d)

nos pacientes com doenca inflamatoria intestinal, a quantidade total da IL-4 estava
mais baixos no fluido gengival dos sitios com periodontite e os niveis da IL-18

estavam aumentados no soro;

a fun¢do dos neutrofilos foi similar entre os pacientes com doenga inflamatoria

intestinal e os individuos saudaveis;

com excecdo da correlagdo positiva entre a IL-18 sérica e a IL-1p no fluido gengival
dos pacientes com retocolite ulcerativa idiopatica, ndo houve correlagdo entre as
diversas citocinas avaliadas no soro e as citocinas no fluido gengival nos pacientes

sauddveis nem nos pacientes com doenga inflamatoria intestinal;

nao houve caracterizagdo de um padrao de resposta Thl ou Th2 no fluido gengival dos

pacientes com doenca inflamatoria intestinal.
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Prevalence of periodontitis and
DMFT index in patients with
Crohn’s disease and ulcerative
colitis
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Abstract

Aim: To compare the prevalence of periodontal disease and the decayed, missing and
filled teeth (DMFT) index in patients with Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis
(UC) with those without these diseases.

Material and Methods: Ninety-nine CD (39.0 SD + 12.9 years), 80 UC (43.3

SD =+ 13.2) and 74 healthy controls (40.3 SD =+ 12.9) were compared for DMFT index
and presence of periodontitis. Probing pocket depth (PPD), clinical attachment loss
(CAL), bleeding on probing (BOP), plaque and DMFT index were measured on all
subjects. The presence of periodontitis was defined as having CAL =3 mm in at least
four sites in different teeth.

Results: Significantly more patients with UC (90.0%; p<0.001} and CD (81.8%:

p = 0.03) had periodontitis than controls (67.6%). Among smokers, UC patients had
significantly more periodontitis. CD had a greater mean DMFT score (18.7 versus
13.9; p=0.031) compared with controls and UC had greater median PPD (2.2 versus
1.7 mm; p <0.0001) than controls. Among non-smokers, CD (2.4 mm; p<0.0001) and
UC showed deeper pockets (2.3 mm; p<0.0001) compared with controls (1.5 mm).
UC had a greater mean DMFT score (15.3 versus 12.1; p =0.037) compared with
controls.

Conclusions: CD and UC patients had higher DMFT and prevalence of periodontitis
than controls, but smoking was an effect modifier.
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Inflammatory ~ bowel disease (IBD)  ulcerative colitis (UC) (Podolsky 2002,
encompasses two distinct chronic intest-  Bouma & Strober 2003). The pathogenesis
inal disorders: Crohn’s disease (CD) and  of IBD is still elusive as no agent or
mechanism has explained all aspects of
the disease. However, it is known that
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onset of the intestinal symptoms
(Greenstein et al. 1976, Ghandour &
[ssa 1991, Williams et al. 1991). The
prevalence of oral manifestations in IBD
varies between 0% and 9% in adults
(Basu 1976, Greenstein et al. 1976,
Lisciandrano et al. 1996, Dupuy et al.
1999).

A high prevalence of caries has been
reported in CD patients (Bevenius 1988,
Sundh & Emilson 1989, Schiitz et al.
2003); in comparison, little or no infor-
mation is known about the prevalence of
dental caries in UC patients. To date,
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only two cross-sectional studies have
been performed examining the preva-
lence and severity of periodontitis in
patients with IBD (Flemmig et al
1991, Grossner-Schreiber et al. 2006).
Flemmig et al. (1991) examined 46 CD
patients and 61 UC patients. The perio-
dontal examination was carried out at
two sites (mid — and mesiobuccal) of all
present teeth in two quadrants. They
showed that periodontitis was more pre-
valent but not more severe in this popu-
lation. However, there was no control
group and the results were compared
with the assessment of Oral Health of
United States Adults. The study by
Grossner-Schreiber et al, (2006) exam-
ined 62 patients with IBD and compared
the results with 59 matched healthy
controls, and the periodontal examina-
tion was performed in two quadrants.
They found that patients with IBD
had more sites of periodontitis with
attachment loss of at least 4 and 5 mm
although no significant differences were
found between IBD patients and healthy
controls. Furthermore, in this study no
distinction was found between CD and
UC patients.

Periodontitis and IBD are multi-
factorial diseases. It is known that both
result from an aberrant immune response
in a susceptible host that may also be
influenced by environmental factors
(MacDonald et al. 2000, Bouma &
Strober 2003, Kinane & Mark Bartold
2007). Because the key mediators
involved in tissue damage in both dis-
eases are common, such as cytokines and
matrix metalloproteinases (Pallone &
Monteleone 2001, Kinane & Mark
Bartold 2007), we hypothesized that
patients with IBD could be more suscep-
tible to periodontitis. However, as CD
and UC have markedly different features
(Bouma & Strober 2003), information is
lost when they are combined as IBD and
analysed as one disease: hence. they
should be evaluated separately.

Therefore, the purpose of this study
was to determine the prevalence of
periodontitis and the DMFT index of
CD and UC patients through a full-
mouth examination and compare them
with the findings from systemic healthy
controls.

Material and Methods
Subjects

Ninety-nine CD patients and 80 UC
patients participated in the study. The
diagnosis of CD or UC had been

established previously by clinical, radi-
ological. endoscopic and histological
analyses. All these individuals were
out-patients attending the inflammatory
bowel disease clinics at Pedro Ernesto
University Hospital of the Rio de
Janeiro State University (HUPE-UERJ)
and the Clementino Fraga Filho Univer-
sity Hospital of Federal University of
Rio de Janciro (CFFUH-UFRJ), both in
Rio de Janeciro, Brazil.

Seventy-four age-matched systemi-
cally healthy individuals who worked at
the University Hospitals comprised the
control group. The participants of the
control group did not show any clinical
signs of ongoing systemic disease.

Edentulous  individuals, patients
requiring antibiotic prophylaxis before
the periodontal examination and preg-
nant women were excluded from this
study. Participants enrolled in this study
also signed a written informed consent.
When the patient was < 18 years old,
one of the parents or the guardians
consented. The protocol was reviewed
and approved by the Committee on
Ethics and Research of the HUPE-
UERJ and CFFUH-UFRI. Eligible par-
ticipants were recruited from January
2005 to 20006.

Clinical data

A questionnaire covering demographic
data including age. sex. medical history,
medication used and smoking habits
was administered. The smoking habit
was registered as current smokers (those
who currently smoke cigarettes daily or
occasionally). non-smokers (those who
have never smoked cigarettes) and for-
mer smokers (those who have smoked
cigarettes but who currently do not
smoke) (Ojima et al. 2006). In the
present study, occasionally refers to
the subjects who said that they smoke
only during the weekends. Current smo-
kers were asked about cigarette con-
sumption in terms of the number of
cigarettes per day.

