UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA
DOUTORADO EM CLiNICA ODONTOLOGICA / PERIODONTIA

Tese

NIVEIS SISTEMICOS E PERIODONTAIS DE CITOCINAS DURANTE A GESTAGAO:
CORRELACOES E EFEITO DA TERAPIA PERIODONTAL

TIAGO FIORINI

Porto Alegre, marco de 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA
DOUTORADO EM CLiNICA ODONTOLOGICA / PERIODONTIA

NIVEIS SISTEMICOS E PERIODONTAIS DE CITOCINAS DURANTE A GESTAGAO:
CORRELACOES E EFEITO DA TERAPIA PERIODONTAL

Linha de Pesquisa
Epidemiologia, etiopatogenia e repercussao das doencgas da cavidade bucal e

estruturas anexas

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduagao em
Odontologia, Nivel Doutorado, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, como requisito final para a

obtencgao do titulo de Doutor em Odontologia,

Clinicas Odontoldgicas, Periodontia.

TIAGO FIORINI

Orientador: Prof. Dr. Rui Vicente Oppermann

Co-Orientador: Prof. Dr. Cristiano Susin

Porto Alegre, marco de 2012



CIP - Catalogacao na Publicacédo

Fiorini, Tiago

Ni vei s sistémicos e periodontais de citocinas
durante a gestacgdo: correlacdes e efeito da terapia
periodontal / Tiago Fiorini. -- 2012.

82 f.

Orientador: Rui Vicente Oppermann.
Coorientador: Cristiano Susin.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Facul dade de Odontol ogi a, Progranma de
P6s- Graduagdo em Odontol ogi a, Porto Al egre, BR-RS,
2012.

1. Terapia periodontal. 2. Inflanmac¢édo sistém ca de
bai xa i ntensidade. 3. Gravidez. 4. Interleucinas. 5.

Fl uido crevicular gengival. |I. Oppernmann, Rui
Vicente, orient. Il. Susin, Cristiano, coorient.
[11. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracéo Automética de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Dedicatoria

“A MENTE HUMANA, UMA YEZ EXPANDIDA POR UMA IDEIA NOVA,
JAMAIS RETORNA A SUA DIMENSAO ORIGINAL”

Oliver Wendell Holmes, em O Autocrata a Mesa do Desjejum

Dedico esta tese ao meu avo, Aurélio Sordi.



Agradecimentos

Para algumas pessoas, a segao de agradecimentos apds a conclusdo de um
trabalho, seja ele académico ou ndo, pode soar apenas como uma formalidade.
Claramente, este ndo € o meu caso. Por mais estranho que possa parecer, escrever 0s
agradecimentos foi extremamente dificil para mim. Dificil pois o caminho até aqui foi tdo
longo, e ha tantas coisas as quais e tantas pessoas a quem devo agradecer, que
realmente tive dificuldade de expressar em palavras minha gratiddo. Nao sabia nem ao
menos por onde comegar. Resolvi usar a frase de Lewis Carroll, em Alice no Pais das
Maravilhas: “Comece pelo comeco, siga até chegar ao fim e entao, pare”.

E o comeg¢o de minha histdria inicia muito antes de eu entrar no doutorado.
Jamais teria ido tao longe sem o suporte da minha familia. Os valores morais que mais
prezo sempre me foram ensinados em casa. O senso de justica, a honestidade, a
generosidade e a perseveranga de meus pais, Darci e Marilene, serdo sempre uma
referéncia pela qual procuro guiar meus atos. Obrigado por todo o amor e apoio
incondicional que vocés me deram durante toda a minha vida. Ao meu irmao, Cristhian,
repito pela enésima vez aquilo que ele ja sabe. Deus nos fez irmaos, mas eu o escolhi
como meu melhor amigo. E isso diz tudo! Agradeco também a tua familia, a Denise e
aos pequenos Bibi e Vini, que muito alegraram meus dias pelo skype quando estive
longe e me sentindo s6.

Agradeco também a minha namorada Juliana Scopel, outra pessoa para a qual
as palavras parecem insuficientes para expressar minha gratiddo. Agradeco pelo teu
amor, pelo teu respeito, pela paciéncia, pelas tantas vezes que vocé me ajudou a
levantar depois dos tropecgos ao longo do caminho. Depois de tanto tempo juntos (e por
algum tempo separados fisicamente), vejo que nossa relagdo esta cada vez mais
madura e mais forte. Espero que eu possa te ajudar na tua caminhada o tanto quanto tu
me ajudaste na minha. Te amo Ju.

O doutorado é o fim (sera mesmo?) de um longo processo, que iniciou na
especializacdo e passou pelo mestrado. Cheguei em Porto Alegre no inicio de 2003
para minha especializacdo e desde entdo fiz muitos progressos, em grande parte

devido ao grupo de professores de periodontia da UFRGS: Marilene Issa Fernandes,



Cassiano Kuchenbecker Rdsing, Alex Haas, Patricia Weidlich, Fernando Daudt e
Sabrina Carvalho Gomes. Muito obrigado por tudo! Em especial agradego ao professor
Rui Vicente Oppermann, meu orientador no doutorado e que acompanha meus passos
desde os primeiros seminarios e cirurgias, la na especializagdo. Obrigado por todos os
ensinamentos e oportunidades que me foram dadas ao longo de todo esse caminho.
Minha histéria na periodontia esta diretamente ligada ao senhor.

Esta tese é fruto de um trabalho em grupo. Jamais teria conseguido chegar até
aqui sem a ajuda, o companheirismo e o trabalho arduo dos meus colegas DOPEG,
Patricia Weidlich, Carlos Heitor Cunha Moreira, José Mariano da Rocha e Marta Liliana
Musskopft. Todos vocés foram mais que colegas de trabalho, foram realmente amigos
quando precisei. Nossos bolsistas (foram tantos, que aqui represento-os pela chefe do
“sindicato dos bolsistas” e atual mestranda, Luciana Daudt) e todo pessoal do Hospital
Presidente Vargas também foram fundamentais para isso. O trabalho que fizemos foi
gigantesco, e ainda estamos comegando a colher os frutos dele. Tenho certeza que
boas coisas ainda estdo por vir. Agradeco também a todo pessoal da perio, meus
colegas de doutorado Eduardo Gaio, Juliano Cavagni, Sara Cioccari Oliveira e Vanessa
Chaves e também as funcionarias, em especial a Adriana e a Edinete.

Agradeco a Priscila Vianna e ao José Arthur Bogo Chies pelo auxilio na analise
imunolégica e desenvolvimento dessa tese. Espero que possamos continuar
cooperando no futuro.

Como havia comentado, o caminho até aqui foi longo. E incluiu umas das etapas
mais transformadoras da minha vida, que foi o periodo que passei nos Estados Unidos.
Um amigo me disse no primeiro dia desta etapa: “Bem vindo ao primeiro dia do resto de
sua vida”. Sabias palavras. Tive a felicidade de conhecer algumas das pessoas mais
fantasticas com quem convivi na vida, a comegar pelo professor Ulf Wikesj6. Foram
tantos ensinamentos, tantas oportunidades oferecidas, tanta paciéncia com alguém que
tinha imensa dificuldade para se expressar, que as vezes ainda custo a acreditar. Uma
frase que vocé disse sintetiza muito do que vocé é: “Go against the stream, and always
tell the truth. Tell it so many times that, eventually, someone will believe you”. Sempre
original, e sempre verdadeiro. Thanks “El Lobo” Agradeco também ao Jaebum Lee e

sua familia. Foram varios bons momentos naquele um ano e meio em Augusta, e tenho



certeza que iremos manter nossa amizade por toda a vida. Agradeco a Jamie Ann De
Stefano. Vocé é, com certeza, uma das pessoas mais generosas que eu conheci.
Jamais vou esquecer nossas viagens e nossas conversas, onde éramos bem
“‘modestos” tentando encontrar solugbes para o Brasil e para o mundo. O periodo em
Augusta foi muito marcante, e varias pessoas contribuiram para isso, incluindo Debbie
Dye, Teresa Langham, James Yoon, Brent Wenzel, Allen Sawyer, Brian Stancoven e
muitos outros. Meu sincero agradecimentos a todos vocés. Thank “y’all” so much!

Por fim, agradeco ao Cristiano Susin e sua esposa, Lisiane. Jamais conseguirei
agradecer a tudo o que vocés fizeram por mim. Vocés foram tudo nesse tempo que
estive ai, minha familia, meus amigos e meus orientadores. Vida de bolsista nao é facil,
nem mesmo a de “fellows emergentes”. E vocés me ajudaram em absolutamente tudo.
Desde o auxilio para dar a (minha!) data de nascimento correta no seguro social,
passando pelas inumeras pesquisas de preco até achar as coisas mais baratas pra
casa, caronas depois de acidentes automobilisticos, auxilio “logistico” em desastres
naturais como grandes nevascas...Tenho certeza absoluta que nao conseguirei listar
todas as coisas que vocés fizeram por mim. O que me conforta € que vocés sabem o
quanto eu sou grato. Vocés merecem tudo o que tem!

Agradeco a CAPES pelo auxilio financeiro ao longo do doutorado.

Agradeco a Deus, por me dar saude, persisténcia e capacidade de chegar até

aqui.



Sumario

RESUMO.... .. iieiiiiiiiieiiseirsssiressiresssresssrasssrnsssaassresssrenssressssessssssssssssssssssensssensssensssensssansnne 9
A B S T R A C T ... ittt et rressrras s asssransrasssrasssrasssansssanssransssansssnssssnnssensssenssrensnrnnnns 11
APRESENTAGADQ ...t ss s s ss s se s s e s s saessesae s e s s s saenesanssnannan 13
13Nl 20 11 L 03\ 2 14
O IMPACTO SISTEMICO DA DOENGA PERIODONTAL ....cevttieitteeeetieeeeaieeeeaneesesneeesnneesennnss 16
A INFLAMACAO SISTEMICA CRONICA DE BAIXA INTENSIDADE .....ccuuiivniiitieeeieeeieeeieeeeneeennnnns 18
DOENCA PERIODONTAL E PARTO PRETERMO . ...uuivtuiiiueeeieeeeieeeeeeeaneeeteeeansssaneesnnsesnneeennns 19
(071 0 1011 NN TR 24
O PARADIGMA TH1/TH2 E AS NOVAS DESCOBERTAS ...cuuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeaeeenaeeennns 25
JUSTIFICATIV ... ieeiieeireeiresssresssrssssenssssassreassranssrasssrassrsnssssnssrenssrenssranssrnnsssnnnnsnns 29
OBUETIVO ...ciiiieiiiiiieeiisesiisesssesssesssessssanssssssssssssssssssnsssessssenssssssssassssssssssssssnsssensssenssren 30
METODOLOGIA ... coeiieeiiieiiriirresrresressressssssssrnsssssssrensssenssressssasssssssssssssensssenssrsnssrnnsns 31
(@] T =1 Y TR 31
DELINEAMENTO DO ESTUDO ..vuteuieetteeeeeee e e e e e e e e e e e e seaeeeae e e e ea s e e e e e e s e eeaeaenreraeenaeens 31
AAM O S T R A ettt e e e et eea et et et 31
DADOS MATERNOS .. ettt ettt et e e et e e e et e et e e et e et e e e e ea et e e e e e e e e e e e e e e e eeaererereeneens 32
EXAME CLINICO PERIODONTAL ... euttet ettt et e et e e et e et e e e e e e e e e e ea e e e e e e e e ee e eeaeaenrenarenaeens 34
TN =17 = N0 Y 34
COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE E FCG.....oeiiii e 35
MENSURAGCAO DAS CITOCINAS ...ceueititeeeeeeteeetee et e esaeeeaaeeeaaesean e e eaneeeaneeeansesaneesnnsesneeennnes 35
ANALISE DOS DADOS ..euieneeeee et et e e et e et e e e et e et e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e r e e anaeenaeens 36
MANUSCRITO 1 ..ciiieiiiiiiiiirisiisesiressirsssresssssssssssssessssensssenssressssasssssssssssssensssenssrensssnnnns 38
MANUSC CRITO 2 ... ieeiiiiiiiiiriiisesireesirssssresssrssssrssssrssssensssenssressssasssssssssssssensssenssrensssnnnns 45
CONSIDERAGOES FINAIS.......ccciiiiiiiiiinsssessesessesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnsans 64
REFERENGCIAS. ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeteeassessesssesssssssnesasssssnessssasssessssesanssessessnessssessnessssessnessnes 68
Y 11, e 75
X 11,0 17 76
Y 11,0 T 77

ANEXO 4.t 82



Resumo

A doencga periodontal tem sido frequentemente associada ao parto pretermo. A
plausibilidade biolégica para tal associacdo baseia-se na hipétese de uma inflamacéao
sisttmica de baixa intensidade de origem periodontal. Entretanto, os estudos de
intervencao que investigaram o efeito da terapia periodontal durante a gestacédo néao
observaram reducgdes significativas na incidéncia de prematuridade. Como diversas
citocinas tém sido associadas tanto a doenga periodontal quanto ao parto pretermo,
cogita-se que elas desempenhem um papel importante na associagao observada. Até o
presente momento, pouco se sabe a respeito da correlagdo entre os niveis de citocinas
no soro e no fluido crevicular gengival (FCG), assim como do efeito da terapia
periodontal sobre esses marcadores de inflamacédo em gestantes. O objetivo desta tese
foi avaliar a relacdo entre niveis sistémicos e periodontais de biomarcadores
inflamatorios relacionados com a resposta imune periodontal e também com os
mecanismos de parto. Também investigou-se o efeito da terapia periodontal sobre os
niveis dessas citocinas durante a gestagdo e 30 dias apds o parto. Esta tese é
composta por dois estudos que utilizaram uma sub-amostra de mulheres que haviam
sido recrutadas para um ensaio clinico randomizado maior que investigou o efeito da
terapia periodontal sobre a incidéncia de prematuridade. Mulheres entre 18-35 anos e
com até 20 semanas de gestagdao foram aleatoriamente alocadas para receber
tratamento periodontal n&o cirirgico completo até a 24® semana de gestagdo (grupo
teste) ou apenas uma consulta de uma remocado de calculo supragingival (grupo
controle). Dados clinicos e amostras de sangue e FCG foram coletadas no inicio do
estudo, entre 26-28 semanas de gestacdo e 30 dias apdés o parto. Quatro sitios
periodontais por paciente foram aleatoriamente selecionados para coleta de FCG entre
aqueles com maior profundidade de sondagem. Os niveis de IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70 e FNT-a foram analisados por citometria de fluxo. No estudo 1, investigou-se a
correlacdo e concordancia entre os niveis periodontais e sistémicos dessas citocinas
em 100 pacientes, utilizando dados coletados até a 20° semana de gestagédo. As
pacientes apresentaram extensa inflamacdo e limitada destruicdo periodontal. A

correlagao entre os niveis de citocinas no soro e no FCG foi baixa e nao significativa,



com excecgao da IL-12p70 que mostrou uma correlagdo moderada, porém significativa,
entre as duas fontes (r=0.32, p=0.001). Os niveis de citocinas observados no FCG
explicaram menos de 10% dos respectivos niveis observados no soro, com excegao da
IL-12p70 em que eles foram responsaveis por 23% dos niveis séricos (p=0.0001,
r’=0.23). A profundidade de sondagem e o sangramento a sondagem estiveram
significativamente associados com os niveis de IL-1p3, IL-6 e IL-8 no FCG, mas tiveram
efeitos limitados sobre os niveis sistémicos de todas as citocinas. No estudo 2,
comparou-se o efeito da terapia periodontal durante a gestacdo (n=30) com uma
consulta unica de remocéao de calculo supragingival (n=30) sobre os niveis periodontais
e sistémicos dessas citocinas durante a gestagdo e 30 dias apds o parto. Apds o
tratamento, uma reducéo drastica da inflamagao periodontal foi observada no grupo
teste, com o percentual de sangramento a sondagem reduzindo de 49.62% para
11.66% dos sitios (p<0.001). A terapia também reduziu significativamente os niveis de
IL-18 e IL-8 (p<0.001) no FCG. Entretanto, nenhum efeito significativo do tratamento foi
observado em relagdo aos niveis sistémicos dessas citocinas. Apds o parto, os niveis
periodontais de IL-18 no grupo teste permaneceram significativamente menores que no
grupo controle, enquanto que nenhuma diferenga foi observada em relagéo aos niveis
sistémicos das outras citocinas avaliadas. Pode-se concluir que os niveis de citocinas
no soro e FCG nao estdo significativamente associados em mulheres com extensa
inflamacao mas limitada destruicdo periodontal. Embora a terapia periodontal durante a
gestacao reduza significativamente o nivel de citocinas no FCG, ela parece nao ter um

impacto consideravel sobre os niveis sistémicos desses biomarcadores.

Palavras-chave: terapia periodontal, fluido crevicular gengival, inflamacao sistémica de

baixa intensidade, interleucinas, gravidez, doenca periodontal.



Abstract

Periodontal disease has been frequently associated with preterm birth. The biological
plausibility for this association relies on the hypothesis of a low-grade systemic
inflammation originated from periodontal disease. However, clinical studies that
investigated the effect of periodontal therapy during pregnancy did not observe
significant reductions in the incidence of prematurity. Several cytokines have been
associated with both periodontal disease and preterm birth, and might play a key role in
the observed association. To date, little is known about the correlation between serum
and gingival crevicular fluid (GCF) cytokine levels, as well as the effect of periodontal
therapy on these inflammatory markers in pregnant women. The aim of this thesis was
to investigate the relationship between periodontal and systemic levels of inflammatory
biomarkers related to periodontal immune response and also with the mechanisms of
delivery. We also investigated the effect of periodontal therapy on serum and GCF
cytokine levels during pregnancy and 30 days postpartum. This thesis consists of two
studies that used a sub-sample of women who had been previously enrolled in a larger
randomized controlled trial investigating the effect of periodontal therapy on the
incidence of preterm birth. Women aged between 18-35 years and up to 20 weeks of
gestation were randomly assigned to receive comprehensive nonsurgical periodontal
treatment before the 24" gestational week (test group) or a single appointment of
supragingival calculus removal (control group). Clinical data, blood and GCF samples
were collected at baseline, between 26-28 weeks of gestation and 30 days postpartum.
Four periodontal sites per patient were randomly selected for GCF collection among
those with deepest probing depth. IL-183, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a levels
were analyzed using a cytometric bead array. In the study one, we investigated the
correlation and agreement between periodontal and systemic levels of these cytokines
in 100 patients, using data collected until 20 weeks of gestation. Patients presented
widespread periodontal inflammation but limited destruction. The correlation between
serum and GCF cytokine levels was low and not significant, except for IL-12p70, which
showed a moderate but significant correlation between the two sources (r = 0.32, p =

0.001). The GCF cytokine levels observed explained less than 10% of the respective



serum levels observed, except for IL-12p70, which was responsible for 23% of serum
levels (p = 0.0001, r2 = 0.23). Probing depth and bleeding on probing were significantly
associated with IL-1B, IL-6 and IL-8 GCF levels, but had limited effects on systemic
levels of all cytokines. In the study two, we compared the effect of periodontal therapy
during pregnancy (n=30) or a single appointment for supragingival calculus removal
(n=30) on periodontal and systemic levels of these cytokines during pregnancy and 30
days postpartum. After treatment, a remarkable reduction of periodontal inflammation
was observed in the test group, with bleeding on probing reducing from 49.62% to
11.66% of the sites (p<0.001). Periodontal therapy also significantly reduced IL-13 and
IL-8 GCF levels (p<0.001). However, no significant differences due to therapy were
observed regarding systemic levels of these cytokines. After delivery, IL-18 GCF levels
in the test group remained significantly lower than in the control group, whereas no
difference was observed for systemic levels of any other cytokine evaluated. It can be
concluded that serum and GCF cytokine levels are not significantly associated in women
with widespread periodontal inflammation but limited destruction. Although periodontal
therapy during pregnancy significantly reduces GCF cytokine levels, it seems to have a

negligible impact on systemic levels of these biomarkers.

Keywords: periodontal therapy, gingival crevicular fluid, low-grade systemic

inflammation, interleukins, pregnancy, periodontal disease



Apresentacao

A presente tese é parte integrante do projeto “Desfechos Bucais e Sistémicos do

Tratamento Periodontal durante a Gestacao”. Este projeto abordou questdes clinicas,
imunoldgicas, microbiologicas e de qualidade de vida envolvendo o periodonto nos
periodos gestacional e pdés-parto. O projeto representou uma colaboragcdo entre a
Faculdade de Odontologia da UFRGS, o Hospital Materno Infantil Presidente Vargas e
a Faculdade de Odontologia da Universidade de Oslo.
O objetivo desta tese foi avaliar a relagdo entre niveis sistémicos e periodontais de
biomarcadores inflamatérios relacionados com a resposta imune periodontal e também
com os mecanismos de parto. Ela contém uma introdugao geral ao tema, seguida de
dois manuscritos, além de consideragdes finais. Esse modelo esta de acordo com a
Resolugao N° 093/2007 da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Manuscrito 1: Relationship Between Cytokine Levels in Serum and Gingival Crevicular
Fluid (GCF) in Pregnant Women

Manuscrito 2: Effect of Nonsurgical Periodontal Therapy on Serum and Gingival

Crevicular Fluid Cytokine Levels During Pregnancy and Pospartum



Introducao

As doencas periodontais sao infecgdes causadas por microrganismos que
colonizam a interface dento-gengival. Embora mais de 700 diferentes espécies
bacterianas tenham sido descritas na cavidade bucal, apenas algumas delas sao
capazes de induzir doenga, e a maior parte dos sitios gengivais mantém-se saudavel ao
longo da vida. O fato de que determinadas bactérias sdo necessarias mas nao
suficientes para o estabelecimento e progressdao da doenca periodontal destrutiva faz
com que a compreensao da resposta imune do hospedeiro seja de fundamental
importancia. Os mecanismos de defesa imune associados a doenga periodontal séo
complexos e envolvem tanto a resposta inata quanto a adaptativa. A resposta imune
inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra os patégenos periodontais, e
responde essencialmente da mesma maneira a diferentes tipos de injurias. Ela envolve
inicialmente o reconhecimento de componentes bacterianos pelas células de defesa
através de receptores de reconhecimento padrao (RRP), como os receptores do tipo toll
(Toll Like Receptor — TLR) ou do tipo NOD (nucleotide binding oligomerization domain).
Estudos recentes descreveram o papel dos receptores TLR-2 e TLR-4 no
reconhecimento de patdgenos periodontais como Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythensis (Kikkert,
Laine et al. 2007; Nussbaum, Ben-Adi et al. 2009). Apds o reconhecimento bacteriano,
uma cascata de sinalizagao celular acontece, com a liberagdo de varias citocinas proé-
inflamatdrias como IL-1p, IL-6, fator de necrose tumoral- alfa (FNT-a) e interferon-gama
(IFN-y). Essas citocinas estdo envolvidas em diversas atividades, tanto de defesa como
de destruicao tecidual (Garlet 2010). A resposta imune inata também estimula e
influencia a natureza e intensidade da resposta imune adaptativa. A resposta imune
adaptativa é caracterizada pela capacidade de memoria, onde as células do hospedeiro
respondem de maneira bastante especifica a diferentes antigenos. Os mecanismos de
iniciagdo da resposta imune adaptativa sdo semelhantes ao da resposta inata, com o
reconhecimento bacteriano pelos RRP que entram em contato com os patégenos
periodontais através de células apresentadores de antigeno, como por exemplo as

células dendriticas (Cutler and Jotwani 2004). Dependendo do patrdo de citocinas
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expressado, essas células podem polarizar (direcionar) respostas associadas a
imunidade celular (resposta Th1) ou a imunidade humoral (resposta Th2). Apesar de
certa controvérsia, a maior parte dos estudos descreve a resposta imunoldgica de
lesbes periodontais iniciais ou estaveis como semelhante a reacdo de
hipersensibilidade tardia (associada a células T), enquanto lesbes progressivas
estariam mais associadas a presenca de células B e células plasmaticas. Sugere-se
entdo que as lesdes iniciais ou estaveis sdo mediadas por células Th1, enquanto que
lesdes progressivas por células Th2 (Gemmell and Seymour 2004). Apesar de simples
e util sob alguns aspectos, o paradigma Th1/Th2 tém sido contestado recentemente em
funcdo da descoberta de novas linhagens de células T CD4+ (Th17 e Treg). Esse
aspecto sera abordado em detalhes na sequéncia do texto.

As células envolvidas na resposta adaptativa celular em lesdes periodontais tém
sido descritas em varios estudos, os quais normalmente utilizam técnicas de
imunofluorescéncia ou imunohistoquimica para caracterizagao do infiltrado inflamatério.
Diferentes tipos celulares sdo encontrados em lesdes periodontais, com predominio de
células plasmaticas (em torno de 50% do total de células), sendo que células B, células
T, neutrdéfilos, macrofagos e diversas outras células de defesa também compde o perfil
celular do hospedeiro. A proporgcao de células B € maior que a proporgao de células T,
e as células T helper se apresentam em maior quantidade que as células T citotoxicas.
Além disso, aparentemente lesbdes crénicas e agressivas apresentam perfis celulares
bastante parecidos (Berglundh and Donati 2005).

Estima-se que pacientes com doenga periodontal ndo tratada possuam uma area
de epitélio dentogengival entre 8 a 20 cm?, variando de 1 a 44 cm? (Hujoel, White et al.
2001). Apesar de nem toda essa area estar ulcerada, areas de necrose sao comuns, 0
que facilitaria a entrada de patégenos periodontais. Episddios de bacteremia apos
procedimentos periodontais sado frequentemente observados, e a incidéncia e
intensidade desses episddios esta correlacionada com a extensao e severidade da
doenga periodontal (Kinane, Riggio et al. 2005). Além disso, bactérias periodontais tém
sido observadas em placas de aterosclerose (Haraszthy, Zambon et al. 2000),
infeccbes pulmonares (Scannapieco, Wang et al. 2001) e até mesmo infecgdes do

sistema nervoso central (Mueller, Saldamli et al. 2009). Estes achados, associados com
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a intensa reacao inflamatoria observada, fez com que varios estudos comegassem a

investigar o impacto sistémico da doenga periodontal.

O impacto sistémico da doencga periodontal

Varios estudos tém procurado investigar o impacto sistémico da doenca
periodontal através da mensuragao de diferentes parametros, como por exemplo
numero de ceélulas brancas sanguineas, niveis glicémicos e lipidicos, além de diversos
mediadores de inflamacao (citocinas, proteinas de fase aguda, moléculas de adeséao
celular, fatores de coagulacao, etc.). Em relacdo ao numero de células brancas, um
artigo de revisdo demonstrou um leve, porém consistente, aumento no numero de
leucocitos na corrente sanguinea de pacientes com doenga periodontal quando
comparados com controles saudaveis, sendo que parece haver uma correlagéo positiva
entre o numero de células brancas e a extensdo e severidade da doenga periodontal
(Loos 2005). Em um estudo classico da década de 90 que acompanhou por dois anos
uma amostra de indios Pima com diabetes tipo-Il (ndo insulinodependente), Taylor et al.
observaram que a doenga periodontal esteve associada a um controle glicémico
inadequado (Taylor, Burt et al. 1996). Pacientes com doenga periodontal também
demonstraram niveis sistémicos elevados de IL-1p (Fentoglu, Koroglu et al. 2011), IL-6
(Nakajima, Honda et al. 2010), IL-2 , IL-10, IFN-y, FNT-a (Gorska, Gregorek et al. 2003;
Andrukhov, Ulm et al. 2010) e proteina C-reativa - PCR (Paraskevas, Huizinga et al.
2008) quando comparados com pacientes sem doenca.

Além dos estudos observacionais comparando o0s niveis sistémicos de
mediadores inflamatdrios em pacientes com doenga periodontal e controles saudaveis,
também estudos de intervencdo investigaram o efeito da terapia periodontal sobre
esses marcadores. Uma revisao sistematica recente demonstrou que a terapia
periodontal reduz significativamente os niveis de hemoglobina glicosilada em pacientes
diabéticos (Teeuw, Gerdes et al. 2010). Entretanto, os autores ressaltam que o efeito da
terapia € modesto (reducéo de 0,40% apds 3 meses) e que existe um numero pequeno
de estudos com grande heterogeneidade entre eles. Resultados similares foram
encontrados em relacao ao efeito da terapia periodontal sobre os niveis séricos de PCR

(Paraskevas, Huizinga et al. 2008), onde o tratamento também resultou em redugdes
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modestas da proteina (DMP= 0.50 mg/L). Ja em relagcao aos niveis séricos de citocinas,
0os resultados sdo mais controversos. Enquanto alguns estudos demonstraram
reducdes significativas nos niveis de IL-1(3, IL-6, IL-12p70 e FNT-a (D'Aiuto, Parkar et
al. 2004; D'Aiuto, Nibali et al. 2005; O'Connell, Taba et al. 2008; Duarte, da Rocha et al.
2010) em até seis meses pos-tratamento, outros ndo observaram tais diferencas (lde,
McPartlin et al. 2003; Yamazaki, Honda et al. 2005). Na tentativa de realizar uma
avaliacao mais ampla do efeito da terapia periodontal, um estudo recente investigou 19
biomarcadores inflamatérios, incluindo IL-13, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, FNT-a, PCR,
inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), selectina E, molécula de adeséao
intercelular (ICAM) e MMP-9 (Behle, Sedaghatfar et al. 2009). Os autores também
criaram um “escore inflamatério geral”, avaliando todos os biomarcadores em conjunto,
numa tentativa de mensurar a inflamagao total do paciente. Um més apds o término da
terapia, apenas 3 dos 19 biomarcadores avaliados apresentaram redugdes
significativas (selectina E, ICAM e proteina amildide sérica). Em relacdo ao escore
inflamatorio geral, houve uma grande heterogeneidade na resposta. Um terco dos
pacientes apresentaram uma reducdo marcante apos a terapia, um quarto deles um
aumento pronunciado, enquanto que no restante ele permaneceu praticamente
inalterado. As mudangas no escore inflamatério geral ndo foram positivamente
correlacionadas com a resposta clinica ou microbiolégica dos pacientes.

Tonetti et al., em um ensaio clinico randomizado com 120 pacientes, avaliaram o
efeito de um tratamento periodontal intensivo sobre a fungdo endotelial, mensurada
através da dilatacdo fluxo-mediada da artéria braquial (Tonetti, D'Aiuto et al. 2007).
Como desfechos secundarios, os autores avaliaram os niveis de PCR, IL-6, selectina E,
fator de von Willebrand, PAI-1 e contagem neutrofilica plasmatica. Apdés 24 horas, a
dilatacao fluxo-mediada da artéria braquial foi significativamente menor no grupo teste
do que no grupo controle (p=0,002). Essa tendéncia se inverteu e apés 48 horas ambos
0s grupos apresentavam valores praticamente idénticos, sendo que apds 60 e 180 dias
o grupo teste apresentou um percentual de dilatacdo significativamente maior que o
grupo controle. Em relacdo aos demais marcadores, foi observado um aumento
significativo 24 horas apos o tratamento. Entretanto, na analise de 180 dias, o grupo

teste e controle apresentaram valores muito semelhantes de PCR, IL-6, fator de von
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Willebrand e inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), sem diferencas
estatisticamente significativas. O grupo teste apresentou menores niveis de selectina E
assim como contagem neutrofilica diminuida. Em uma amostra de gestantes,
Michalowicz et al. investigaram o efeito da terapia periodontal sobre os niveis de PCR,
prostaglandina E2, MMP 9, fibrinogénio IL-13, IL-6, IL-8 e FNT-a em mulheres que
receberam o tratamento até a 21% semana de gestacdo (Michalowicz, Novak et al.
2009). Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos experimentais.
Interessantemente, poucas mulheres (menos de 10% da amostra) apresentaram niveis
detectaveis de IL-1B, IL-6, IL-8 e FNT-a, o que inviabilizou a comparag¢ao dos niveis
desses biomarcadores.

A literatura disponivel até o0 momento demonstra que, de um modo geral, existe
uma grande variabilidade na resposta do hospedeiro a terapia periodontal.
Frequentemente existe um aumento significativo nos niveis de biomarcadores
inflamatoérios imediatamente apdés o tratamento periodontal intensivo (full-mouth
scaling), indicando uma resposta sistémica aguda. Esse fato pode ser interpretado
como uma prova de principio de que uma bacteremia associada a inflamacédo aguda
periodontal, ambas de grande intensidade, podem ter um impacto sistémico. Em
contraste, a auséncia de uma repercussao sistémica, mesmo sob essas condi¢gdes
extremas, tornaria pouco provavel que a doencga periodontal induzisse a alteragbes em
condi¢gées de normalidade. Com o passar do tempo, a literatura demonstra que ha uma
tendéncia de retorno aos valores prévios ao tratamento para a maior parte dos
marcadores avaliados. Aparentemente a doencga periodontal destrutiva pode ter um
efeito modesto, porém significativo, sobre alguns marcadores inflamatérios. A questao
que permanece em aberto € se niveis “moderados” de inflamacéo e bacteremia, como
os mais frequentemente encontrados em pacientes com doenca periodontal crénica

destrutiva, poderiam gerar uma inflamacao sistémica de baixa intensidade.