After the clinical examination, the
medical records were reviewed in order
to check the information obtained from
the patients and to collect information
concerning their disease activity. Crohn’s
Disease Activity Index (CDAIL) (Best
et al. 1976) was used to assess disecase
activity in CD patients, whereas Truelove
and Witts” index (Truelove & Witts
1955) was used to assess disease activity
in UC patients. A CDAI higher than 150
represents active disease in CD patients.
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The presence of more than six episodes
of bloody diarrhoea, fever, anaemia (hae-
moglobin <7.5g/dl). cardiac frequency
>90b.p.m. and erythrocyte sedimenta-
tion rate (ESR) =>30mm per first hour
was considered to indicate active disease
in UC patients.

In the CD group. some paticnts
were not taking any medication (n=9),
those who were wused aminosali-
cylates  (n=26). immunomodulators
(n=21), aminosalicylates+immunomo-
dulators  (n=17), aminosalicylates+
corticosteroids  (n==8)., immunomo-
dulators+corticosteroids (n = 9) and ami-
nosalicylates+immunomodulators+corti-
costeroids (n=9). In the UC group.
patients used aminosalicylates (n = 52).
immunomodulators (n = 4), aminosalicy-
lates+immunomodulators  (n =9), ami-
nosalicylates+corticosteroids (n = 9), im-
munomodulators+corticosteroids (n = 2)
and aminosalicylates+immunomodula-
tors+corticosteroids (rn=4), In addition,
seven CD and three UC patients were
using anti-TNFz, four CD and one UC
patients were using metronidazol and four
CD patients were using ciprofloxacin in
combination with the above medication.

Oral examination

The clinical examination was performed
in all present teeth except for the third
molars. The following periodontal para-
meters were measured at six  sites
(mesio-buccal, buccal, disto-buccal,
mesio-lingual, lingual and disto-buccal)
for each tooth: presence of plaque. pre-
sence of bleeding on probing (BOP).
probing pocket depth (PPD) and clinical
attachment loss (CAL). PPD (the dis-
tance from the gingival margin to the
bottom of the pocket) and CAL (the
distance from the cementoenamel junc-
tion (JCE) to the bottom of the pocket/
sulcus) were measured using a conven-
tional periodontal probe (Hu-Friedy™,
Chigaco, IL. USA) -15. In the cases
where the CEJ was not visible, for
example, by a restoration, the position
of CEJ was estimated by extrapolating
the position of the CEJ from the adja-
cent teeth. Periodontitis was defined as
the presence of at least four sites in
different teeth with CAL =3 mm.

The teeth were examined for caries
according to the DMFT index using the
World Health Organization (WHO) cri-
teria, and the intra-oral examination for
assessment of mucosa lesions was also
performed following WHO recommen-
dations (WHO 1997),



Periodontitis and DMFT in bowel disease

Table 1. Demographic data of 99 CD patients, 80 UC patients and 74 healthy controls
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Crohn’s disease pl Controls p2 Ulcerative colitis p3
(n=199) (n="174) (n=80)

Age 39.0 (12.9) 0514 (rtest)  40.3(12.9) 0.098 (r-test) 43.3(13.2) 0.032 (r-test)
Male 31 (31.3%) 0.876 24 (32.4%) 0.259 33 (41.3%) 0.169
Female 68 (68.7%) 0.876 50 (67.6%) 0.259 47 (58.7%) 0.169

White 61 (61.6%) 0.001 27 (36.5%) 0.005 47 (58.7%) 0.697
Mixed 32 (32.3%) 0.100 33 (44.6%) 0.293 29 (36.2%) 0.582

Black 6 (6.0%) 0.009 14 (18.9%) 0.007 4 (5.0%) 0.759
Family history 12 (12.1%) - 11 (13.7%) 0.746
Smokers 12 (12.1%) 0.993 9(12.2%) 0489 7 (8.7%) 0467
Non-smokers 63 (63.6%) 0.043 57 (77.0%) p=0.0001 38 (47.5%) 0.043
Former smokers 24 (24.3%) 0.017 8 (10.8%) p=0.0001 35 (43.8%) 0.009

Time of diagnosis 72 (96) - 72 (84) 0.795
(months) (Mann-Whitney)
Hypertension 18 (18.2%) p<0.0001 0 p=<0.0001 17 (21.2%) 0.607
Diabetes 0 0 0.092 3(3.9%) 0.052
Extra-intestinal 50 (50.5%) - 42 (52.5%) 0.791
manifestations

Active disease 22 (22.2%) - 19 (23.7%) 0.809

pl:significance of the difference between Crohn’s disease (CD) patients and controls, p2: significance of the difference between ulcerative colitis (UC)
patients and controls and p3: significance of the difference between CD and UC patients. Test was 7" unless otherwise stated.

The number of subjects, and percentage for all the parameters except for age, the data is expressed as mean and standard deviation (SD). Time of
diagnosis is expressed as median and quartile range.

Two periodontists involved in the
examination achieved substantial inter
— examiner reproducibility (k= 0.775,
p=<0.001) for all the variables analysed.

Statistical analysis

A post-hoc calculation showed that with
a sample size of 253, across the three
groups, a one-way analysis of variance
would have 99% power to detect, at the
0.05 level, a difference in mean PPD.

Normally distributed data were dis-
played as mean and standard deviation
whereas non-normally distributed data
were displayed as median and quartile
range. Differences in the frequency of
subjects within groups were assessed by
the ,(2 test. The r-test was used to for
parametric data and the Mann—Whitney
U test was used to compare non-para-
metric data. The significance level was
set at p<0.05. BOP, PPD and CAL
were log transformed and analysis test
of covariance (ancova) with adjust-
ments for race, gender, age, plaque and
smoking habit was performed. Analyses
were performed using by software pack-
age STATISTICA (StatSoft, Inc. 2005)
version 7.1.

Results

Clinical data

The detailed demographic data from
UC, CD and controls patients are

reported in Table 1. CD patients showed
a significantly higher DMFT index
(p=10.018), less sites with plaque
(p=0.017) and BOP (p =0.038), dee-
per PPD (p<0.0001), and there were
more  subjects  with  periodontitis
(p=0.03) when compared with the
controls (Table 2A).