A inflamacgao sistémica cronica de baixa intensidade

Os recentes avancos na biologia molecular fizeram com a mensuragdo da
inflamacao passasse de um carater clinico para a analise de mediadores moleculares

inflamatdrios, tornando o processo consideravelmente mais sensivel. Isso fez com que
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a etiologia e a patogenia de diversas doencas fossem reconsideradas dentro desse
novo paradigma inflamatério, incluindo diabetes (Dandona, Aljada et al. 2004),
aterosclerose (Libby, Okamoto et al. 2010), parto pretermo (Romero, Espinoza et al.
2006), depressao (Alexopoulos and Morimoto 2011), Alzheimer (Lee, Han et al. 2010) e
diversos tipos de cancer (Mantovani 2010). Essa nova abordagem das doencgas € mais
ampla, complexa e de carater sistémico, onde os eventos bioldgicos estariam mais
interligados do que se imaginava inicialmente.

Episddios agudos de inflamacdo estdo associados a respostas sistémicas
significativas, como febre, edema e linfoadenopatia. Portanto, € pouco provavel que
esses episodios agudos tenham um papel preponderante na etiologia de diferentes
doencgas ou condigdes cronicas, visto que sao relativamente raros. De um modo geral, a
literatura descreve como elo de ligagao entre essas diferentes doencas uma inflamacéao
sistémica cronica de baixa intensidade. Embora ndo exista uma conceito claro na
literatura do que seria essa inflamagcdo de baixa intensidade, o que se vé
frequentemente € um aumento de diversas moléculas que de uma forma ou de outra
estdo ligadas a inflamagao, incluindo citocinas, proteinas de fase aguda, moléculas de
adesao celular, fatores de crescimento, enzimas, componentes do sistema
complemento e outros.

Dentro desse contexto, a doenga periodontal tém sido associada a diversas
doengas, incluindo doencgas cardiovasculares (Kebschull, Demmer et al. 2010), diabetes
(Mealey 2006), Alzheimer (Watts, Crimmins et al. 2008) e parto prematuro e/ou baixo
peso ao nascer (Chambrone, Guglielmetti et al. 2011). A resposta inflamatéria sistémica
originada a partir da doenga periodontal tem sido apontada como responsavel por essa

associagao.

Doenca periodontal e parto pretermo

Varios estudos tém investigado a associagao entre a doencga periodontal e
desfechos obstétricos adversos. Duas teorias explicariam a possivel influéncia da
doenga periodontal sobre o parto prematuro (Michalowicz and Durand 2007). Na
primeira, mulheres com doenca periodontal poderiam apresentar episodios mais graves

e frequentes de bacteremia do que mulheres periodontalmente saudaveis. Essas
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bactérias entrariam na corrente sanguinea, colonizariam a unidade materno-fetal e
iniciariam uma cascata inflamatdria que levaria ao parto prematuro. Na segunda,
citocinas geradas dentro do tecido periodontal doente entrariam na circulagao sistémica
e precipitariam uma cascata inflamatéria similar, mesmo sem a colonizagao bacteriana
na unidade materno-fetal. Independente desta questdo, mecanismos inflamatorios é
que desencadeariam o processo de parto. Atualmente, a teoria mais aceita € de que a
doencga periodontal estaria associada ao parto pretermo através de uma inflamacgéao
sistémica de baixa intensidade (Klebanoff and Searle 2006; Moutsopoulos and
Madianos 2006).

O parto pretermo e o parto a termo apresentam fundamentalmente a mesma
manifestacdo clinica, diferindo apenas na idade gestacional em que ocorrem.
Clinicamente, esses mecanismos se manifestam por contragdes uterinas,
amadurecimento cervical e ativagdo da membrana corioamnidtica, culminando na
ruptura da membrana (Romero, Mazor et al. 1994). Diversas citocinas inflamatdrias séo
fundamentais em todas as etapas gestacionais, incluindo estabelecimento e
manutengao da gestacao (Bowen, Chamley et al. 2002; Bowen, Chamley et al. 2002).
Os biomarcadores inflamatérios também tém sido associados a desfechos obstétricos
adversos como aborto espontaneo (Jasper, Tremellen et al. 2007) e parto prematuro
(Vogel, Thorsen et al. 2005). Atualmente sabe-se que a inflamagao é responsavel por
uma fracdo substancial dos nascimentos prematuros, particularmente naqueles
ocorridos antes da 32% semana de gestagéo (Goldenberg, Hauth et al. 2000). Citocinas
coletadas no liquido amnidtico, fluido cervicovaginal, urina, soro e plasma tém sido
usadas na tentativa de predizer a ocorréncia de parto pretermo (Goldenberg, Goepfert
et al. 2005). Um aumento na expressao da resposta Th2 e supressao da resposta Th1
estaria associado com uma gravidez normal, embora o paradigma Th1/Th2 possa ser
uma simplificagdo de um sistema muito mais complexo (Chaouat 2007). Uma descricao
mais detalhada das caracteristicas de citocinas associadas a doenga periodontal e ao

parto pretermo esta descrita na tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas das citocinas avaliadas no presente estudo

Principais
Fontes

Citocina

Principais
Atividades

Relagao

Relagao

Principalmente
macrofagos. Muitas
outras células como
neutroéfilos, células
endoteliais e
epiteliais, além de
outras citocinas
como FNT-a também
podem induzir sua
producéo.

IL-1B

Biologicas

Em baixas concentragoes,
atua como um mediador
local da inflamagao,
aumentando a expresséao
de moléculas de adeséo
leucocitaria nas células
endoteliais. Em altas
concentragoes, induz a
producao de proteinas de
fase aguda, o
recrutamento de PMN e
mudangas vasculares que
podem resultar em
destruicdo tecidual e
reabsorcio Ossea.

com Periodontite

- Aumento significativo nos
tecidos periodontais e no FCG
em sitios doentes comparados
com sitios saudaveis (Masada,

Persson et al. 1990;

Stashenko, Fujiyoshi et al.

1991)

- Induz a producgao de
colagenase e MMPs e a
diminuigdo da produgao de
inibidores teciduais das MMPs
(Ohshima, Otsuka et al. 1994)
- Potente citocina associada a
reabsorgao 6ssea (Liu, Lerner
et al. 2010)

com Prematuridade

-Niveis elevados no liquido
amniético aumentam o risco de
nascimentos <34 semanas de
gestacao(Hillier, Witkin et al.
1993)

- Certos polimorfismos (IL-13+
3953/3954) estao associados a
prematuridade em revisdes
sistematicas (Varner and
Esplin 2005)

- Niveis sistémicos elevados
estiveram significativamente
associados ao nascimento
com <35 semanas em
mulheres com corioamnionite
histolégica (Gargano, Holzman
et al. 2008)

Macroéfagos,
fibroblastos, células
vasculares
endoteliais e até
mesmo outras
citocinas, como a IL-

18 e o FNT-a.

IL-6

Na imunidade inata,
estimula a producgao de
proteinas de fase aguda

pelos hepatdcitos e
contribui para os efeitos

sistémicos da inflamagéo.
Na imunidade adaptativa,
estimula a producao de
linfocitos B que se
diferenciaram em
produtores de anticorpos.

- Induz a reabsorgao 6ssea e
formagéao de osteoclastos (Liu,
Lerner et al. 2010)

- Pacientes com periodontite
agressiva apresentam maior
producéo que pacientes com
periodontite crénica e
saudaveis (Radvar, Tavakkol-
Afshari et al. 2008)

- Expressao aumentada esta
associada a destruicao
periodontal em diabéticos
(Duarte, de Oliveira et al.
2007)

-Valores elevados de IL-6 na
aminiocentese entre a 167 e
187 semana de gestagao
conferem risco aumentado de
nascimentos antes da 32°
semana de gestacédo
(Goldenberg, Goepfert et al.
2005)

-Niveis elevados no liquido
amnidtico e secregcao
cervicovaginal estédo
associados a prematuridade
em gestantes assintomaticas
(Vogel, Thorsen et al. 2005)
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IL-8

Principalmente
mondocitos e
macrofagos. Outras
células como
fibroblastos, células
endoteliais e
epiteliais também
sao capazes de
produzir.

Recrutamento, ativacao e
degranulagao neutrofilica.
Também envolvida no
processo de angiogénese.

- Reduz sua expressao no
FCG ap6s a terapia

periodontal (Thunell, Tymkiw et

al. 2009)

- Niveis elevados de IL-8 no
FCG estiveram
correlacionados positivamente
com maior profundidade de
sondagem(Engebretson,
Vossughi et al. 2006)

- Os niveis séricos estiveram
elevados em mulheres que
tiveram parto pretermo
comparadas as mulheres do
grupo controle (Bogavac and
Brkic 2009)

- Niveis séricos elevados
estiveram significativamente
associados a prematuridade
em mulheres com histdria
prévia de prematuridade
(Vogel, Goepfert et al. 2007)

IL-10

Principalmente
macrofagos e
linfocitos T, mas
outras células como
as células dendriticas
e células epiteliais
também sao capazes
de produzir.

Funciona como uma
inibidora dos macrofagos
ativados e células
dendriticas, além de inibir
a producgao de IL-12. Esta
envolvida no controle da
resposta imune
inflamatoéria.

Pacientes com gendtipos

produzem maior quantidade de

IL-10 apresentaram menor
progressao de doenca
periodontal num periodo de 5
anos (Cullinan, Westerman et

al. 2008)

- Sitios saudaveis
apresentaram niveis maiores
de IL-10 comparados a sitios
doentes, e os niveis de IL-10
foram elevados apds a terapia
periodontal (Goutoudi, Diza et

al. 2004)

- Um aumento nos niveis
séricos de IL-10 esteve
associado a manutencio da
gravidez (Wu, Chen et al.
2001)

- Mulheres com aborto
recorrente apresentaram niveis
menores de IL-10 comparadas
a mulheres com gestagao
normal (Velez, Fortunato et al.
2008)
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IL-12 (p70)

Macroéfagos e células
dendriticas. Varias
outras células
também sao capazes
de produzir.

Principal mediador da
resposta imune inata
precoce. Estimula a

diferenciacao das células

CD4+ naive em células

Th1, induzindo a producgao
de IFN-y.

- Os niveis de IL-12 no fluido
crevicular gengival séo
maiores em pacientes com
periodontite crénica que sitios
com gengivite e sitios
saudaveis (Tsai, Tsai et al.
2005).

- A terapia periodontal reduziu
0s niveis sistémicos de IL-12
em pacientes com diabete tipo
Il, independente do uso ou ndo
de antibioticos.(O'Connell,
Taba et al. 2008).

- Niveis sistémicos elevados
estiveram significativamente
associados ao nascimento
com <35 semanas em
mulheres com corioamnionite
histolégica (Gargano, Holzman
et al. 2008)

-Altos niveis séricos de IL-12,
quando associados a baixos
niveis de IL-18, aumentaram o
risco de nascimentos com <34
semanas de gestacéo
(Ekelund, Vogel et al. 2008)

Principalmente
macréfagos em
resposta a estimulos
bacterianos. Outras
células como
neutrofilos, células
NK, células epiteliais
e endoteliais também
podem produzir.

FNT-a

Recrutamento de
neutrdéfilos e macréfagos
para os sitios com
infeccao e a ativacéo
destas células para
erradicacido microbiana.

- Antagonistas de FNT- a
diminuiram a perda 6ssea
alveolar e a degradagéao
tecidual na periodontite
experimental em macacos
(Graves, Delima et al. 1998;
Delima, Oates et al. 2001)

- Esta presente em altas
concentragdes no FCG e nos
tecidos periodontais de
pacientes doentes, aonde esta
positivamente correlacionada
com MMPs e RANKL (Garlet,
Martins et al. 2004; Graves
2008)

- Induz a producéo de outros
mediadores inflamatorios
perpetuando a inflamagéao
(Graves and Cochran 2003)

- Aumenta a produgéo in vitro
de prostaglandina e cortisol
(Haider and Knofler 2009)

- Niveis séricos elevados de
FNT-a no 1° trimestre
gestacional estdo associados a
nascimentos entre a 34° e 36°
semanas de gestagéo (Curry,
Thorsen et al. 2009)

- O tratamento com inibidores
de FNT-a aumentou a taxa de
nascidos vivos em gestantes
com aborto espontaneo
recorrente (Winger and Reed
2008)
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Citocinas

Citocinas sao pequenas proteinas, geralmente com peso molecular menor que
25kDa, produzidas em resposta a diversos antigenos e que medeiam/regulam reagdes
imunes e inflamatérias (Abbas, Lichtman et al. 2007). O conceito de proteinas
dedicadas ao recrutamento e ativagao de células em locais de inflamagao € conhecido
desde o século XIX, embora apenas na década de 1970 o termo "citocinas" tenha sido
introduzido para se referir a peptideos envolvidos em uma ampla gama de sinalizagao e
ativacao celular (Apostolakis, Vogiatzi et al. 2009). Até recentemente, as citocinas eram
nomeadas aleatoriamente, sem uma definicdo clara de qual sistema estava sendo
utilizado. Inicialmente, as citocinas produzidas por mondcitos foram denominadas
monocinas, enquanto as produzidas por linfocitos foram chamadas linfocinas. As
citocinas produzidas por leucécitos € quem agem sobre outros leucdcitos foram
chamadas interleucinas. Entretanto, este termo €& imperfeito, porque por razdes
histéricas muitas citocinas que sao sintetizadas apenas por leucécitos e que agem
apenas sobre os leucdcitos nao sdo denominadas interleucinas, enquanto que muitas
interleucinas sao produzidas ou agem em outras células que nao leucécitos. Mesmo
assim, o termo tem sido util porque novas citocinas séo descobertas constantemente e
numeradas em sequéncia (IL-1, IL2 e assim por diante), mantendo assim uma
nomenclatura padrao (Abbas, Lichtman et al. 2007). Atualmente, mais de 300 citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento foram descritos e tém sido usados para predicao,
diagndstico e tratamento de inumeras doencas (Commins, Borish et al. 2010). Sabe-se
citocinas afetam basicamente todos os processos bioldgicos, incluindo formagao e
desenvolvimento embriogénico, diferenciacao de células tronco, resposta especifica e
nao especifica a antigenos, progressao de processos degenerativos relacionados a
idade, eficacia de vacinas e rejeicao de enxertos. Elas sdo estudadas em praticamente
todos os campos da biologia, com énfase nas areas de inflamagao, imunologia,
aterosclerose e cancer (Dinarello 2007).

A secrecédo de citocinas € um evento transitério e autolimitado. Nao existem
reservatorios dessas moléculas, e uma vez sintetizadas elas s&o rapidamente

secretadas, resultando em uma intensa liberagdo quando necessario. Uma das
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caracteristicas mais marcantes dessas proteinas € o fato de que elas muitas vezes tém
efeitos pleiotropicos e redundantes. Pleiotropismo se refere a capacidade de uma
mesma citocina agir em diferentes tipos celulares. Esta propriedade permite que uma
citocina possa mediar efeitos biolégicos diversos; entretanto, limita seu uso terapéutico
devido aos possiveis efeitos colaterais indesejados resultantes. A redundancia refere-se
ao fato de que diferentes citocinas podem desempenhar as mesmas fungdes. Devido a
essa caracteristica, antagonistas usados contra uma citocina podem nao ter o efeito
desejado, pois dentro da complexa rede de sinalizagao celular outras citocinas podem
realizar a mesma funcgéo. Outra caracteristica marcante em comum das citocinas é a
capacidade de estimular a produgado de outras citocinas, levando a cascatas em que
uma segunda ou terceira citocina possa mediar os efeitos bioldgicos da primeira. Duas
citocinas podem ter efeito antagbnico sobre a acado de outra, produzirem efeitos
aditivos, ou, em alguns casos, até mesmo sinérgicos. A maioria das citocinas agem
proximas de onde eles sao produzidas, tanto na mesma célula que a secreta (agao
autocrina) quanto em uma célula vizinha (agao paracrina). Quando produzidas em
grandes quantidades, as citocinas podem entrar na circulagao e agir a distancia do local
de producéao (agao enddcrina). As respostas celulares a maioria das citocinas consistem
em mudancgas na expressao génica em células-alvo, resultando na expressao de novas
funcdes e, por vezes, na proliferacdo das células-alvo. E importante ressaltar que os
ensaios imunoldgicos atualmente utilizados detectam apenas a presenca do antigeno
de determinada citocinas, e ndo sua atividade biologica. O efeito de uma citocina
depende da sua concentragao extracelular, da presenga (ou auséncia) do receptor de
superficie especifico na célula alvo, e dos sinais que sao enviados em cascata apos a

ligacao ao receptor (de Jager, Bourcier et al. 2009).