UC patients had significantly fewer
teeth (p =0.002), a higher DMFT index
(p<0.0001), deeper PPD (p<0.0001),
more CAL (p=0.004), more subjects
with periodontitis (p<0.001) and more
sites with CAL =3mm than controls
(p =0.007). Furthermore, UC patients
had significantly higher CAL
(p=0.005) and a significantly higher
number of sites with CAL =3 mm
(p =0.006) than CD patients (Table 2A).

After adjustments for race. gender,
smoking habit, age and plaque, CD
and UC patients still had a significantly
higher DMFT index (p-=<<0.0001,
p=0.003, respectively) and deeper
PPD (p<<0.0001, for both) than con-
trols. UC patients had significantly
more CAL (p=0.02) than controls.
After the same adjustments, when com-
pared with CD, UC patients had a sig-
nificantly  higher  DMFT index
(p<0.0001) and a significantly deeper
PPD (p<0.0001).

Among non-smokers (Table 2B), CD
patients showed significantly fewer sites
with plaque (p = 0.033) and deeper PPD
(p=<0.0001) when compared with con-
trols. UC patients had a greater DMFT

score (p=0.037) and deeper pockets
(p<0.0001) compared with controls.
After adjustment for race, gender, age
and plaque, both IBD groups showed
deeper PPD (p<0.001 for both) and
greater DMFT scores (p=0.023 for
CD and p = 0.005 for UC) than controls.

Among smokers (including former
smokers), CD patients had a signifi-
cantly greater DMFT score (p =0.031)
and fewer sites with BOP (p =0.049)
compared with controls. UC patients
had deeper pockets (p<<0.0001) than
controls and slightly more sites with
CAL =3mm (p=0.076) than CD
patients (Table 2C). After adjustment
for race, gender, age and plaque, CD
and UC patients had greater DMFT
scores (p = 0.003 and 0.04) as compared
with controls while only UC patients
showed deeper pockets (p<<0.001).

Periodontitis was more common
among smoking patients with UC
(95.2% versus 70.0%, p=0.008) odds
ratio 9.60 (95% confidence interval
1.38-66.82) as compared with smoking
controls. Periodontitis was also more
common among non-smoking UC
patients than controls (84.2% versus
66.7%) but the difference did not reach
significance (p = 0.057).

Oral lesions
No difference was apparent between

the groups in the number of subjects
with oral lesions, and consequently no
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Table 2. Median (quartile range) for the number of teeth, percentage of sites with plaque, percentage of sites with bleeding on probing (BOP),
probing pocket depth (PPD), clinical attachment loss (CAL), subjects with periodontitis and percentage of sites with AL =3 mm, and mean
(standard deviation) for the decayed, missing and filled tooth (DMFT) index in CD patients, UC patients and healthy controls

Crohn’s disease (n = 99) pl Controls (n = 74) p2 Ulcerative colitis (n = 80) p3
(A) Al subjects
Number of teeth 24.0 (9.0) 0.133 25.0 (6.0) 0.002 22.0 (10.0) 0.086
DMFT index 15.1(7.2) 0.018 12.5 (6.8) <0.0001 16.4 (6.6) 0.229
% of sites with plaque 38.2(47.4) 0.017 52.7 (41.6) 0.479 53.7 160.4) 0.239
% of sites with BOP 19.6 (20.5) 0.038 24.4(29.7) 0.265 21.5421.9) 0.308
PPD (mm) 2.3(1.3) <0.0001 1.6 (0.4) <0.0001 2304 0.941
CAL (mm) 0.9 (0.9) 0.576 1.2 (1.0) 0.004 13 (1.4 0.005
Subjects with periodontitis 81 (81.8%) 0.030 50 (67.6%) =0.001 72 (90.0%) 0.122
G0 sites CAL =3 mm 13.2(21.8) 0.655 11.7 (26.5) 0.007 22.8 (39.3) 0.006

Crohn’s disease (n = 63) pl Controls (n = 57) p2 Ulcerative colitis (n = 38) p3
(B) Non-smokers
Number of teeth 25.0 (9.0) 0.453 26.0 (6.0) 0.124 24.0 (10.0) 0.337
DMFT index 13.0(6.7) 0.483 12.1(7.2) 0.037 153 (7.0) 0.120
% of sites with plaque 37.5(47.3) 0.033 51.7 (33.3) 0.566 38.3(79.2) 0.516
% of sites with BOP 20.4 (19.0) 0.234 23.8 (29.2) 0.670 22.0 {19.0) 0.430
PPD (mm) 24(1.1) <0.0001 1.5 {0.3) <0.0001 23(0.3) 0.336
CAL (mm) 0.7 (0.8) 0.808 0.7 (0.9) 0.092 1.0 (1.4) 0.108
Subjects with periodontitis 50 (79.4%) 0.116 38 (66.7%) 0.057 32 (84.2%) 0.546
9 sites CAL =3 mm 10.0 (18.7) 0.910 8.7 (25.3) 0.140 14.7 (40.9) 0.162

Crohn’s disease (n = 36) pl Controls (n=17) p2 Ulcerative colitis (n = 42) p3
(C) Smokers
Number of teeth 23.0 (11.0) 0.306 23.0(5.0) 0.067 19.5 (8.0) 0.533
DMFT index 18.7 (6.4) 0.031 13.9 (4.9) 0.228 174 (6.2) 0.396
% of sites with plaque 53.2 (45.6) 0.084 66.7 (42.5) 0.183 54.2 (504) 0.527
% of sites with BOP 17.3 {22.2) 0.049 25.0(26.2) 0.218 20.7 (26.1) 0.359
PPD (mm) 2.0(1.8) 0.179 1.7 (0.5) <0.0001 2.2 (0.5) 0.249
CAL (mm) 1.1(1.1) 0.804 1.4 (1.3) 0.402 1.6 (1.4) 0.102
Subjects with periodontitis 31 (86.1%) 0.177 12 (70.6%) 0.008 40 (95.2%) 0.159
90 sites CAL =3 mm 22.8 (27.6) 0.826 22.4 (39.7) 0.436 31.7 (33.8) 0.076

pl: significance of the difference between Crohn’s disease (CD) patients and controls, p2: significance of the difference between ulcerative colitis (UC)
patients and controls and p3: significance of the difference between CD and UC patients. Mann—Whitney U/ test was used to comparisons except for
DMFT index and for subjects with periodontitis in which #test and 3 test were used, respectively.

relationship was found between disease
activity and the higher prevalence of
oral lesions either in CD or in UC
patients. Altogether, there were 20
patients with candidiasis lesions (CD
n=28, UC n=8, controls n =4), three
with ulcerous aphtous (CD n=2, UC
n=1) and five with lichen planus
lesions (CD n=1, UC n =23, controls
n=1).

In CD group, the patients who had
candidiasis were taking aminosalicy-
lates (n=2), immunomodulators
(n=2), aminosalicylates+immunomo-
dulators  (n=12). aminosalicylates+
corticosteroids +ciprofloxacin -~ (n=1)
and aminosalicylates+immunomodula-
tors+corticosteroids (n = |). The patients
who had ulcerous aphtous were taking
aminosalicylates (n = 1) and a combina-
tion of aminosalicylates+immunomo-
dulators+corticosteroids (n=1). The

patient who had lichen planus was
taking aminosalicylates (n=1). In the
UC group, all the patients who had
candidiasis were taking aminosalicy-
lates (n=8) and also the patient who
had ulcerous aphtous (n=1). The
patients who had lichen planus were
taking aminosalicylates (n=1) and
immunomodulators (n = 2).

Discussion

The current study revealed that patients
with UC and CD had a significantly
worse oral health than matched controls.
Our definition of periodontitis was
based on the criteria of the American
Academy of Periodontology (Lindhe et al.
1999). In an attempt to avoid false-
positive cases. we considered only
patients with a minimum of four sites

and at least 3mm of CAL in different
teeth as having periodontitis. According
to these criteria, the prevalence of perio-
dontitis was significantly higher in both
patient groups compared with the con-
trols. This is in line with the study by
Flemmig et al. (1991). who showed a
slightly higher prevalence of perio-
dontitis in patients with IBD. Grossner-
Schreiber et al. (2006) also showed that
patients with IBD had slightly more
sites with CAL than controls. The high
prevalence of periodontitis in our con-
trol group is in accordance with an
carlier population study in Brazilian
adults in which 97.4% of the subjects
had CAL =3 mm (Susin et al. 2004).
Smokers (former and current) in all
three groups had more periodontitis.
Both non-smokers CD and UC patients
showed deeper pockets compared with
the controls after adjustments for race.



gender, smoking habit, age and plaque.
This is in contrast with Grossner-
Schreiber et al. (2006), who found deeper
pockets in the control group compared
with patients with IBD. The median pock-
et depth and CAL found in our patients
were similar to those reported by Flem-
mig et al. (1991) and Grssner-Schreiber
et al. (20006). However, we showed a
higher prevalence of disease between the
groups studied compared with the con-
trols. A possible explanation could be that
we used whole-mouth examination (six
sites per tooth in all existing teeth except
for the third molars), which is currently
considered the gold standard. Beck et al.
(2006) showed that the prevalence of
periodontitis is underestimated in half-
mouth studies, especially in younger
populations.

UC patients, both smokers and non-
smokers, had a tendency of more CAL
and more sites with CAL =3 mm com-
pared with CD, which suggests that the
response to the dental plaque may be
different between these groups. Indeed,
CD and UC differ regarding their immu-
nopathogenesis, which involves the T
helper (Th) cell differentiation; CD is
considered to be Thl disease while UC
has characteristics of a Th2 disease
(Bouma & Strober 2003). Thus, it may
be possible that this difference might
also be reflected in the extension of
periodontal destruction, but further stu-
dies are warranted to confirm this
hypothesis. Another possible explana-
tion for the difference between UC and
CD regarding CAL is that the CD
patients were taking significantly more
immunomodulators than UC  patients
(data not shown). However, it is
unknown whether the medications used
by these patients have any effect on the
peridontium.

Our findings of a higher DMFT in the
patient groups are in line with earlier
studies (Rooney 1984, Bevenius 1988,
Sundh & Emilson 1989, Schiitz et al.
2003) but in contrast with the results of
Grossner-Schreiber et al. (2006). Gross-
ner-Schreiber et al. (2006) showed no
significant difference in the DMEF-S
index between cases and controls
although IBD patients had significantly
more plaque. Increased sugar consump-
tion seems to be the main cause of a
higher prevalence of caries in CD
patients (Sundh & Emilson, 1989,
Schiitz et al. 2003). We did not take
dietary records from the subjects but, as
our CD patients had significantly less
plaque than controls and there was no

Periodontitis and DMFET in bowel disease

difference regarding plaque between UC
patients and controls, we speculate that
the diet can be the cause of the higher
DMFT index. Our study is the first to
assess caries in UC patients.

We were unable to find any signifi-
cant differences in the prevalence of oral
lesions  between the three groups.
Furthermore, other previously described
oral manifestations of IBD. such as
cobblestone appearance of the mucosa,
swelling of the oral and perioral tissues,
angular cheilitis and pyostomatitis
vegetans (Basu 1976, Plauth et al.
1991, Lisciandrano et al. 1996), were
not observed. This may be attributable
to the fact that the ongoing medication
diminished these oral manifestations.

Overall, CD and UC patients had
higher DMFT and prevalence of perio-
dontitis than controls, but smoking was
an effect modifier: there was no differ-
ence in the prevalence of periodontitis
among non-smoking control subjects
and non-smoking subjects with CD or
UC, but the prevalence of periodontitis
was greater among smokers with UC
than smokers without UC.
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Clinical Relevance

Scientific rationale for the study: CD
and UC patients may be more sus-
ceptible to periodontitis because the
mechanisms of tissue destruction are
similar. Previously, the oral status of
CD patients has been investi-

gated but data are lacking for UC
patients.

Principal findings: CD and UC
patients had a higher prevalence
of periodontitis and a higher
DMFT index than controls. A higher
prevalence of periodontitis  was

most pronounced in smoking UC
patients.

Practical implications: CD and UC
patients should be enrolled in oral
care programme for early diagnosis
and preventive care that includes
smoking cessation.
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Inter-relacdo entre a doenga periodontal e a doenca de Crohn
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Resumo

O objetivo desta revisao foiavaliar os fatores envolvidos na possivel relacao entre a doenca periodontal e a doenca de
Crohn. A destruicio tecidual na periodontite, considerada uma reacio especifica do hospedeiro ao actiimulo do
biofilme na margem gengival, é determinada pela natureza e pelo controle das respostas imune inata e adaptativa.
Teorias tém sido postuladas a fim de explicar a progressao da gengivite para a periodontite no contexto do paradigma
Th1/Th2. A doenca de Crohn possui um perfil de suscetibilidade Th1 e virios mediadores inflamatdrios estao
induzidos na mucosa intestinal inflamada. Concluindo, € possivel que haja uma maior prevaléncia de periodontite nos
portadores de doenca de Crohn, pelo fato de as duas doencas possuirem mecanismos patogénicos em comum,

provavelmente, devido ao mesmo perfil linfocitario.

Palavras-chave: doenca periodontal, doenca de Crohn, perfil de suscetibilidade.