O paradigma Th1/Th2 e as novas descobertas

Em 1986, Mosmann et al. em um estudo classico num modelo murino,
descreveram pela primeira vez dois subconjuntos de células T helper (Th) CD4+
baseados no tipo de citocinas que essas células produziam em resposta a
determinados antigenos. Surgiam entdo os conceitos de células Th1, que secretavam

IFN-y e IL-2; e células Th2, que secretavam IL-4 e IL-5, sendo esses subconjuntos
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mutuamente antagbnicos (Mosmann, Cherwinski et al. 1986). Esse modelo de
diferenciagao celular postula que, embora as células Th CD4+ indiferenciadas estao
atreladas a um antigeno em particular, devido ao seu receptor de células T especifico,
elas nao estado comprometidas com um perfil de secregao de citocinas em particular. Na
verdade, quem determina o modo pelo qual a célula T ira se diferenciar é o
microrganismo invasor (antigeno) para o qual a célula T é especifica em combinagao
com a célula apresentadora de antigeno, sendo que essa combinagdo resultara
presumivelmente na resposta imunoldégica mais apropriada (Gaffen and Hajishengallis
2008). Como o numero de citocinas descritas vem aumentando constantemente, o
paradigma Th1/Th2 precisou adaptar-se, incluindo outras citocinas que nao sao
necessariamente secretadas por células T CD4+, mas que promovem tanto o
desenvolvimento de células Th1 quanto de células Th2. Assim, citocinas como a IL-12,
que embora nao seja secretada por células T, foram associadas a resposta Th1,
enquanto citocinas como a IL-10 e a IL-13 foram associadas a resposta Th2 (Gor, Rose
et al. 2003). Desde a descoberta inicial de Mosmann e colaboradores, passaram-se
mais de 20 anos e praticamente todas as doengas ou condigdes com algum
componente inflamatério foram examinadas e interpretadas dentro deste paradigma,
incluindo a doencga periodontal e o parto pretermo.

De uma maneira geral, o padrédo Th1 de resposta imune estaria associado a
presenca de citocinas pro-inflamatérias e a uma resposta imune celular, enquanto o
padrao Th2 de resposta imune estaria associado a presenga de citocinas anti-
inflamatdrias e a uma resposta imune humoral (Murphy and Reiner 2002). Apesar de
sua simplicidade encantadora, o modelo Th1/Th2 ndo explica adequadamente muitos
aspectos da imunidade celular. Embora seja indiscutivel que as células T CD4+
apresentem perfis polarizados de secrec¢ao de citocinas (Th1 ou Th2), estas respostas
extremamente polarizadas sao geralmente observadas apenas em condigdes artificiais
de pesquisa. O verdadeiro desafio ao paradigma Th1/Th2 vem quando se tenta aplicar
esta dicotomia simplista na explicacéo e resolugcdo de doencas complexas do sistema
imunolégico. Em condi¢cbes que se aproximam da realidade, varias citocinas nao se
encaixam de maneira 6bvia em nenhum dos subconjuntos, pois podem induzir tanto a

resposta Th1 quanto a Th2. Além disso, nem todas as citocinas de um subconjunto
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agem de maneira similar. Por exemplo, a IL-4 e a IL-13 (citocinas Th2) aumentam
significativamente a secrecao de IL-12 (Th1) por macrofagos e células dendriticas,
enquanto que a IL-10 (Th2) suprime a producgao de IL-12 pelas mesmas células. Outro
exemplo € o da IL-18, que quando combinada com a IL-12 induz a produgao de IFN-y
levando a classica resposta Th1. Entretanto, na auséncia de IL-12, a IL-18 induz a uma
resposta Th2 (Dinarello 2007). Estes dados indicam que a analise individual do papel
de cada citocina € mais produtiva do que o uso de subconjuntos Th1 ou Th2, porque
nem todas as citocinas dentro de um determinado subconjunto irdo mediar fungdes
idénticas.

Recentemente, duas novas linhagens de células T CD4+ foram descritas: Th17 e
Treg (regulatory T-cells), sendo que a primeira induz a resposta inflamatéria enquanto a
segunda suprime a mesma. Esses subconjuntos de células T ndo sé tém funcgdes
antagbnicas, como também inibem a produgdo um do outro. As principais citocinas
associadas a resposta Treg sédo a IL-2, a IL-10 e TGF-B, enquanto que a IL-6 e a IL-21
sao citocinas importantes na diferenciacdo das células T em direcdo a uma resposta
Th17, e a IL-23 é fundamental para expansao, sobrevivéncia e patogenicidade dessas
células (Jankovic and Trinchieri 2007; Stockinger and Veldhoen 2007). Essa descoberta
de novas linhagens de células T fez com que fosse necessario revisar o paradigma
Th1/Th2. Muito do que se sabe a respeito do papel das células Th1 em varias doencas
€ baseado num modelo murino “IL-12 deficiente”, o qual contém uma delecdo da
subunidade IL-12p40. No entanto, a subunidade IL-12p40 também é parte componente
da IL-23. Assim, uma delecdo na subunidade IL-12p40 afeta ndo s6 a IL-12, mas
também a IL-23, fazendo com que os resultados antes creditados a resposta Th1
possam ter, na verdade, um componente Th17 (Trinchieri, Pflanz et al. 2003).

Tendo o acima exposto, paradigma Th1/Th2 tem sido questionado recentemente.
Alguns autores sugerem que os defensores da dicotomia Th1/Th2 sdao excessivamente
cuidadosos em fazer com que os dados fiqguem em conformidade com o modelo, assim
como Procusto, personagem da mitologia grega esticava ou amputava seus convidados
até que se ajustassem ao tamanho exato de sua cama (Gor, Rose et al. 2003). Outros
consideram esse paradigma, apesar de util, demasiadamente simplista (Chaouat 2007),

sendo que mesmo citocinas consideradas prejudiciais no contexto inflamatério (como
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por exemplo IFN-y e FNT-a) podem desempenhar importantes papéis no controle de

infeccoes.
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Justificativa

A doenga periodontal tem sido frequentemente associada ao parto pretermo. A
plausibilidade bioldgica para tal associagao baseia-se numa inflamacao sistémica de
baixa intensidade de origem periodontal. Entretanto, os estudos de intervencdo que
investigaram o efeito do tratamento periodontal durante a gestacdao ndo observaram
reducdes significativas na incidéncia de prematuridade. Como diversas citocinas tém
sido associadas tanto a doenga periodontal quanto ao parto pretermo, supde-se que
elas desempenhem um papel importante nessa associagao. Entretanto, nenhum estudo
investigou a correlagéo entre niveis sistémicos e periodontais desses biomarcadores ao
longo da gestagdo, assim como poucos estudos avaliaram o impacto da terapia
periodontal durante a gestagcao sobre esses biomarcadores.

Nossa hipétese inicial era de que se uma relagdo causal entre a inflamacao
periodontal e sistémica existisse, uma forte correlacdo deveria ser observada entre os
niveis sistémicos e periodontais de marcadores moleculares de inflamagao. Se essa
hipétese fosse confirmada, a terapia periodontal teria tanto um efeito local quanto

sistémico nos niveis de biomarcadores inflamatoérios.
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Objetivo

Objetivo geral:
Avaliar a relagao entre niveis sistémicos e periodontais de biomarcadores inflamatorios
relacionados com a resposta imune periodontal e também com os mecanismos de

parto.

Objetivos especificos:

. Avaliar a correlagdo e concordancia dos niveis de IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e
FNT-a no soro e no fluido crevicular gengival (FCG) em gestantes.

. Avaliar o efeito da terapia periodontal ndo cirurgica sobre os niveis de IL-1pB, IL-6, IL-8,

IL-10, IL-12p70 e FNT-a no soro e no fluido crevicular gengival (FCG) em gestantes.
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Metodologia

Origem

A presente tese € composta por dois estudos aninhados a um ensaio clinico
randomizado que avaliou o impacto do tratamento periodontal ndo cirurgico durante a
gestacdo sobre a incidéncia de prematuridade (Weidlich, Moreira et al. 2012). Este
ensaio clinico randomizado sera chamado aqui de Estudo Inicial, visto que a partir dele
desenvolveram-se outros estudos, incluindo os dois que compdem essa tese. O
primeiro estudo da tese € uma avaliacdo transversal onde utilizou-se os dados
coletados no exame inicial do Estudo Inicial. O segundo estudo da tese € um ensaio
clinico no qual utilizou-se uma sub-amostra do Estudo Inicial, com dados coletados no

exame inicial, em 26-28 semanas e apos o parto.

Delineamento do estudo

As participantes do Estudo Inicial foram aleatoriamente alocadas ao grupo teste
ou controle apds uma estratificacdo quanto ao habito de fumar (figura 1). Mulheres que
fumavam mais de 5 cigarros por dia no momento da entrevista inicial foram
consideradas fumantes. A randomizacao foi realizada através de uma tabela de
numeros aleatoérios gerada por computador. A alocagao ao tratamento foi por envelopes
opacos numerados em série que foram abertos apds o término do exame clinico. As
participantes do grupo teste receberam tratamento periodontal n&o cirurgico completo,
enquanto as pacientes do grupo controle receberam apenas uma sessao de remogao
de calculo supragingival e instrugdo de higiene bucal. O Comité de Etica do Hospital
Materno Infantil Presidente Vargas aprovou o protocolo do estudo (Anexo 1) e as
pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2)

concordando em participar do estudo.

Amostra

Todas as mulheres que procuraram atendimento prenatal no Hospital Materno
Infantil Presidente Vargas (HMIPV) foram consideradas elegiveis para o Estudo Inicial.
O recrutamento para o estudo aconteceu de abril de 2007 a junho de 2009. Para serem
incluidas, as mulheres deveriam ter entre 18 e 35 anos e apresentarem idade
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gestacional menor que 20 semanas. Mulheres com multiplos fetos, recebendo
tratamento ortoddntico ou que necessitassem de profilaxia antimicrobiana ndo foram
incluidas no estudo. Todas as mulheres que preencheram os critérios de inclusao e
assinaram o consentimento informado foram incluidas, independente do estado
periodontal. Para o estudo 1 desta tese, as primeiras 100 pacientes que apresentaram
dados clinicos e demograficos completos, assim como amostras de soro e fluido
crevicular gengival foram incluidas. Para o estudo 2 desta tese, todas as pacientes que
apresentaram dados clinicos e demograficos completos, assim como amostras de soro
e fluido crevicular gengival no exame 1, 2 e 3 foram incluidas. Sendo assim, 30

pacientes no grupo teste e 30 pacientes no grupo controle foram incluidas.

Dados maternos

Um questionario estruturado compreendendo dados demograficos, socio
econdmicos, e histéria médica e odontoldgica foi usado para coletar dados maternos
(Anexo 3) Resumidamente, dados antropométricos, ocorréncias gestacionais prévias e
atuais, hospitalizacao durante a gestacdo, uso de medicagdes, histérico de doengas
sexualmente transmissiveis, historia médica pessoal e familiar, consumo de alcool e
tabaco, assim como habitos de higiene bucal foram coletados. Durante o estudo, a
ocorréncia de problemas gestacionais como infecgao urinaria ou vaginal, pré-eclampsia,
diabetes gestacional, uso de medicacdes e internagdes hospitalares foram coletados
usando dados do prontuario hospitalar. O questionario foi previamente testado e dados
foram coletados por examinadores treinados. A reprodutibilidade foi avaliada através da
avaliacédo repedida de questdes chave em 10% da amostra apés uma semana
(kappa=0.79).

A idade gestacional foi determinada por um ginecologista usando informacdes de
exames fisicos, dados de ciclos menstruais e ultrassonografias. Os recém-nascidos
foram examinados por neonatologistas nao envolvidos no estudo, através dos

procedimentos hospitalares de rotina.
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Figura 1. Desenho experimental dos estudos que compdem a tese.
(Estudo 1 — Avaliagédo transversal com dados coletados no 1° Exame. Estudo 2 — Avaliagédo longitudinal de dados

coletados no 1°, 2° e 3° exames).



Exame clinico periodontal

O exame clinico periodontal foi realizado por 3 examinadores treinados e
calibrados. Os dados foram anotados por um assistente treinado em fichas de anotacao
(Anexo 4). Todos os dentes permanentes erupcionados, excluindo-se os terceiros
molares, foram examinados. Os parametros foram registrados em seis sitios por dente,
utilizando espelho bucal plano e sonda periodontal (Neumar, NCP 15, Sao Paulo,
Brasil). indice de placa (Silness and Loe 1964), indice gengival (Loe 1967), presenca de
fatores retentivos de placa, profundidade de sondagem (PS), sangramento a sondagem
(SS) e nivel de insercao clinica (NIC) foram avaliados. A reprodutibilidade dos
examinadores foi acessada em 10% das pacientes com pelo menos uma hora de
intervalo entre os exames clinicos. O coeficiente de correlagao intraclasse variou entre
0.95 e 0.96 para PS e entre 0.84 e 0.93 para NIC. O kappa ponderado (+1mm) variou
de 0.89 a 0.90 para PS e 0.84 a 0.88 para NIC. Todas as participantes foram

examinadas no exame inicial, entre 26-28 semanas e 30 dias apds o parto.

Intervencgao

O tratamento periodontal foi realizado por dois periodontistas na unidade
odontologica do HMIPV. O grupo teste recebeu tratamento periodontal nao cirurgico até
a 24® semana de gestacdo. O tratamento consistiu na remog&o de fatores retentivos de
placa (incluindo a remocao de calculo supragingival e restos radiculares, selamento de
cavidades de carie, e adaptacao de restauracdoes e préteses mal adaptadas), assim
como na raspagem subgengival e alisamento radicular com anestesia local. Instrugdes
de higiene bucal eram fornecidas em cada consulta de acordo com necessidades
individuais. Nao houve limite em relagdo ao numero de consultas empregado para
completar o tratamento. Apds o tratamento, as pacientes eram vistas pelo menos uma
vez por més, de acordo com necessidades individuais, para assegurar um bom controle
de placa. O grupo controle recebeu o tratamento padrao oferecido a todas as pacientes
do HMIPV, que consistia de uma sessao unica de remogao de calculo supragengival e
instrucao de higiene bucal. O mesmo tratamento fornecido ao grupo teste foi oferecido
ao grupo controle apés o parto. As pacientes de ambos os grupos receberam

tratamento de urgéncia sempre que necessario.
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Coleta das amostras de sangue e FCG

Quatro sitios por paciente foram selecionados dentre aqueles com maior
profundidade de sondagem para a coleta de FCG. Se dois ou mais sitios
apresentassem a mesma profundidade de sondagem, eles eram aleatoriamente
selecionados para coleta. Os sitios selecionados foram adequadamente isolados com
rolos de algodao e/ou gaze, e gentiimente secos com jatos de ar. A placa supragengival
foi cuidadosamente removida com curetas, e tiras de papel absorvente (Periopaper,
Oraflow, New York, USA) foram inseridas por 30 segundos na bolsa/sulco periodontal.
Tiras com marcas de sangue ou saliva foram descartadas. As tiras de papel foram
imediatamente transferidas para um eppendorf e congeladas até a analise. As amostras
de sangue foram coletadas pela manha, apés 8 horas de jejum, por assistentes
treinados. Cinco mililitros de sangue foram coletados por paciente através de puncgao
venosa e armazenados em um tubo de vacuo sem anticoagulante. As amostras foram
imediatamente centrifugadas a 3.000 x g por 5min, e o soro foi mantido congelado até

analise.

Mensuragao das citocinas

A concentracgao de citocinas no soro € no FCG foi determinada por citometria de
fluxo usando o BD™ Cytometric Bead Array (BD Biosciences, San Diego, CA). As tiras
de papel contendo o FCG foram eluidas em um tubo eppendorf com 200ul de uma
solucao tampao fosfato salina e 2ul (20 mM) de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) por
30 minutos. Na sequéncia, as tiras foram transferidas para um segundo tubo eppendorf,
com a mesma solucao, por mais 30 minutos. O conteudo dos dois tubos eppendorfs foi
homogeneizado e 50uL da solugdo foram utilizados para a analise do FCG. O Kkit
utilizado (Human Inflammatory Cytokine Kit - BD Biosciences, San Diego, CA) permite a
discriminagdao das seguintes citocina: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e FNT-a. O
processamento das amostras e a analise dos dados foram realizados de acordo com as
especificagdes do fabricante. De maneira resumida, as amostras de soro e FCG foram
incubadas com micro esferas de diferentes intensidades do fluorogeno PE
sensibilizadas com anticorpos anti-IL-1(3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e FNT-a durante

3hs, em temperatura ambiente e protegidas da luz. As amostras foram entdo lavadas
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com solugao tampao fornecida pelo fabricante e os niveis de citocinas foram avaliados
através de um citdmetro de fluxo (FACS Calibur - BD Biosciences, San Diego, CA). Os
dados foram gerados e tabulados por um software especifico (BD CBA Analysis

Software - BD Biosciences, San Diego, CA).

Analise dos dados

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico STATA 11.1 (Stata
for Mac, Stata Corporation, College Station, TX, USA). Médias e desvios padrao para
todos os parametros clinicos foram calculados e reportados, assim como distribuicdo de
frequéncias para dados demograficos, socioeconémicos e comportamentais.

Manuscrito 1
Os niveis de citocinas no soro e no FCG foram apresentados através de

médias, desvios padrao, medianas, percentis 25% e 75%. A concordancia e a
correlagao entre os niveis de citocinas no soro e FCG foram avaliados pelo calculo do
coeficiente de correlacdo de concordancia (CCC) e pelo coeficiente de correlagao de
Pearson (r), respectivamente. Graficos de dispersao foram utilizados para representar
os niveis de citocinas no soro e no FCG. Uma analise de regressao linear ranqueada foi
realizada para avaliar o efeito dos niveis periodontais de citocinas sobre os niveis
sistémicos. Uma regressao linear ranqueada também foi utilizada para avaliar o efeito
da média de PS e do percentual médio de SS sobre os niveis de citocinas no soro € no
FCG. Uma analise estratificada foi realizada para avaliar o impacto de variaveis
comportamentais, condicbes médicas e medicamentos sobre a associagao entre os
niveis de citocinas no soro e FCG. As analises foram estratificadas de acordo com
tabagismo, infecgdes geniturinarias e uso de antibiéticos. O individuo foi considerado a
unidade analitica e o nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5%.
Manuscrito 2

Médias e desvios padrao para todos os parametros clinicos foram calculados e
reportados. Diferengas entre os grupos foram testadas através de teste-t independente.
Diferencas quanto a distribuicio de dados demograficos, socioeconbémicos e
comportamentais foram avaliadas através do teste de chi-quadrado e do teste exato de
Fisher. Os niveis de citocinas no soro e FCG foram apresentados como medianas,

percentis 25% e 75%. Diferengas entre os grupos foram testadas através da prova de
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Mann-Whitney e diferencas dentro de um mesmo grupo ao longo do tempo foram
acessadas através da prova de Wilcoxon. O método de Bonferroni foi utilizado para
ajustar para multiplas comparagdes. O individuo foi considerado a unidade analitica e o

nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5%.
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Manuscrito 1

Relationship between cytokine levels in serum and gingival

crevicular fluid (GCF) in pregnant women

Cytokine 58, April 2012, pp. 34-39
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Background: Periodontal disease has been linked to systemic diseases/disorders and a low-grade sys-
temic inflammatory status originated from periodontitis has been proposed as a possible explanation
for this association. This study evaluates the relationship, early in pregnancy, between gingival crevicular
fluid (GCF) and serum levels of a panel of cytokines that have been implicated in PTB and periodontal dis-
ease.

Methods: One hundred pregnant women aged 18-35 years old with a gestational age up to 20 weeks

ff?r' iv(: gg‘f]st:al disease were included (mean + SD gestational age:16.1 + 3.5 weeks). Four periodontal sites per subject were ran-
Interleukins domly selected for GCF collection. Serum and GCF levels of IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-o

were analyzed using a cytometric bead array. Regression and correlation analyses were used to assess
the relationship between serum and GCF cytokine levels.
Results: Participants had widespread periodontal inflammation but limited periodontal destruction. Cyto-
kine levels were significantly higher in GCF than serum for all cytokines but IL-10. GCF levels had small but
significant effect on serum levels for IL-10 (5 =0.34 £ 0.09, p < 0.01), IL-12p70 (= 0.48 + 0.08, p < 0.01)
and TNF-a (=0.29 £0.09, p <0.01). Periodontal probing depth and bleeding on probing were signifi-
cantly associated with GCF levels for IL-1B, IL-6 and IL-8; however, they had negligible effect on serum
cytokine levels. Correlation between GCF and serum levels was non-significant, except for IL-12p70, which
showed a significant but small correlation between the two sources (r = 0.32, p = 0.001).
Conclusions: GCF cytokine levels were not strongly associated with serum cytokine levels in pregnant
women with widespread periodontal inflammation but limited periodontal destruction.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Gingival crevicular fluid
Cross-sectional study
Low-grade inflammation

1. Introduction

A low-grade systemic inflammation has been linked to several
diseases including atherosclerosis [1], diabetes [2], adverse gesta-
tional outcomes [3], cancer[4] and Alzheimer’s disease [5]. Although
the pathophysiological mechanisms explaining these relationships
remain unclear, higher serum levels of pro-inflammatory mediators
have been proposed to play a key role. In this regard, attempts have
been made to use cytokines and other inflammatory biomarkers to
predict disease outcomes [6,7].

Recently, periodontal diseases have been linked to systemic
conditions including cardiovascular disease and adverse obstetric
outcomes including miscarriage, stillbirth and preterm birth

* Corresponding author. Address: Ramiro Barcelos, 2492, Porto Alegre, RS 90035-
003, Brazil. Tel.: +55 (51) 3308 5318; fax: +55 (51) 3346 6542.
E-mail address: fiorinitiago@gmail.com (T. Fiorini).

1043-4666/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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(PTB) [8,9]. Periodontal diseases are inflammatory disorders that
affect surrounding and supporting tissues of teeth and are caused
by pathogenic oral microorganisms [10]. Whereas bacteria are nec-
essary for disease onset, the inflammatory host response deter-
mines the severity of tissue destruction [11]. Patients affected by
destructive periodontal disease have been shown to produce high-
er local levels of numerous cytokines associated with connective
tissue breakdown and bone resorption, including IL-1B, IL-6 and
TNF-a [12]. In contrast, periodontal treatment is associated with
decreased local cytokines levels [13]. In this context, GCF has been
consistently used to measure cytokines and other biomarkers
released within the periodontal tissues.

A low-grade inflammatory status originated from periodontitis
that contributes to create a systemic inflammatory phenotype
has been proposed as a possible explanation for the link between
periodontal diseases and several other systemic diseases/disorders
[14,15]. Corroborating this hypothesis, studies have observed that
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periodontitis patients have higher serum levels of numerous
inflammatory biomarkers including CRP, IL-1B, IL-6 and TNF-a,
suggesting a systemic pro-inflammatory status [16-18]. However,
recent clinical studies have failed to demonstrate reductions in PTB
rates after periodontal therapy questioning a causal relationship
[19,20]. To date, few studies have investigated the relationship be-
tween GCF and serum cytokine levels. Our hypothesis was that if a
causal relationship between periodontal and systemic inflamma-
tion existed, a strong correlation should be observed between ser-
um and GCF cytokine levels. The aim of this study was to assess the
relationship between serum and GCF levels of a panel of cytokines
in a pregnant sample.

2. Materials and methods
2.1. Study design and sample

The present study sample comprised a subsample of pregnant
women previously enrolled in a clinical trial designed to assess
the effect of nonsurgical periodontal treatment performed during
pregnancy on the reduction of preterm/low birth weight rates
[21]. Eligible single-term pregnant women aged between 18 and
35 years with a gestational age up to 20 weeks were included
(mean £ SD gestational age: 16.1 3.5 weeks). Gestational age
was established by a gynecologist using information of sequential
physical exams, data from menstrual cycles and ultrasound. Clini-
cal data and immunological samples were collected up to 20 weeks
of gestation. The first 100 consecutive women with complete so-
cio-demographic and clinical data, and available serum and GCF
samples were included in the present analysis. The Ethical Com-
mittee of the Maternal Hospital Presidente Vargas, Porto Alegre,
Brazil, approved the study protocol and each participant signed
an informed consent form.

2.2. Maternal data

A questionnaire comprising demographics, socioeconomic sta-
tus, medical and dental histories were used. In brief, anthropomet-
ric data, previous and current pregnancy conditions, hospitalization
during pregnancy, use of medications, personal and family history
of diseases, smoking, alcohol consumption and oral hygiene habits
were assessed. The questionnaire used was previously tested and
trained interviewers collected data. Reproducibility of this informa-
tion was tested by repeated assessment of key-questions in 10% of
the sample with one-week interval (kappa=0.79). Socio-demo-
graphic and clinical data were collected at 16.1 (+3.5) gestational
weeks.

2.3. Oral health status

Periodontal clinical examination was performed by three cali-
brated examiners and recorded in preset forms by trained assis-
tants. Full-mouth, six sites per tooth periodontal examination
was carried out using a manual periodontal probe (Neumar, North
Caroline Probe 15, S3o Paulo, Brazil). Plaque Index [22], Gingival In-
dex [23]; supragingival calculus, cavities, overhanging restora-
tions; bleeding on probing (BOP), periodontal probing depth
(PPD) and clinical attachment level (CAL) were recorded. BOP
was recorded when periodontal bleeding was observed after gentle
probing at the bottom of the sulcus/pocket. PPD was defined as the
distance from the free gingival margin to the bottom of the pocket/
sulcus. CAL was defined as the distance from the cemento-enamel
junction to the bottom of the pocket/sulcus. Measurements were
made in millimeters, rounded to the closest whole millimeter
[24]. Participants were examined up to 20 weeks of gestation.

Reproducibility during the study was assessed in 10% of the partic-
ipants and the intraclass correlation coefficient ranged between
0.95 and 0.96 for probing depth and 0.84 and 0.93 for attachment
loss.

2.4. GCF and blood samples collection

Four sites per subject were selected for GCF collection among
the deepest periodontal probing depths. If two or more sites
showed the same PPD, an electronic device was used to select sites
for GCF sampling. Teeth were isolated with cotton rolls and gently
air-dried. Supragingival plaque was carefully removed with cur-
ettes and absorbent paper strips (Periopaper, Oralflow, New York,
USA) were inserted for 30 s in the periodontal pocket. Strips with
blood marks or saliva were discarded. The volume for each strip
was measured with a calibrated meter (Periotron 8000, Oraflow,
New York, USA). Paper strips were immediately transferred to an
eppendorf tube pooled and stored frozen until analysis. Blood sam-
ples were collected in the morning after 8 h of fasting by trained
assistants. Five milliliters of blood were withdrawn from each sub-
ject by venipuncture into a free-anticoagulant vacuum tube. Sam-
ples were immediately centrifuged at 3000g for 5 min, and serum
was kept frozen until assayed. GCF and serum samples were col-
lected at 16.1 (#3.3) and 16.0 (#3.5) gestational weeks,
respectively.

2.5. Cytokines assessment

The concentration of GCF and serum cytokines was determined
by flow cytometry using the BD™ Cytometric Bead Array (CBA).
The frozen GCF strips were eluted in an eppendorf with 200 pul phos-
phate buffered saline and 2 pul phenylmethylsulfonyl fluoride
(20 mM) solution for 30 min. Then, strips were transferred to a sec-
ond eppendorf with the same solution for additional 30 min. The
content of the two eppendorfs was homogenized and 50 pl of this
solution was used for the GCF analysis. The Human Inflammatory
Cytokine Kit (BD Biosciences, San Diego, CA) used allows the dis-
crimination of the following cytokines: IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p70 and TNF-a.. These biomarkers were chosen based on previ-
ous studies that showed an important role of these cytokines in peri-
odontal disease [25] and premature birth [26]. Sample processing
and data analysis were performed according to the manufacturer’s
specification. Briefly, GCF and serum samples were incubated with
the six cytokine capture beads and PE-conjugated detection anti-
bodies for 3 h at room temperature and protected from light. Sam-
ples were washed and cytokine levels were assessed using a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA). Sample
results were generated in graphical and tabular format using the BD
CBA Analysis Software (BD Biosciences, San Diego, CA).

2.6. Statistical analysis

Data analysis was performed using Stata 11.1 for Mac (Stata,
College Station, TX, USA). Means and standard deviations for all
clinical parameters, and frequencies of distribution for demo-
graphic, socioeconomic and behavioral data were calculated. Ser-
um and GCF cytokine levels were presented as mean, standard
deviation, median, 25% and 75% percentile. Serum and GCF cyto-
kine levels were presented using scatterplots. Agreement and cor-
relation between GCF and serum levels were assessed by
calculating Concordance Correlation Coefficient (CCC) and Pearson
correlation coefficient (r), respectively. A ranked regression analy-
sis was performed to evaluate the effect of GCF levels on serum
cytokine levels and to evaluate the effect of mean PPD and BOP
on serum and GCF cytokine levels. Stratified analysis was con-
ducted to assess the impact of behavioral variables, medical condi-
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tions and medications on the association between GCF and serum
cytokine levels. Analyses were stratified according to smoking
(ever/never), genitourinary infections (yes/no) and antibiotic use
(yes/no). Patients were considered the unit of analysis and statisti-
cal significance was set at 5%.

3. Results

Most women included in present study were younger than
30 year-old, non-white, with high school or less, medium-low
socioeconomic status, non-smoking, normal weight and did not
have a previous history of miscarriage or preterm birth. One quar-
ter of the patients used antibiotics, mainly due to genitourinary
infections, and very few women presented other medical condi-
tions (Table 1). All participants declared no regular alcohol con-
sumption during pregnancy. The mean number of teeth present
was 25.53 (£3.77). Periodontal parameters are presented in Table
2. Overall, widespread periodontal inflammation and localized
periodontal destruction was observed affecting most of the partic-
ipants. Selected GCF sites showed overly inflammation as assessed
by bleeding on probing (>75% of sites) and probing depth
(3.85 £ 0.64 mm), and limited attachment loss.

All six cytokines evaluated presented low serum levels with IL-8
and IL-6 having the highest serum concentration (Table 3). In con-
trast, a wide range of values was observed in GCF with IL-8 and IL-
1B having the highest GCF levels. Compared to serum levels, IL-8
and IL-1B were approximately 40 and 80 times higher in GCF.
GCF levels for other cytokines were consistently higher than serum
levels, although differences were within 2-fold.

The effect of GCF levels on serum cytokine levels was evaluated
by a ranked regression analysis (Table 4). A significant association
was observed for IL-10, IL-12p70 and TNF-a, but not for IL-1B, IL-6
and IL-8. Adjusting for important co-factors did not significantly af-
fect the estimates. In spite of these significant associations, GCF
levels of IL-10 and TNF-o. only explained approximately 10% of
their serum levels (r*=0.11 and r? = 0.09, respectively) whereas

Table 1
Demographic, socioeconomic, behavioral and gestational data.

N=100

Age (years) 18-24 42
25-30 42
31-35 16

Race White 65
Non-white 35

Education Elementary 31
High school 58
College/University 11

Socio economic status Low 22
Medium-low 48
Medium-High 23
High 7

Smoking Never 73
Former 6
Current 21

BMI before gestation (kg/m?) <18.5 8
18.6-24.99 54
25-2999 22
=30 16

Current medical/obstetric data Diabetes 4
Preeclampsia 2
Alcohol consumption 0
Genitourinary infection 14
Antibiotics use 25

Previous medical/obstetric data Primiparous women 45
Previous miscarriage 13
Previous preterm 10

Table 2

Mean (£SD) for clinical parameters.

Full mouth

GCF sampled sites

Visible plaque (% sites)
Gingival bleeding (% sites)

Calculus (% sites)
BOP%

PPD > 3 mm (% sites)
PPD > 4 mm (% sites)
CAL > 1 mm (% sites)
CAL > 2 mm (% sites)

53.59 (48.69-58.50)
34.07 (30.49-37.65)
21.20 (18.39-24.00)
47.21 (42.82-51.60)
48.69 (45.80-51.59)
09.66 (08.04-11.29)
10.48 (07.76-13.20)
04.73 (03.10-06.37)

58.50 (51.41-65.59)
40.50 (34.65-46.35)
20.0 (14.49-25.51)
76.0 (70.15-81.85)
99.30 (98.4-100)
68.50 (60.50-76.50)
13.80 (8.60-19.00)
7.80 (3.80-11.70)

IL-12p70 GCF levels explained approximately 23% of IL-12p70 ser-
um levels.

The effect of PPD on serum and GCF levels is presented in Table
5. No significant associations could be observed between PPD and
serum cytokine levels. On the other hand, PPD was significantly
associated with GCF levels of IL-1B, IL-6, IL-8 and IL-10, but not
IL-12p70 and TNF- o. Table 6 presents the effect of BOP on serum
and GCF levels. TNF-a0 was the only serum cytokine significantly
associated with BOP. Regarding GCF cytokines, IL-1B, IL-6 and IL-
8 were significantly associated with BOP, but not IL-10, IL-12p70
and TNF- o.

Correlation between GCF and serum levels was generally low
(Fig. 1). An exception was IL-12p70, which showed a significant
but small correlation between periodontal and systemic levels
(r=0.32, p=0.001). Similar to correlation, concordance between
GCF and serum levels was also generally low ranging from —0.02
to 0.14. A stratified analysis was conducted to assess the impact
of behavioral variables, medical conditions and medications on
the relationship between GCF and serum cytokine levels. Only
small differences on the estimates of association were observed
after stratifying to smoking, genitourinary infections and antibiotic
use (data not shown). Diabetes, preeclampsia and alcohol con-
sumption affected too few subjects to allow for a specific analysis.