INTRODUCAO

A periodontite cronica ¢ uma doencga
destrutiva, que afeta as estruturas de suporte
dos dentes, incluindo ligamento periodontal,
cemento e osso alveolar.

Clinicamente, ha formacao de bolsas e
(ou) recessdo gengival. Sua prevaléncia e severi-
dade aumentam com a idade, podendo afetar
um numero varidvel de dentes e apresentar di-
ferentes taxas de progressio (GENCO, 1996).

Apesar de a agressao bacteriana ser ne-
cessaria para a ocorréncia da doenca periodontal
(OFFENBACHER, 1996), o papel central na
patogénese da doenca periodontal é exercido pela
resposta do hospedeiro através do controle das
respostas imune inata e adaptativa. Esse con-

trole é, por sua vez, regulado pelas citocinas
Th1/ThZ2, e teorias téem sido postuladas a fim
de explicar a suscetibilidade a periodontite no
contexto do paradigma Th1/Th2 (YAMAZAKI;
YOSHIE: SEYMOUR, 2003). Virias citocinas
estio envolvidas na destruicao tecidual. A
interleucina (IL) 1 beta (IL-1pB), por exemplo,
é encontrada em niveis elevados no fluido
gengival de pacientes com doenca periodontal
(FIGUEREDO et al., 1999). A periodontite
caracteriza-se pela hiperatividade de neutrofilos,
com liberacdo excessiva de proteases, em espe-

cial a elastase, e radicais livres de oxigénio
(GUSTAFSSON:; ASMAN, 1996).
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Os mecanismos de destruicao tecidual,
semelhantes entre a periodontite e outras do-
encas inflamatérias cronico-destrutivas, como a
artrite reumatoéide, tém estimulado o estudo de
possiveis associacdes entre essas condicdes
(MIRANDA et al., 2003). Nossa hipdtese é
que pode haver uma maior prevaléncia de
periodontite nos portadores de doenca de
Crohn, pelo fato de as duas doengas possuirem
mecanismos patogénicos em comum, possivel-
mente dividindo o mesmo perfil linfocitario.

A doenca de Crohn é uma enfermidade
sistémica, de etiologia desconhecida, caracteri-
zada por um processo inflamatério cronico, que
pode acometer todo o trato gastrointestinal,
desde a boca até o anus. A doenca de Crohn
possui um perfil de suscetibilidade Th1 e vari-
os mediadores inflamatorios estao induzidos na
mucosa dos pacientes com a doenca. Entre os
mediadores inflamatérios, podemaos destacar:
prostaglandina E2 (PGE2), leucotrieno B4, fa-
tor ativador de plaquetas (PAF), IL-8, RANTES,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-«), IL-1,
IL-10, IL-12, interferon gama (INF-y), oxido
nitrico e produtos reativos do oxigénio
(FIOCCHI, 1998; VAN DEVENTER, 1999).

As publicacGes sobre as condigoes orais
em portadores de doenca de Crohn limitam-se
a descrever suas manifestacdes orais
(LISCIANDRANO et al., 1996; SCHEPER;
BRAND, 2002; KATZ etal., 2003). Ndo ha,
na literatura, dados consistentes sobre as con-
dicées periodontais de pacientes com doenca
de Crohn. O objetivo deste estudo ¢ avaliar a
possivel relacdo entre a periodontite e a doenca
de Crohn.

PERFIL TH1/TH2 E DOENCAS CRONICO
-INFLAMATORIAS

Mosmann e Coffman (1989) demonstra-
ram, pela primeira vez, que clones de células
TCD4+ de ratos podiam ser classificados em
subpopulacées funcionais distintas, baseado nos
perfis de citocinas sintetizadas por essas célu-
las. O isolamento de clones Thl e Th2 huma-
nos por Romagnani (1994) desencadeou um
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grande numero de estudos sobre os efeitos do
paradigma Th1/Th2 em humanos. Mais recen-
temente, tem sido demonstrado que outras cé-
lulas, além das células TCD4+, sdo capazes de
produzir citocinas Th1 e Th2. Sao elas: TCD8+,
monocitos, células NK, células B, eosinofilos,
mastocitos, basofilos, entre outras células
(YAMAZAKI; YOSHIE; SEYMOUR, 2003)

As citocinas Thl incluem a IL-2, INFy,
IL-12 e o fator de necrose tumoral beta (TNF[3),
enquanto as citocinas ThZ incluem IL-4, TL-5,
IL-6, IL-10 e IL-13. Em geral, as citocinas Thl
favorecem o desenvolvimento de uma resposta
imune celular forte, enquanto citocinas Th2
favorecem uma forte resposta imune humoral.
Algumas dessas citocinas Th1 /Th2 exercem
uma regulacdo cruzada. Por exemplo, o INFy e
a IL-12 diminuem os niveis de citocinas Th2,
enquanto a I1.-4 e a IL-10 diminuem os niveis
de citocinas Thl (GEMMELL; SEYMOUR,
2004).

As citocinas sdo utilizadas para o exame
de doencas humanas, incluindo infeccdes cau-
sadas por virus, bactérias, parasitas e fungos as-
sim como condic¢des auto-imunes, reumatolo-
gicas e condicdes inflamatérias idiopaticas
(SINGH: MEHROTRA; AGARWAL, 1999).
Varios autores sugerem que, em condi¢des in-
flamatorias auto-imunes, como diabetes,
esclerose multipla e artrite reumatoide, as célu-
las Th1 sdo patogénicas, e as células ThZ prote-
toras (LAFAILLE, 1998). Entretanto, os dados
ainda ndo sdo conclusivos. O conceito Th1/Th2
sugere que as citocinas Th1/Th2 regulam o equi-
librio entre protecio e imunopatologia, assim
como o desenvolvimento e (ou) a severidade de
algumas desordens imunologicas (SINGH;
MEHROTRA; AGARWAL, 1999)

PERFIIL TH1/TH2 E DOENCA PERIO-
DONTAL

Na ultima década, varias teorias tém sido
postuladas a fim de explicar a progressio da
gengivite para a periodontite, no contexto do
paradigma Th1/Th2. No modelo proposto por
Seymour e colaboradores (1993), as células Thl
estdo associadas a gengivite, enquanto as célu-
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las ThZ estao associadas a periodontite
(GEMMELL; SEYMOUR, 2004).

Esse modelo esta baseado na classifica-
cdo histologica da doenca periodontal proposto
por Page e Schroeder (1976), no qual as células
predominantes na periodontite sdo os
plasmocitos. Como a resposta Th2 favorece uma
respsota imune humoral, os autores inferiram
que a periodontite possui um perfil Th2.