4. Discussion

The present study evaluated the relationship between serum
and GCF levels of six cytokines related to periodontal disease and
PTB in a sample of 100 pregnant women. To the best of our knowl-
edge, this is the first study to investigate this relationship in preg-
nant women. Low serum levels were observed for all cytokines,
whereas a wider range was observed in GCF levels. Serum and
GCF levels were significantly associated for IL-10, IL-12p70 and
TNF-o; however, GCF cytokine levels poorly explained serum levels
except for IL-12p70. PPD was associated with IL-1p, IL-6, IL-8 and
IL-10 GCF levels, whereas it had negligible effects on serum cyto-
kines levels. BOP was associated with IL-1B, IL-6, IL-8 GCF levels
and serum TNF-o. Overall, concordance and correlation between
serum and GCF levels were low. An exception was IL-12p70, which
showed a moderate but significant correlation between periodon-
tal and systemic levels.

Several inflammatory mediators have been found in periodontal
tissues surrounding teeth in health and disease. GCF, a blood serum
transudate primarily composed by host inflammatory cells, bacte-
rial components, enzymes and antibodies, has been proposed as a
surrogate to assess early inflammatory changes within periodontal
tissues. High levels of several cytokines including IL-1, IL-6, IL-8,
TNF and interferon-gamma have been associated with destructive
periodontal disease (periodontitis) and increased risk of disease
progression [12,27,28]. Moreover, healthy sites (teeth without
inflammation) in patients affected by periodontal disease have also
been shown to express higher levels of IL-1B and IL-8 [29-31] sug-
gesting that GCF cytokine levels might be used to infer patient pro-
inflammatory profiles.
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Table 3
Mean, standard deviation, median, 25% and 75% percentile of serum and GCF cytokine levels (pg/mL).
Serum GCF p-Value®
Mean (+SD) Median (25/75 percentile) Mean (+SD) Median (25/75 percentile)
IL-1B 1.9 (¢1.0) 1.7 (1.3-2.2) 156.2 (£182.2) 102.4 (50.7-204.6) <0.001
IL6 4.3 (£3.2) 3.7 (2.8-44) 5.8 (+4.7) 4.5 (2.6-7.6) 0.011
IL-8 11.0 (£9.4) 9.0 (7.0-11.2) 435.3 (+377.3) 301.8 (189.1-503.4) <0.001
IL-10 1.5 (¢1.1) 1.0 (1.0-1.8) 1.8 (¢1.7) 1.0 (0.9-1.6) 0.595
IL-12p70 1.7 (+0.8) 1.3 (1.2-2.0) 3.0 (£3.1) 1.5 (1.3-2.8) <0.001
TNF-a 1.3 (¢1.0) 1.1 (0.9-1.1) 2.8 (£2.5) 1.7 (1.1-3.6) <0.001
" Wilcoxon signed-rank test.
Table 4 Table 5
Effect of GCF cytokine levels on serum cytokine levels (ranked linear regression). Effect of periodontal probing depth (PPD) on serum and GCF cytokine levels (ranked
linear regression).
B (+SE) p-Value r?
PPD full-mouth PPD deepest sites
Crude
IL-18 0.02 (x0.10) 0.81 0.00 B+SE p-Value r? B (£SE) p-Value r?
IL-6 0.07 (x0.10) 0.46 0.01
IL-8 0.14(20.10) 0.17 0.02 serurm
110 0.34 (20.09) 0.0001 011 IL-1B -1.77+£11.76  0.88 <0.01 037+4.99 094 <0.01
IL-12p70 0.48 (£0.08) 0.0001 023 IL-6 1.56 £10.80 0.89 <0.01 1.54+426 072 <0.01
TNF-oc 0.29 (£0.09) 0.002 0.09 IL-8 9.06 £10.69 0.40 <0.01 7.72+4.03 0.06 <0.01
IL-10 -2.99+11.68 0.80 <0.01 -3.15+4.34 047 <0.01
Adjusted* IL-12p70  -2.97+11.25 0.79 <0.01 -4.31+435 032 <0.01
IL-1B 0.05 (+0.11) 0.67 0.09 TNF-o -10.40+10.98 0.35 001 -2.71%+5.03 0.59 <0.01
IL-6 0.11 (¢0.10) 0.28 0.21 GCF
ii:?o 8;; Efgég; gggl g%% IL-18 3838+7.96 <0.001 0.13 20.26+4.11 <0.001 0.20
IL-12p70 0.42 (;0.09) 0.0001 032 IL-6 40.10£9.49  <0.001 0.14 15.06+4.59 0.001 0.11
INF- 0.30 (£0.08) 0.0001 024 IL-8 35.08£9.56  <0.001 0.11 13.22+5.03 0.01 0.08
i i ) ) IL-10 25.87 £9.58 <0.01 0.07 269+466 0.56 <0.01
" Adjusted for age, smoking status, race and body mass index. IL-12p70  14.43+10.14 0.16 0.02 0.62+445 089  <0.01
TNF-o 13.56+9.72  0.17 0.02 0.02+4.60 0.99 <0.01

To date, few studies have assessed concomitantly GCF and sys-
temic cytokines levels. Orozco et al. evaluated serum and GCF lev-
els of IL-1B, IL-12p40, IL-12p70 and IL-18 in 10 gingivitis and 10
periodontitis patients. While IL-12p40 presented significant higher
serum levels compared to GCF, small amounts of IL-18, IL-12p70
and IL-18 were detected in serum [32]. Trombelli et al. also re-
ported limited amounts of serum IL-1p in experimentally induced
gingivitis, while the GCF levels where significantly higher [31].
Fentoglu et al. evaluated the serum and GCF levels of IL-1B, IL-6
and TNF-o in 123 hyperlipidemic patients and 68 systemically
healthy controls [18] and found consistently higher serum than
GCF levels of all cytokines evaluated, irrespectively of periodontal
status or lipid status. Direct comparisons of these results with
our findings are not possible since specific evaluation of the rela-
tionship between GCF and serum cytokine levels was not per-
formed in these studies.

Table 6

Our findings are in agreement with other studies that have also
reported low serum levels of IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-a in pregnant
women [33,34]. Furthermore, the correlation between cytokine
levels in serum and other sources during pregnancy seems to be
weak. Vogel et al. did not find significant correlations between
cytokine levels of serum and cervicovaginal secretions for a broad
panel of cytokines in 62 pregnant women in the early second tri-
mester of gestation [26]. Similar results were observed by Chow
et al. for serum and amniotic fluid concentrations of 27 different
cytokines [35]. Collectively, studies show that the correlation be-
tween cytokine levels in different tissues and body fluids during
pregnancy appears to be small and several factors may influence
cytokine production, including maternal age, bone mass index
and previous history of preterm birth.

Effect of bleeding on probing (BOP) on serum and GCF cytokine levels (ranked linear regression).

BOP full-mouth

BOP 4 deepest sites

B +SE p-Value 2 p+SE p-Value r?
Serum
IL-1B -0.11+0.14 0.42 <0.01 —3.38+10.37 0.74 <0.01
IL-6 0.13+0.13 0.31 0.01 0.10+9.91 0.99 <0.01
IL-8 0.20£0.12 0.09 0.02 15.18 £ 8.58 0.08 0.02
IL-10 -0.16+0.13 0.23 0.01 —12.68 +8.31 0.13 0.01
IL-12p70 -0.11+0.13 0.38 <0.01 -9.10+9.61 0.35 <0.01
TNF-o -0.26+0.13 0.04 0.04 —-19.34+8.21 0.02 0.04
GCF
IL-1B 0.61 +£0.09 <0.001 0.21 43.18 +8.81 <0.001 0.19
IL-6 0.41+0.11 <0.001 0.09 28.87 £9.06 0.002 0.08
IL-8 0.42+0.12 <0.001 0.10 22.01£9.78 0.03 0.05
IL-10 0.2010.12 0.10 0.02 —-1.57+£9.40 0.87 <0.01
IL-12p70 0.02+0.12 0.88 <0.01 —-8.72+10.26 0.40 <0.01
TNF-o0 0.04 £0.12 0.77 <0.01 —8.02 +8.89 0.37 <0.01
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Fig. 1. Scatterplot of the distribution of serum and GCF cytokines levels (n = 100; r = Pearson correlation coefficient; CCC = concordance correlation coefficient).

Within the framework of this study, we tested the hypothesis
that periodontal inflammation may be associated with a low-grade
inflammatory systemic condition by assessing the relationship be-
tween GCF and serum cytokine levels. Serum and GCF cytokine lev-
els were significantly associated for IL-10, IL-12p70 and TNF-o;
however, GCF levels could only moderately explain serum levels
for IL-12p70. Moreover, concordance and correlations were low
for 5 out of 6 cytokines, indicating that not only the actual concen-
trations of cytokines found in GCF were not observed in serum, but
also that subjects with higher concentrations of GCF levels did not
have higher serum levels. Therefore, our results do not support the
hypothesis that periodontal disease could lead to a low-grade sys-
temic inflammatory status in pregnant women.

Among the limitations of the present study is the small percent-
age of the women who had severe periodontal destruction. The dis-
ease pattern observed in this sample is consistent with women in
childbearing age in this population [36,37] and the inclusion of
only women with severe destructive periodontitis could limit the
external validity of our findings. Nevertheless, it is important to
acknowledge that the localized nature of the disease may have
an impact on the results if this relationship is heavily dependent
on disease severity. Thus, extrapolation of our findings to other
subpopulations should be made with caution. Moreover, the pres-
ent results are limited to the reduced number of cytokines evalu-
ated in this study, and the relationship between serum and GCF
levels of other biomarkers could be different.

In conclusion, GCF levels poorly explained serum levels of a
panel of pro-inflammatory cytokines. The high GCF levels of certain
cytokines do not seem to translate into high systemic levels in
pregnant women with widespread periodontal inflammation but
limited periodontal destruction. Future studies addressing the
complex cytokine network and its interactions with genetic and
environment factors may help to better elucidate the oral-systemic
connections.
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ABSTRACT

Background and Objective: A low-grade systemic inflammatory status originated from
periodontal infection has been proposed to explain the association between periodontal
disease and systemic conditions including adverse obstetric outcomes. The aim of this
study was to evaluate the effect of periodontal therapy during pregnancy on gingival
crevicular fluid (GCF) and serum levels of six cytokines associated with periodontal
disease and preterm birth.

Material and Methods: A subsample of 60 women (18-35 years-old) up to 20 gestational
weeks previously enrolled in a larger randomized clinical trial was used. Participants
were randomly allocated to receive comprehensive nonsurgical periodontal therapy
before 24 gestational weeks (n=30,test group) or only one appointment of supragingival
calculus removal (n=30,control group). Clinical data, blood and GCF samples were
collected at baseline, 26-28 gestational weeks and 30 days after delivery. IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a levels were analyzed by flow cytometry.

Results: After treatment, a major reduction in periodontal inflammation was observed in
the test group with bleeding on probing decreasing from 49.62% to 11.66% of sites
(p<0.001). Periodontal therapy significantly reduced GCF levels of IL-1p and IL-8
(p<0.001). However, no significant effect of therapy was observed on serum cytokine
levels. After delivery, GCF levels of IL-1p in test group were significantly lower than in
control group (p<0.001), but there were no significant differences between test and
control groups regarding serum cytokine levels.

Conclusions: Although periodontal therapy during pregnancy successfully reduced
periodontal inflammation and GCF cytokine levels, it did not have a significant impact on

serum biomarkers.

KEY WORDS
Cytokines, Inflammation, Periodontal medicine, Nonsurgical periodontal therapy,

Inflammatory mediator, Systemic host effect
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Periodontitis has been associated with several systemic conditions including
cardiovascular diseases_(1), diabetes (2) and adverse obstetric outcomes (3). The
biological plausibility for such relationship is based on the inflammatory response that is
initiated and perpetuated by cytokines released in response to periodontal infection.
This inflammatory burden may have repercussions beyond the oral cavity, leading to a
low-grade systemic inflammatory status that may affect the course of gestation (4).

Early observational studies reported a strong association between destructive
periodontal disease and adverse obstetric outcomes (5, 6). Although initial findings were
confirmed by epidemiological studies (7, 8) and some randomized clinical trials (9-11)
larger interventional studies could not confirm a beneficial effect of periodontal therapy
on PTLBW (12-15). This lack of effectiveness in reducing preterm rates could be
explained, at least in part, by the conflicting evidence about the impact of periodontal
treatment on systemic pro-inflammatory mediators. While some clinical studies have
shown serum cytokine levels reduction after periodontal therapy (16, 17) other
investigations did not confirm this systemic effect (18, 19).

To the best of our knowledge, no studies have concomitantly evaluated the effect
of periodontal therapy on GCF and serum cytokine levels during pregnancy and after
delivery. Our hypothesis was that although periodontal therapy has a local effect on
cytokine levels, this local effect does not have a significant impact on systemic cytokine
levels. The aim of this study was to evaluate the effect of nonsurgical periodontal

therapy on gingival crevicular fluid (GCF) and serum cytokine levels.

MATERIALS AND METHODS

Study design and sample

The present study used a subsample of pregnant women previously enrolled in a
randomized controlled clinical trial designed to assess the effect of the periodontal
treatment performed during pregnancy on the reduction of PTLBW rates (20). The first
60 women who had complete clinical and immunological data available according
to study design were selected. Recruitment for the study was performed from
April/2007 to June/2009. Women aged 18 to 35 years old with a gestational age up to

20 weeks were randomly allocated to the test or control groups using a block-stratified
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strategy according to smoking status. A randomization table was computer generated
and allocation to treatment was concealed in an opaque, sealed and serially numbered
envelope that was opened after the completion of the baseline examination. Gestational
age was established by a gynecologist using information of sequential physical exams,
data from menstrual cycles and ultrasound. Women with multiple fetuses, conditions
that needed antibiotic prophylaxis for dental treatment or under orthodontic therapy
were not included. Clinical data and immunological samples were collected at baseline
(before 20 weeks of gestation), after treatment (26-28 weeks of gestation) and 30 days
postpartum. Study sample comprised 30 women in the control group and 30 in the test
group. GCF and blood samples for 3 patients were lost during processing, so data for
57 women were available for analysis. The Ethical Committee of the Maternal Hospital
Presidente Vargas, Porto Alegre, Brazil, approved the study protocol and each

participant signed an informed consent form.

Maternal data

A structured questionnaire comprising demographics, socioeconomic status, medical
and dental histories was used. In brief, anthropometric data, previous and current
pregnancy conditions, hospitalization during pregnancy, medications, personal and
family history of diseases, smoking, alcohol consumption and oral hygiene habits were
assessed. During the study, the occurrence of gestational events such as vaginosis,
urinary infections, preeclampsia, gestational diabetes, medications and hospitalization
were recorded using hospital records. The questionnaire used was previously tested
and trained interviewers collected data. Reproducibility of this information was tested by
repeated assessment of key-questions in 10% of the sample with one-week interval
(kappa=0.79).

Periodontal clinical examination

Periodontal clinical examination was performed by three calibrated examiners and
recorded in preset forms by trained assistants. Full-mouth, excluding third molars, six
sites per tooth periodontal examination was carried out using a manual periodontal

probe (Neumar, North Carolina Probe 15, Sdo Paulo, Brazil) . Plaque Index (21),
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Gingival Index (22), supragingival calculus, cavities, overhanging restorations, bleeding
on probing (BOP), periodontal probing depth (PPD), and clinical attachment level (CAL)
were recorded. Reproducibility during the study was assessed in 10% of the participants
and the intraclass correlation coefficient ranged between 0.95 and 0.96 for PPD and
0.84 and 0.93 for CAL. Participants were examined at baseline, between 26 and 28

gestational weeks and 30 days after delivery.