No modelo proposto por Ebersole e
Taubman (1994), as células Thl sio considera-
das como o resultado da destruicio tecidual, e
as células Th2 sdo consideradas protetoras. Nesse
modelo, INF-y estimula principalmente
mondcitos e macrofagos a produzirem citocinas
pro-inflamatorias e PGEZ, resultando em uma
condicao local hiper-reativa que leva a destrui-
cdo do tecido conjuntivo e a reabsorcio do osso
alveolar em pacientes suscetiveis (YAMAZAKI;
YOSHIE; SEYMOUR, 2003).

As evidéncias acumuladas téem sugerido
que a analise de células T é de extrema impor-
tancia tanto na compreensao da patogénese da
doenca periodontal quanto no desenvolvimen-
to de novas imunoterapias. Entretanto, as duas
hipoteses tém sido enfraquecidas por achados
contraditorios, e a interpretacdo dos resultados
dos estudos é prejudicada devido as diferencas
metodologicas, como utilizacdo de diferentes
tipos de celulas, incluindo células extraidas dos
tecidos gengivais, células mononucleares peri-
féricas do sangue, diferentes clones de células T
e a utilizacdo in vifre de componentes de dife-
rentes cepas bacterianas (GEMMELL;
SEYMOUR, 2004).

DOENGCA INTESTINAL INFLAMATORIA

A doenca intestinal inflamatoria (DII) é
uma denominacao geral para um grupo de dis-
tirbios inflamatérios cronicos que envolvem o
trato gastrointestinal, de causa desconhecida,
embora aspectos familiares ou genéticos, infec-
ciosos, imunoldgicos e psicologicos tém sido
sugeridos. A doenca intestinal inflamatéria pode
ser dividida em duas doencas principais: a colite
ulcerativa (UC) e a doenca de Crohn (DC)
(GLICKMAN, 1998).
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Ambas as doencas sao mais comuns em
individuos brancos, e os sexos sao igualmente
afetados. Na Europa Ocidental e nos EUA, a
colite ulcerativa apresenta a prevaléncia de,
aproximadamente, 70 a 150 casos por 100.000
habitantes, e a incidéncia de 6 a 8 casos por
100.000 habitantes. A prevaléncia da doenca
de Crohn é de, aproximadamente 20 a 40 casos
para 100.000 habitantes, e a incidéncia de 2
casos por 100.000 habitantes (LOGAN, 1998)
. No Brasil, esses dados siao desconhecidos. A
doenca mostra um pico entre os 13 e 35 anos
de idade, mas ja foi descrita em todas as faixas
etarias. Ha uma incideéncia familiar de DII com
transmissao vertical e horizontal, na qual 2 % a
5% das pessoas terdo um ou mais parentes afe-
tados (GLICKMAN, 1998).

O diagnostico da DII é baseado, inicial-
mente, na historia clinica e confirmado através
de endoscopia, radiografia, colonoscopia e acha-
dos patologicos. Os achados estao relacionados
a localiza¢do anatomica das lesdes, suas reper-
cussdes no estado geral do doente e a presenca
de complicacdes. Os principais sintomas da DII
sao diarréia e dor abdominal e, nos casos mais
graves, emagrecimento e febre. As caracteristi-
cas extra-intestinais associadas podem incluir
inflamacdo dos olhos, lesdes de pele, artrite e
ulceras aftosas (FIOCCHI, 1998; GLICK-
MAN, 1998; HANAUER; SANDBORN,
2001).

A atividade da DII é definida de acordo
com os parametros clinicos, manifestacdes
sistémicas e o impacto global da doenca na qua-
lidade de vida do individuo. O tratamento bem
sucedido de pacientes com DII inclui trés com-
ponentes essenciais: (1) inducdo e manutencio
da remissao da doenga, (2) promocio da cica-
trizacao do epitélio da mucosa e (3) prevengio
de complicacdes pés-operatérias (estenose,
fistulas e ma-nutricao) associadas a doenca. O
tratamento medicamentoso inclui
antiinflamatorios,antibidticos, imunossu-
pressores e, mais recentemente, um anticorpo
monoclonal anti-TNFo tem sido utilizado em
pacientes com doenca de Crohn. O tratamen-
to cirtrgico esta indicado nas complicacdes (per-
furacdo, obstrugdo), auséncia de resposta ao tra-
tamento clinico e comprometimento grave de
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crescimento em criancas (FIOCCHI, 1998). No
caso da doenca de Crohn, mais de 2/3 dos pa-
cientes terdo complicacdes que necessitardo de
cirurgia (HANAUER; SAND-BORN, 2001).

PERFIL TH1/TH2 E DOENCA INTESTI-
NAL INFLAMATORIA

Reinecker e colaboradores (1993) quanti-
ficaram a capacidade de liberacao das citocinas
pro-inflamatérias TNFor, IL-6 e IL-1p por cé-
lulas mononucleares da lamina propria
(LPMNC) isoladas de bidpsias colonoscépicas
da mucosa intestinal de pacientes com DII. Os
autores mostraram que LPMNC derivadas da
mucosa com colite ulcerativa e doenca de Crohn
produzem espontaneamente niveis elevados de
TNFa, IL-6 e IL-1B. As LPMINC de mucosas
UC e CD nido-envolvidas mostraram uma se-
crecio espontanea aumentada IL-13 e uma ca-
pacidade aumentada de producdo de TNFo apos
estimulacao, o que pode indicar uma pré-ativa-
cdo. Interessantemente, o padrio de secrecao
de IL-6 por LPMNC foi hem diferente entre
UC e CD e pode indicar diferencas imunolo-
gicas importantes entre essas duas doencas. Fs-
ses resultados suportam a hipotese que, na UC
e CD, a resposta inflamatoria protetora esta
super-regulada, e que células efetoras altamen-
te ativadas produzem grandes quantidades de
moléculas pro-inflamatérias que podem contri-
buir para o dano celular no intestino.

Estudos com pacientes com doenga de
Crohn estabelecida tém corroborado o predo-
minio da resposta Th1l. Na colite ulcerativa, no
entanto, uma resposta imune humoral forte
parece predominar, mas a evidencia de um pre-
dominio classico Th2 nao estd tio caracterizada
(VAN DEVENTER, 1999).

CONDICOES PERIODONTAIS EM PACI-
ENTES COM DII

A maior parte das publicacdes sobre
odontologia em pacientes com doenca de Crohn
limita-se a descrever as manifestacdes orais da
CD como, por exemplo, a freqiiéncia e o tipo
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das lesdes mucosas (BASU et al., 1975; HALME
et al., 1993).