GCF and Blood Samples Collection

Four sites per subject were randomly selected for the GCF collection among the
deepest periodontal probing depths. Teeth were isolated with cotton rolls and gently air-
dried. Supragingival plaque was carefully removed with curettes and absorbent paper
strips (Periopaper, Oraflow, New York, USA) were inserted for 30 seconds in the
periodontal pocket. Strips with blood marks or saliva were discarded. The volume for
each strip was measured with a calibrated meter (Periotron 8000, Oraflow, New York,
USA). Paper strips were immediately transferred to an Eppendorf tube and stored
frozen until analysis. Blood samples were collected in the morning after 8 hours of
fasting by trained assistants. Five milliliters of blood were withdrawn from each subject
by venipuncture into a anticoagulant-free vacuum tube. Samples were immediately

centrifuged at 3000xg for 5min, and serum was kept frozen until assayed

Cytokine Assessment

The concentration of GCF and serum cytokines was determined by flow cytometry
(BD™ Cytometric Bead Array). The frozen GCF strips were eluted inserted in an
Eppendorf tube with a 200 ul phosphate buffered saline and 2 ul phenylmethylsulfonyl
fluoride (20 mM) solution for 30 minutes. Then strips were transferred to a second
Eppendorf tube with the same solution for additional 30 minutes. The content of two
Eppendorf tubes were homogenized and 50 ul of this solution were used for the GCF
analysis. The Human Inflammatory Cytokine Kit (BD Biosciences, San Diego, USA)
used allows the discrimination of the following cytokines: IL-1$, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, and TNF-a. Sample processing and data analysis were performed according to

the manufacturer's specification. Briefly, GCF and serum samples were incubated with
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the six cytokine capture beads and PE-conjugated detection antibodies for 3hs at room
temperature and protected from light. Samples were washed and cytokine levels were
assessed using a FACSCalibur flow cytometer. Sample results were generated in

graphical and tabular format using the BD CBA Analysis Software.

Intervention

Periodontal treatment was performed by two periodontists (TF and JMR) at the dental
unit of the Maternal Hospital President Vargas. The test group received comprehensive
nonsurgical periodontal therapy before the 24th gestational week. Treatment included
excavation and sealing of cavities, removal of overhanging restorations, extraction of
hopeless teeth, supragingival calculus removal, and subgingival scaling and root
planning under local anesthesia. Oral hygiene instructions were given in each
appointment. No limits were imposed to the number of dental visits needed to
accomplish periodontal therapy. After treatment completion, patients were seen at least
once a month according to individual needs in order to maintain optimal plaque control.
The control group received the standard dental treatment rendered to all patients at the
Hospital, comprising a one-hour session of supragingival calculus removal and oral
hygiene instruction. The same comprehensive periodontal therapy provided to the test
group was offered for the control group after delivery. Patients in both experimental
groups received pain relief treatment whenever necessary. No significant differences
between test and control groups regarding the occurrence of gestational events were
observed (data not shown). Only minor events related to the periodontal treatment were

noted; dentin hypersensitivity was significantly more frequent in the test group.

Statistical analysis

Data analysis was performed using Stata 11.1 for Mac (Stata, College Station, USA).
Means and standard deviations for all clinical parameters were calculated and reported.
Differences between groups were assessed using independent t-tests. Sample
distribution according to demographic, socioeconomic and behavioral data was
assessed using chi-square and fisher’s exact test. Serum and GCF cytokine levels were

presented as median, 25% and 75% percentile. Differences between treatment groups
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were assessed by Mann-Whitney test and differences among experimental periods
were assessed using Wilcoxon signed-rank test. Holm-Bonferroni method was used to

adjust for multiple comparisons. Statistical significance was set at 5%.

RESULTS

Distribution of participants according to demographics, socioeconomic status and
behavioral variables is described on Table 1. GCF and blood samples for three patients
were lost during processing, so data for 57 women were available for analysis. Most
women were younger than 30 years, white, with high school education, medium-low
socioeconomic status, never smokers, normal weight, non-primiparous and did not have
previous history of miscarriage or preterm birth. No significant differences were
observed between treatment groups with regards to these characteristics.

At baseline, participants showed widespread inflammation but limited periodontal
destruction with no significant differences between treatment groups (Table 2). In the
test group, periodontal therapy yielded a significant reduction in plaque, gingival
bleeding and calculus and this improvement remained after delivery (Table 2). After
treatment, a major reduction in periodontal inflammation was observed in the test group
with bleeding on probing decreasing from 49.62% to 11.66% of sites (p<0.001) and
PPD=4mm decreasing from 9.79% to 2.32% of sites (p<0.001). These parameters
remained stable after delivery. On the other hand, the control group had significantly
higher percentage of sites with plaque, supragingival calculus, gingival bleeding,
bleeding on probing and PPD=3mm and PPD=4mm than the test group post-treatment
and after delivery. Only borderline significant differences between groups were
observed for CAL after periodontal treatment and delivery.

Table 3 presents GCF cytokine levels according to treatment groups and
experimental periods. Compared to serum levels, GCF amounts of IL-1 and IL-8 were
consistently higher. No significant differences were observed for IL-6, IL-10, IL-12p70
and TNF-o between treatment groups or among experimental periods. Periodontal
therapy significantly reduced GCF levels of IL-1p and this reduction remained
statistically significant after delivery. The test group had significantly lower IL-1 GCF

levels than the control group after treatment and delivery. Regarding IL-8, there were no
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significant differences between treatment groups throughout the study. When analyses
within groups through the experimental periods were performed, only the test group had
significantly decreased IL-8 GCF level after treatment, but this difference did not remain
significantly after delivery.

Serum cytokine levels are presented in Table 4. No significant differences were
observed between groups or among experimental periods for IL-1p, IL-10, IL-12p70 and
TNF-o serum levels. Inconsistent trends were observed for IL-6 and IL-8 serum levels,
with both cytokines levels increasing over time reaching statistical significance after
delivery among controls. In the test group, IL-6 did not change significantly during the
study, whereas IL-8 postpartum was significantly higher than post-treatment but no

differences were observed between baseline and postpartum.

DISCUSSION
The present analysis was carried out to assess the effect of nonsurgical periodontal
treatment on systemic and local inflammatory biomarkers during pregnancy and
postpartum. To the best of our knowledge, this is the first study that concomitantly
evaluated the effect of periodontal therapy on serum and GCF levels of six cytokines
that have been associated with periodontal disease and preterm birth. Although
periodontal therapy during pregnancy successfully reduced clinical signs of periodontal
inflammation and GCF levels of IL-8 and IL-1p, it did not seem to have a major impact
on serum inflammatory biomarkers.

The systemic impact of local periodontal inflammation has been hypothesized as
a possible explanation for the observed association between periodontal disease and
systemic disorders (4, 23). Corroborating this hypothesis, periodontitis patients have
shown higher total number of leukocytes and plasma levels of C-reactive protein (CRP)
than healthy controls (24). Compared to healthy individuals, periodontitis patients also
presented higher serum levels of IL-1B (25), IL-6 (26, 27), TNF-a. and IL-10 (28) and IL-
12 (29). These findings have been used to support the notion that periodontitis may
perpetuate a low-grade systemic inflammation status.

Results concerning the impact of periodontal therapy on systemic inflammation in

pregnant samples are scarce. Recently, a multicenter study with 823 women evaluated
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the effect of periodontal treatment on serum levels of CRP, PGE,, MMP-9, fibrinogen,
endotoxin, IL-1 B, IL-6, IL-8 and TNF-a (30). No significant differences were observed
between groups for any of the biomarkers evaluated. In contrast to our results, high
levels of periodontal inflammation was still observed after periodontal therapy (13). An
early pilot study by Offenbacher et al. comprising 53 patients evaluated the effect of
periodontal therapy during pregnancy on serum and GCF biomarkers after delivery (10).
Similar to our findings, a significant impact of periodontal therapy on IL-18 GCF levels
was observed, whereas no differences were observed between experimental groups for
IL-6.

Conflicting evidence of the systemic impact of periodontal therapy in non-
pregnant samples have been observed in interventional studies. D’Aiuto et al. showed
that non-surgical periodontal treatment significantly reduced serum levels of IL-6 (17,
31). O’Connell et al also showed reduced systemic inflammatory biomarkers in diabetic
patients after periodontal treatment including IL-6 and IL-12p70 (16). Full-mouth
extraction of periodontally compromised teeth significantly decreased serum levels of
CRP, plasminogen activator inhibitor-1, fibrinogen and white cells counts in advanced
periodontitis patients (32). However, others clinical studies did not observe significant
differences on IL-1p, IL-6 and TNF-a serum levels after periodontal treatment (18, 19).
Collectively, these inconsistent results in studies with pregnant and non-pregnant
samples question the hypothesis that periodontal disease may lead to a significant
increase on subclinical markers of systemic inflammation.

The present study used a subsample of pregnant women previously enrolled in a
randomized clinical trial that investigated the effect of periodontal treatment and strict
plaque control during pregnancy on preterm/low birth weight rates (20). Although the
therapy significantly reduced periodontal inflammation, it did not affect the occurrence of
adverse obstetric outcomes. The incidence of preterm births was not significantly
different between test and control groups (11.72% and 9.09%, respectively), and was
similar to the incidence observed in Porto Alegre population (10.7%) (33). Additional
analysis of the baseline cytokine levels in this sample did not reveal a strong correlation
between GCF and serum (34). The incidence of adverse gestational events in the

subsample of the present study was somewhat similar to the incidence observed in the
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study of Weidlich et al. (2012), where the whole sample was analyzed (20). Test group
presented 3 preterm births and 1 low birth weight whereas the control group presented
2 preterm births. However, the evaluation of adverse gestational events was not the aim
of this study, and due to the limited sample size and number of events any comparison
with other studies is not feasible.

Among the strengths of present study that should be mentioned is the efficacy of
periodontal therapy that reduced bleeding on probing to 11% of sites. Although it is
stated that “when RCTs are being designed to evaluate the effect of periodontal therapy
on general health outcomes, it is critically important that a clinically acceptable targeted
endpoint for successful periodontal therapy be included in the study design“ and
reductions of bleeding on probing to less than 15% has been proposed (35), few clinical
trials performed in pregnant women have reached this threshold of reduction on
periodontal inflammation. Moreover, the longitudinal evaluation of a panel of 6 cytokines
on GCF and serum provides a better understanding of the periodontal therapy impact
on local and systemic inflammation. The study design also provided the opportunity to
evaluate not only the effect of periodontal therapy during pregnancy but also the effect
of pregnancy per se, since the control group did not reduce periodontal inflammation
during pregnancy. One of the possible limitations of the present study is the small
percentage of women with severe periodontal destruction. However, the disease pattern
observed in this sample is consistent with women in childbearing age in this same
population (36, 37) and the inclusion of only women with severe destructive periodontitis
could limit the external validity of our findings. It is also important to acknowledge that
the complex immunological events occurring during pregnancy may limit the ability to
assess the systemic effect of periodontal therapy, since studies have shown that
pregnant women exhibit higher production of several cytokines depending on
gestational period and pregnancy outcome.

In conclusion, periodontal therapy was effective in reducing GCF cytokine levels
in pregnant women. However, it did not have an impact on systemic biomarkers of
inflammation. These findings may explain, at least in part, the lack of effectiveness of

periodontal therapy in decreasing the incidence of preterm birth.
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Table 1. Demographic, socioeconomic and behavioral data at baseline according to the
treatment groups (Test=27, Control=30; mean = SD)

Test (n=27) Control (n=30) p-value
Age (years)
18-24 9 (33.3%) 9 (30%)
25-30 12 (44.4%) 12 (40%) 0.84
31-35 6 (22.3%) 9 (30%)
Race
White 19 (70.4%) 23 (76.7%)
Non-White 8 (29.6%) 7 (23.3%) 0.76
Education
Elementary 8 (29.6%) 10 (33.3%)
High school 18 (66.7%) 18 (60%) 0.91
College 1(3.7%) 2 (6.7%)
Socio Economic Status
Low 4 (14.8%) 6 (20%)
Medium-low 15 (55.6%) 16 (53.3%)
Medium-High 5 (18.5%) 7 (23.3%) 0.70
High 3 (11.1%) 1(3.4%)
Smoking
Never 21(77.8%) 20 (66.7%)
Current/Former 6 (22.2%) 10 (33.3%) 0.39
BMI before gestation (kg/m?)*
<18.5 1(3.7%) 3 (10%)
18.6 — 24.99 9 (33.3%) 15 (50%)
25-29,99 9 (33.3%) 5(16.7%) 0.35
=30 6 (22.2%) 6 (20%)
Primiparous women 11 (40.7%) 15 (50%) 0.60
Previous miscarriage 2 (7.4%) 4 (13.6%) 0.90
Previous preterm 3 (11.1%) 4 (13.6%) 0.89

* Data for 3 individuals were not available
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Table 2. Clinical parameters according to the experimental period (Test=27, Control=30;

mean = SD)
Baseline After Treatment Postpartum
(% sites) Test Control  p-value Test Control  p-value Test Control  p-value
" 56.04 49.71 6.88 33.51 8.69 21.71
isible plaque 5301y w2301y 931 (x1021) (24.17) 0001 (41232) (x2016) 0000
Gingival 33.26 33.84 9.06 23.45 11.30 23.87
bleeding («15.06) («17.05) 089 @s1g) (x1257) <0091 gg7)  (x13.00) <0-001
22.71 17.36 0.38 12.67 0.76 14.14
Calculus («1343) («1062) 10 @108) (1196 <0001 (4148) (x1192) <0.001
49.62 45.65 11.66 37.15 12.29 30.32
BOP («20.74) («17.52) O s46) (x1887) 0001 ugo4) (x17.17) <0001
PPD=3mm 5021 4776 o g 27.82 5203  <gpoo1 3879 52.81
(x12.85) (¢13.39) (+15.38)  (+13.98) (x17.26)  (x13.16)  0.001
PPD=4mm 9.79 9.1 0.72 2.32 1356 <9001  3.58 12.62
(£7.52)  (£7.14) (+4.00)  (£10.15) (+3.77)  (#11.31)  <0.001
CAL =1mm 13.50  14.59 4, 11.13 19.08 (.07 12.88 20.05
(x17.66) (+18.395) (x10.59)  (¢21.32) (x12.53) (+18.14)  0.08
CAL =2mm 5.39 8.41 0.31 3.28 6.42 0.12 2.74 6.11
(x8.42)  (+13.13) (+4.26)  (£10.14) (+3.98)  (+9.38) 0.08
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Table 3. GCF cytokines levels (Median - 25/75 percentile; Test=27, Control=30) according to treatment groups and
experimental period

Baseline After Treatment Postpartum
Cytokine Test Control Test Control Test Control
L1 114.90% 134.15" 57.90% 136.05" 55.80% 129.90%
(67.00/239.80)  (54.05/248.63) (15.90/94.10) (60.30/247.80) (40.40/76.10) (67.60/248.90)
LGNS 5.40 3.8 4.40 4.30 3.30 4.30
(3.00/9.20) (2.50/7.23) (2.40/6.70) (2.38/9.10) (2.10/7.70) (2.38/6.78)
L8 322.50" 296.00* 238.30% 269.25% 256.90"% 322.60"
(249.7/498.40)  (209.18/500.8)  (64.00/383.20)  (161.98/620.9)  (144.20/550.10) (207.3/514.65)
IL-10NS 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
(0.90/1.50) (0.90/1.18) (0.90/1.10) (0.90/1.45) (0.90/1.00) (0.90/1.03)
L-12p70"S 1.60 1.30 1.30 1.30 1.70 1.40
(1.20/2.40) (1.28/2.55) (1.30/2.10) (1.20/2.40) (1.20/2.10) (1.20/2.53)
TNF- NS 1.70 1.15 1.20 1.80 1.30 1.20
(1.10/3.70) (1.00/2.23) (1.10/3.00) (1.10/2.63) (1.10/3.00) (1.10/2.83)

Significant differences among experimental periods within treatment groups are represented by different capital letters.
Significant differences between treatment groups within experimental periods are represented by different lower case
letters.

NS: No significant differences were observed between treatment groups or among experimental periods.



Table 4. Serum cytokines levels (pg/ml; Median — 25/75 percentile; Test=27, Control=30) according to treatment groups

and experimental period

Baseline After Treatment Postpartum
Cytokine Test Control Test Control Test Control
IL_,IBNS 1.70 1.70 1.70 2.00( 1.50 1.85
(1.40/2.00) (1.37/2.20) (1.30/2.10) 1.47/2.22) (1.40/1.90) (1.37/2.42)
IL-6 4.15" 3.55" 5.20" 4.15"% 4.45" 4.40°
(3.40/5.70) (2.80/4.47) (4.20/7.20) (3.35/4.90) (3.62/6.35) (3.40/5.50)
IL-8 10.90% 7.85" 9.85"%2 8.20"%° 14.70 11.45%
(8.35/15.10) (6.65/10.65) (8.20/12.02) (6.90/11.47) (10.80/19.30) (9.47/15.80)
IL-10NS 1.00 1.00 1.00 1.10 1.00 1.00
(1.00/1.90) (0.97/1.62) (1.00/1.40) (1.00/1.70) (1.00/1.70) (0.97/1.50)
IL-12p70NS 1.30 1.30 1.30 1.50 1.30 1.30
(1.20/1.70) (1.20/2.42) (1.20/1.70) (1.30/2.12) (1.20/2.00) (1.20/1.92)
TNF-oS 1.10 1.05 1.10 1.00 1.00 1.10
(0.97/1.10) (0.90/1.12) (1.00/1.10) (0.97/1.32) (0.90/1.10) (1.00/1.10)

Significant differences among experimental periods within treatment groups are represented by different capital letters.
Significant differences between treatment groups within experimental periods are represented by different lower case

letters.