Meurman e colaboradores. (1994) inves-
tigaram aspectos gengivais, dentarios e salivares
em 53 pacientes com CD, divididos em paci-
entes com doenca ativa (n=32) e pacientes com
doenga inativa (n=21). O exame oral ndo reve-
lou diferenca estatistica nos indices dental ou
gengival, mas os pacientes com doenca ativa
tenderam a apresentar escores mais altos de
gengivite.

Flemming, Shanahan e Miyasaki (1991)
avaliaram a doenca periodontal em 107 paci-
entes com DII, sendo 46 com DC e 61 com
UC. Os autores realizaram o exame periodontal
nas faces mesial e mésio-vestibular de um
quadrante e no quadrante contralateral da arca-
da oposta. Os resultados mostraram que 93.5%
dos pacientes DC e 95.1% dos pacientes UC
possuiam, pelo menos, 1 sitio com nivel de in-
sercdo = 2mm e que 28.3% dos pacientes DC
e 29.5% dos pacientes UC possuiam pelo me-
nos 1 sitio com profundidade de bolsa = 4mm.
Os autores concluiram que os pacientes com
DII eram mais suscetiveis a doenca periodontal
leve e menos suscetiveis a doenca periodontal
severa.

DISCUSSAO

Tanto no periodonto quanto no intesti-
no, mesmo no estado de saide, ha um intimo
contato entre a flora local e os tecidos do hos-
pedeiro, ou seja, os tecidos gengivais, na doen-
ca periodontal, e a mucosa intestinal da DII
(GENCO, 1996; FIOCCHI, 1998). Na do-
enca periodontal, embora a funcao dos
microorganismos ja tenha sido determinada, eles
nio sao suficientes para causar doenca
(GENCO, 1996; OFFENBACHER, 1996).
Na DII, até o momento, nenhum
microorganismo foi isolado. Alguns autores su-
gerem que o rompimento da integridade da
mucosa possa ser o estimulo inicial. Nesse caso,
qualquer desequilibrio local funciona como um
gatilho para o desenvolvimento da doen¢a em
individuos suscetiveis (DIGNASS; BAUM-
GART; STURM, 2004). A resposta imuno-in-
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flamatéria é o fator-chave nessas duas doencas,
caracterizadas pela producdo local de varios
mediadores inflamatérios (FIGUEREDO et al.,
1999; VAN DEVENTER, 1999).

Na DII, a reacdo inflamatoria é mais
agressiva na doenca de Crohn do que na colite
ulcerativa. A gengivite se assemelha a colite
ulcerativa, enquanto a periodontite a doenga de
Crohn. Na resposta Thl, o INFg atua nas cé-
lulas fagociticas, levando a uma resposta hiper-
reativa. As evidéncias de uma resposta imune
celular forte nos fazem acreditar que a
periodontite se comporta de forma similar a
doenca de Crohn e a outras doencas imuno-
inflamatarias nas quais o perfil Th1 é patogénico.

Os estudos indicam wuma hiper-
reatividade de neutréfilos na periodontite
(FIGUEREDO et al., 1999), constatada pela
liberagao aumentada de enzimas proteoliticas e
radicais de oxigénio (GUSTAFSSON; ASMAN,
1996). Gustafsson, Asman e Bergstrom (1994)
mostraram que, em sitios com gengivite e
periodontite, o nimero de neutréfilos no flui-
do gengival parece ser similar, sugerindo que a
hiperatividade dessas células, e ndo a quantida-
de, seja o fator decisivo no processo destrutivo
periodontal.

Essa hiper-reatividade de neutréfilos em
pacientes com periodontite pode ser uma ca-
racteristica constitucional dos neutrofilos, ou
ser devida a pré-ativacao de células circulantes
(HALLETT; LLOYDS, 1995). Na DII, parece
provavel que os mediadores inflamatorios pre-
sentes na corrente sanguinea pré-ativem os
neutrofilos. Sendo assim, quando presentes no
tecido gengival, os neutrofilos apresentariam um
fenatipo hiper-reativo, levando a uma maior
destrui¢do periodontal.

Na doeng¢a de Crohn, apesar de intme-
ras questdes relacionadas a patogenia da doenca
nao terem sido elucidadas, a determinacio do
perfil de suscetibilidade permite, recentemen-
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te, que pacientes com doenca severa sejam tra-
tados com um anticorpo quimérico monaclonal
anti-TNFa. Atraves dessa medicacdo, ha uma
sub-regulacdo da resposta inflamatdria, e os
pacientes entram em remissao, sem que haja
necessidade de cirurgia de remocio de parte do
intestino.

Pelo fato de possuirem os mesmos meca-
nismos patogénicos e, possivelmente, possui-
rem o mesmo perfil linfocitario, ¢ provavel que
pacientes com doenca de Crohn tenham uma
maior prevaléncia de periodontite, ou que a
periodontite seja mais severa. A possibilidade
de estudar o comportamento da periodontite
nesses pacientes é entusiasmante. Além da au-
séncia de dados periodontais concretos em pa-
cientes comn DII, ha a possibilidade de se estu-
dar o comportamento da periodontite em paci-
entes que fazem uso de uma medicacio nova,
atuante na resposta imunologica.

Ainda estamos distantes da descoberta
dos fatores que causam a doenca periodontal e
da identificacdo dos individuos que provavel-
mente irdo desenvolvé-la. Nesse contexto, a
importancia da determinagao do perfil de
suscetibilidade da periodontite ¢é ressaltada,
porque, assim como na doenca de Crohn, se
ainda somos incapazes de atuar na causa, talvez
possamos modular a resposta do hospedeiro. A
determinacao do perfil de suscetibilidade pode
permitir, futuramente, a utilizacao de drogas
que restituam o equilibrio imunoldgico, o que,
conseqiientemente, auxiliard no controle da
periodontite tao logo esta seja identificada.

CONCLUSAO

E possivel que haja uma maior prevaléncia
de periodontite nos portadores de doenca de
Crohn, pelo fato de as duas doencas possuirem
mecanismos patogenicos em comum, provavel-
mente devido ao mesmo perfil linfocitario.

Interrelationship between periodontal disease and Crohn’s disease

Abstract

The aim of this review was to assess the possible relationship between periodontal disease and
Crohn's disease. The tissue destruction in periodontitis, a specific host reaction against the local accumulation

R. Ci. méd. biol,, Salvador, v. 5, n. 3, p. 261-267, set./dez. 2006



266

of bacteria, is determined by the nature and the balance of celular and lhumoral inimune responses. Theories
have been postulated to explain the progression of gingivitis to periodontitis in the context of the Thi/ThZ
paradigm. Crohn's disease has a Thl profile and a number of inflammatory mediators are present in the
inflamed intestinal mucosa. In conclusion, it is possible periodontitis is more prevalent in patients with
Crohlin’s disease because these two diseases share pathogenic pathways, probably, due to the same T cells

profile.

Keywords: Periodontal disease- Crohn's disease - T cells profile.

REFERENCIAS

BASU, M.K. et al. Oral manifestations of
Crohn's disease. Gut, London, v.16, p.249-

254, 1975.
DIGNASS, A.U.; BAUMGART, D.C.;
STURM, A. Review article: the

etiopathogenesis of inflammatory bowel disease-
immunaology and repair mechanisms. Aliment.
Pharmacol. Ther., Oxford, v.20, p.9-17, 2004.
Suppl. 4.

EBERSOLE, J.L.; TAUBMAN, M.A. The
protective nature of host responses in
periodontal diseases. Periodontel. 2000,
Copenhagen, v.5, p.112-114, 1994.

FIGUEREDO, C.M. et al. Increased
interleukin-1 beta concentration in gingival
crevicular fluid as a characteristic of

periodontitis. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v.23, p.432-436, 1999.

FIOCCHI, C. Inflammatory bowel disease:
etiology and pathogenesis. Gastroenterology,

Philadelphia, v.115, p.182-205, 1998.

FLEMMING, TUF; SHANAHAN, F;
MIYASAKI, K.T. Prevalence and severity of
periodontal disease in patients with
inflammatory bowel disease. J. Clin.
Periodontol., Copenhagen, v.18, p.690-697,
1991.

GEMMEL, E.: SEYMOUR, ]J.G.
Immunoregulatory control of Thl/Th2
cytokine profiles in periodontal disease.

Periodontol. 2000, Copenhagen, v.35, p.21-
41, 2004.

R. Ci. med. biol, Salvador, v. 5, n. 3, p. 261-267, set./dez.

2006

GENCO, R.]J. Current view of risk factors for
periodontal diseases. J Periodontol., Chicago,
v.67, p.1041-1049, 1996.

GLICKMAN, R.M. Doenca intestinal infla-
matoria: colite ulcerativa e doenca de Crohn.
In: HARRISON, T.R. Medicina interna. 14.ed.
Rio de Janeiro: McGraw-Hill, 1998. v.Z,
cap.286, p.1739-1752.

GUSTAFSSON, A.; ASMAN, B. Increased
release of free oxygen radicals from peripheral
neutrophils in adult periodontitis after Fc del-

ta-receptor stimulation. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v.23, p.38-44, 1996.

GUSTAFSSON, A.; ASMAN, B.
BERGSTROM, K. Elastase and lactoferrin in
gingival crevicular fluid: possible indicators of
a granulocyte-associated specific host response.
J. Periodont. Res., Copenhagen, v.29, n.4,
p.276-282, 1994.

HALLETT, M.B.; LLOYDS, D. Neutrophil
priming: the cellular signals that say “amber”
but not “green”. Immunol. Today, Barking,
v.16, p.264-268, 1995.

HALME, L. et al. Oral findings in patients
with active or inactive Crohn's disease. Oral
Surg. Oral Med. Oral Pathel., St. Louis, v.76,
p.175-181, 1993.

HANAUER, S.B.; SANDBORN, W.
Management of Crohn’s disease in adults. Am.
J. Gastroenterol., New York, v.96, p.635-643,
2001.

73



ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da UERJ

{ UNIVERSIDADE DO ESTADD DO RIOD DE JANETRO =
i e l‘ HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO c
’h.l COMITE DE ETICA EM PESOUISA

R de Janeirg, 01 de unho de 2005

Dy Cormié de Etica em Pesquisa
Prof. Paulo José DAlbuquengue Medieiros.
Para: Aut. Femanda de Bito Silva

et Prof. Ricando Guimaries Fracher

O Comité de Bica em Pesquisa do Hospital Universitino Pedro Emesto, apds avaliagio,
consideroy o prodete (11S2-CERFHUPE — CAAE:DDEL.0.228000-05) "avallacho cuinice,
MICROBIOLOGICA E IMUNOLOGICA DA DOENCA PERIODONTAL EM PACIENTES COM DOENCA
DE CROHN® aprovada, encontrando-s2 estz dentro dos padrdes dhioos da pesquisa em seres
humanes, conforme Resolucss 196 sobre pesquisa enwalendo seres hurmancs de 100 de
outuiwo de 1996, do Conselho Maconal de Saldde, bem como o consendmento livre e esclarecido.

O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer accnbecmento ooomido G
decomer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a . 52., que a0 Wrming 38 pesquiss encaminhe a esta comessao
T S s resaltacks oo progetn,

EMe:jar:x.
Heml:m i Cami ﬂe Etica e Pesguiza

CEP - COMITE DE ETICA EM PESLIUTSA
AN VINIE E GLIC DF SETUMBRG, 77 TERRED - VILA [SARFL - CEP 20551-030)
TEL: 21 2567-6353 — Fads X1 2MH5E - E-mail cep-hopeuer.br
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ANEXO B - Aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Universitdrio Clementing Fraga Filho
Fac de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO — n." 62904 Rio de Janeiro, 27 de julho de 2006

Do: Coordenador do CEF
A (o). Sr. (a) Pesquisador (a): Dra. Fernanda de Brito Silva
Aszsunto: Parecer sobre projeto de pesquiza.
5r. {n) Pesquisador (a),

Informo a V. Sa. que o CEP constiuido mos Termos da
Resoluciio n.® 1966 do Conselho Nacional de Sadde e, devidamente
registracdo na ComissSo Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou ¢
emitiu parccer sobre a decumentagio referente ao protocole ¢ seu respective

Termo de Consentimento Livee e Esclarecido, conforme ahaixo
discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 107/06 - CEP

Titulo: : “Avaliagio Clinica, Microbioltgica e Imunolégica da
Doenga Perodontal em Pacientes com Doenga de Crohn™.

Pesquisador (a) responsavel: Dra. Fernanda de Brito Silva

Data de apreciaciio do parecer: 24/07/2006

Parccer: "APROYVADO"

Informo aindn, que V. Sa. deverda apresentar relatdno
semesiral, previsto para 24/01/2006, anual efou relaldrio fingl para esie

Comité acompanhar o esenvolvimento do projeto, (item VIL 13.4d., da
Resolugio n. ® 19696 — CNS/MS).

Aengidsments,

Prof. Luiz Garlos Duarte de Miranda
Coordenador do CEF
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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