NS: No significant differences were observed between treatment groups or among experimental periods.
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Consideracoes finais

O presente estudo avaliou a relagao entre os niveis séricos e periodontais de 6
citocinas que foram previamente associadas tanto com a doenca periodontal quanto
com o parto pretermo (manuscrito 1). Foram observados baixos niveis séricos para
todas as citocinas avaliadas, enquanto que uma grande variabilidade foi observada em
relacdo aos niveis no FCG. O impacto dos niveis de citocinas periodontais sobre os
niveis sistémicos dessas mesmas citocinas foi avaliado através de uma regressao linear
ranqueada. Embora os niveis periodontais e sistémicos de IL-10, IL-12p70 e FNT-a
estiveram significativamente associados, apenas os valores de IL-12p70 no FCG
tiveram algum efeito, mesmo que limitado, sobre os niveis sistémicos observados. A
profundidade de sondagem esteve associada com os niveis de IL-1$, IL-6, IL-8 e IL-10
no FCG, enquanto que efeitos limitados sobre os niveis sistémicos foram observados.
O sangramento a sondagem esteve associado com os niveis periodontais de IL-18, IL-
6, IL-8 e com os niveis séricos de FNT-a. De um modo geral, a concordancia e a
correlagao entre os niveis sistémicos e periodontais de citocinas foram baixas. A Unica
excecao foi a IL-12p70, que mostrou uma correlagado moderada, porém estatisticamente
significativa, entre os niveis no soro e no FCG (r=0.32, p=0.001). Além disso, também
investigou-se o efeito da terapia periodontal ndo cirurgica sobre os niveis sistémicos e
periodontais destas mesmas citocinas durante a gestagdo e 30 dias apds o parto
(manuscrito 2). Tanto as mulheres do grupo teste quanto as do grupo controle
apresentaram, no exame inicial, inflamacdo generalizada com limitada destruicdo
periodontal. A terapia periodontal foi eficaz para todos os parametros avaliados,
especialmente os niveis de placa visivel (decaindo de 56.04% para 6.88% dos sitios,
p<0.001) e sangramento a sondagem (decaindo de 49.62% para 11.66% dos sitios,
p<0.001), sendo que esses valores permaneceram estaveis apos o parto. Novamente
foram observados baixos niveis séricos para as citocinas avaliadas e grande
variabilidade nos niveis no FCG. Embora a terapia periodontal durante a gestacao
conseguiu reduzir os niveis de algumas citocinas no FCG, notadamente a IL-1p e a IL-

8, ela ndo parece ter um impacto sistémico consideravel.
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Existe um consenso na literatura de que existe uma associagédo entre a doenca
periodontal e o parto pretermo (Chambrone, Guglielmetti et al. 2011), a qual parece ser
influenciada pelos critérios que definem doenga periodontal (Manau, Echeverria et al.
2008). Entretanto, até o presente momento nao foi observada uma relagao de causa e
efeito, pois a maior parte dos estudos que realizaram uma intervengao periodontal
durante a gestacao néao foi eficaz em reduzir a incidéncia de prematuridade (Fogacci,
Vettore et al. 2011). Coletivamente, os nossos achados imunoldgicos nao suportam a
hipétese de que exista uma relacao direta entre os niveis sistémicos e periodontais de
biomarcadores inflamatérios. Similarmente, ndo parece haver um beneficio inflamatério
sistémico associado a terapia periodontal. Esses achados corroboram os resultados do
Estudo Inicial (Weidlich, Moreira et al. 2012) que nao demonstrou nenhuma reducao
significativa da incidéncia de prematuridade apds a terapia periodontal nao cirurgica
durante a gestagao.

O periodo gestacional esta associado a significativas mudangas hormonais que
afetam praticamente todos os 6rgaos e sistemas humanos, incluindo o sistema
cardiovascular, respiratério, gastrointestinal, urogenital e enddécrino (Suresh and Radfar
2004). Os tecidos periodontais podem ser considerados tecidos-alvo de horménios
sexuais que estdo aumentados na gestagao (marcadamente estrégeno e progesterona)
devido a presenca de receptores especificos a eles presentes no periodonto (Vittek,
Hernandez et al. 1982). Clinicamente, tem sido relatado um aumento na prevaléncia de
inflamacao gengival, incluindo aumento na profundidade de sondagem (PS), no
sangramento a sondagem (Moreira 2009) e exsudato gengival (Hugoson 1971), mas
sem alteragdes consideraveis nos niveis de placa (Loe and Silness 1963) e insercao
clinica (Lieff, Boggess et al. 2004). Coletivamente, estas observagdes demonstram que
a gravidez, por si s0, leva a uma alteracao do sistema imune. O exato papel da doenca
periodontal nessa complexa equacgao ainda permanece desconhecido.

E importante lembrar que mesmo em situagdes de parto a termo, analises de
transcriptoma da membrana corioamnidtica apresentavam sinais moleculares de
inflamacao, mesmo na auséncia de sinais histolégicos de inflamagdo da membrana
(Haddad, Tromp et al. 2006). Também os receptores de reconhecimento padrao TLR-2

e TLR-4 estavam expressados de maneira elevada na membrana corioamniética de
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mulheres com gravidez a termo (Kim, Romero et al. 2004). Além disso, diversos genes
associados a inflamacao foram expressos de maneira aumentada apds a dilatagdo do
colo do utero, marcadamente o da IL-8, CXC-L1 e CXC-L2 (Haddad, Tromp et al. 2006).
Coletivamente, esses resultados demostram a importancia de mecanismos moleculares
de inflamagao também no processo de parto a termo.

Dentre as limitagcbes deste estudo, incluem-se o0 pequeno percentual de
mulheres que apresentaram severa destruicdo periodontal. Entretanto, € importante
ressaltar que o padrao de doenca observado nessa amostra € consistente com
mulheres em idade fértil dessa mesma populagao (Susin, Dalla Vecchia et al. 2004;
Susin, Haas et al. 2011). A inclusdao de apenas mulheres com severa destruicao
periodontal poderia limitar a validade externa dos achados. Mesmo assim, se a
correlagao entre os niveis sistémicos e periodontais destas citocinas for dependente da
severidade de destruicdo, a natureza localizada da doencga pode ter tido um impacto
sobre os resultados Portanto, a extrapolagdo dos achados para outras populagdes deve
ser feita com cautela. Outro ponto a ser considerado € o limitado numero de
biomarcadores investigados no presente estudo. Como inumeras outras moléculas
estdo associadas ao processo inflamatério, ndo se pode descartar que elas possam
apresentar um comportamento diferente das citocinas avaliadas neste estudo.
Entretanto, vale ressaltar que as citocinas avaliadas nesta tese foram escolhidas devido
aos importantes papéis que desempenham tanto na etiologia da doenga periodontal
quanto no parto pretermo. A IL-1 e o FNT-a s&o as duas citocinas mais estudas na
literatura, com diversas fungdes descritas em praticamente todos os tecidos humanos
(Preshaw and Taylor 2011). A IL-12p70 ¢é a citocina classica associada a resposta Th1
(Gaffen and Hajishengallis 2008; Zhang and Wang 2008), enquanto a IL-10 é
historicamente associada a efeitos de regulacdo da inflamacao (Treg) (Scumpia and
Moldawer 2005; Gaffen and Hajishengallis 2008). A IL-6 é associada a resposta Th17
(Kimura and Kishimoto 2010) e a IL-8 é considerada o protétipo da quimiocina,
molécula responsavel pela sinalizagdo e recrutamento celular (Apostolakis, Vogiatzi et
al. 2009). Embora normalmente se de énfase as fungdes inflamatérias dessas citocinas,

as caracteristicas de pleiotropismo e redundancia inerentes a essas proteinas fazem
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com que nao se possa descartar diversas outras agdes derivadas dessa complexa rede
de sinalizagao molecular.

Por fim, pode-se concluir que os niveis de citocinas no soro e no FCG nao estéao
significativamente correlacionados em mulheres com extensa inflamagao mas limitada
destruicdo periodontal. Embora a terapia durante a gestacao reduza significativamente
o nivel de citocinas no FCG, ela parece nao ter um impacto consideravel sobre os
niveis sistémicos desses biomarcadores. Estes achados questionam a hipétese de uma
inflamacao sistémica de baixa intensidade de origem periodontal como responsavel
pela associacdo observada entre a prematuridade e a doencga periodontal em
populagdes com caracteristicas semelhantes a dessa amostra. Outros estudos,
abordando amostras com maior severidade de doenca e incluindo diferentes

marcadores inflamatérios podem confirmar esses achados.
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ANEXO 1
PARECER DO COMITE DE ETICA DO HMIPV

Prefeitura Municipal de Porto Alegre &
Secretaria Municipal de Saide P,
Hospital Materno Infantil Presidente Vargas

Porto Alegre, 18 de abril de 2007

Ilmo (a) Sr. (a)

Rui Vicente Oppermann
Informamos que o projeto de pesquisa intitulado "Desfechos Bucais e Sistémicos do

Tratamento Periodontal Durante a Gestagad” protocolado neste CEP sob n°® 04/07 ,
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HMIPV em 18/4/2007, estando
ctica e metodologicamente adequado as Diretrizes e Normas Regulamentadoras da
Pesquisa envolvendo Seres Humanos — ( Resolugio 196/96 ) — do Conselho Nacional
de Saude.

Atenciosamente,

f
Dr. Ricardo Meyer
Comité de Etica em Pesquisa/HMIPV

75



ANEXO 2

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Odontologia

Programa de Pés-Graduagiao em Odontologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nos gostariamos de convidar vocé para participar de um estudo que estamos realizando chamado “Desfecho:
bucais e sistémicos do tratamento periodontal durante a gestagdo ”. Este trabalho busca conhecer a:
caracteristicas de dentes e gengivas nas mulheres durante a gravidez e estudar a relagédo entre os problema:
gengivais e o nascimento de bebés prematuros e com baixo peso. Com estes dados coletados, poderemo:
oferecer novas informagbes para o atendimento odontolégico durante a gravidez e para os programas de
acompanhamento de gestantes e seus recém-nascidos.
Caso decida por participar do estudo, vocé respondera a um questionario, e tera sua boca examinada en
quatro momentos, dois durante a gravidez, um no hospital e outro algumas semanas depois do nascimento dc
bebé. Nestes exames, serdo coletados placa bacteriana e saliva. Os exames de sangue solicitados pelo sel
meédico durante as consultas do pré-natal também serdo analisados na pesquisa, assim como serado realizada:
outras analises com esse material. O material sera usado somente nessa pesquisa e destruido apds o uso
Com relagao ao seu bebé, serdo coletados dados relativos ao seu peso e altura ao nascer. Vocé receber:
tratamento das gengivas durante ou apds a gravidez, conforme sorteio que sera realizado a seguir. Se vocé fo
sorteada para receber tratamento depois da gestacao, recebera um encaminhamento para tratamento da:
gengivas no Sistema Unico de Saude. A realizacdo do tratamento n&o oferece riscos & sua satide nem a do sel
bebé. Em decorréncia do tratamento, vocé tera menos sangramento nas gengivas, menos mau halito ¢
auséncia de gengivas doloridas. Os exames e o tratamento nao serdao dolorosos e logo apés o tratamento vocs
podera sentir sensibilidade passageira nos dentes. Frente a qualquer desconforto, estaremos a disposi¢cao par:
agendar pronto atendimento pelo telefone 9288 7959. O tratamento que vocé recebera nao inclui aparelho:
ortoddnticos, proteses e implantes. Se vocé decidir ndo participar, recebera tratamento das gengivas se «
exame mostrar essa necessidade.
Os possiveis resultados do estudo s&o que o tratamento ajuda ou nao a reduzir o risco de partos prematuros ¢
nascimento de bebés com baixo peso. Entretanto, até hoje, ndo se tem nenhuma informagao correta a respeitc
dessa interferéncia.
Se vocé decidir participar, as suas respostas serao apresentadas sem sua identificacado, pois os questionarios ¢
todos os dados coletados serdao numerados e codificados. Assim, com a sua participagao no estudo, voci
estara colaborando para que sejam conhecidos quais cuidados com as gengivas sdo importantes durante ¢
apo6s a gravidez, a fim de proporcionar o melhor atendimento para as mées e seus bebés.
Se vocé tiver alguma duvida, pode perguntar antes de se decidir. Vocé podera retirar-se do estudo em qualque
momento se assim o desejar, sem qualquer prejuizo para o acompanhamento das suas visitas do pré-natal.
Nao havera qualquer custo para a sua participagao no estudo, sendo que sera fornecido custeio para sel
deslocamento até o hospital através de vale transporte.
Se houver necessidade de contato, ligue para 9288 7959 e fale os Dr. Carlos Heitor Moreira ou Dra. Patrici:
Weidlich.

Pesquisador Entrevistada
Data:

Pesquisador responsavel: Prof. Rui Vicente Oppermann
Comité de Etica do Hospital Materno Infantil Presidente Vargas: 3289-3377
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ANEXO 3

ENTREVISTA
Registro pesquisa: Nuimero do prontuario:
I- IDENTIFICACAO
1-Nome : Profissao:
2- Endereco
3- Telefones para contato:
4- Endereco da mae (da gestante) para contato:
5 - Telefones:
6 - Idade:_____ 7 - Data de nascimento: 8 - Idade do pai do bebé:
9 - Estado civil (no papel):
10 - Vocé tem companheiro? 1 Naol] 2 sim [ 11 - Mora comvocé? 1 Nio [1 2 Sim[]
12 -Raga: 1 branca O 2 pret{ ] 3 amarelal] 4 pardﬂ 5 indigenalj

II - NIVEL EDUCACIONAL
13 - Anos de estudo:

14 - Até aue nivel vocé estudon?

1) nunca estudou L] 2) 1a2a 42 série 1° grau L] 3) 52a 8asérie do 1° grau L]
4) 2°grau incompleto Ll 5) 2°gcompleto Ol 6) universitario incompletoD 7) universitario completo Ol

I1I - NIVEL SOCIO ECONOMICO:

15 - Quanto vocé recebe por més:

SM1) até1 [] 2) 1a2[] 3) 2a3[d 4) 3a5 [] 5) 5a101 6) 10a 201
7) +200] 8) ndo respondeD 9) naorecebe salarl_]

16 - Quais desses itens vocé possui na sua casa? Qual a quantidade de cada um deles?

Posse de itens Quantidade | Pontos Posse de itens Quantidade | Pontos
Televisdo em cores Aspirador de p6

Radio Maquina de lavar

Banheiro Viodeocassete e/ou DVD

Automoével Geladeira

Empregada Freezer (aparelho independente

mensalista ou parte de geladeira duplex)

17 - Qual o estudo do chefe da sua casa?

1 Analfabeto/ 12a 42 série incompleto 11 122 42 série completo/ 52a 82série incompleto

3 [baa 8asérie completo/2° grau incompleto [ ] 2°¢grau completo/ 3 grau incompleto [] 5 3% grau

IV - DADOS OBSTETRICOS
L 77



18 - Esta é a primeira vez que vocé engravida? 1 Nao 2 Sim (pular para questio 2{_]

19 - Quantas vezes vocé ficou gravida? ____

20 - Quantos filhos vocé tem? ____

21 - Vocé teve abortos? 1 Niao (pular para questdo 24|,__| 2 Sim [

22 - Se teve aborto, quantos foram “tirados” (provocados)? _______

23 - Se teve aborto, quantos “vieram sozinhos” (espontaneos)?______

24 - Quanto tempo (em anos) entre um parto e outro? 1)<2an{_] 2)2-3af_k 3) >3an{]

25 - Algum dos seus filhos nasceu morto ou morreu antes de 1 més de vida? 1 Nio (pular para questd 27) 2 [h

26-Se afirmativo, listar cada um e a provavel causa de morte:

27 - Vocé ja teve partos antes do tempo? 1 Nio (pular para questdo ﬂ 2 Si ]
28 - Se afirmativo, diga o tempo de gestacdo no momento do parto e se foi espontaneo (entrou em trabalho de parto

sozinha?) ou indicagdo médica (“tiveram que tirar o nené antes do tempo”).

Partos antes do tempo Tempo de gestacdo | Espontdneo | Indicagdo médica

29 - Vocé usava pilula ou injecdo para ndo engravidar? 1 Nao (pular para questao |:|) 2 sild

30 - Se afirmativo, até: 1) a ultima menstruacdo ou 2 meses antD 2) >3 meses antes da ultima menstr;l;éo
31 - Vocé menstruou todos os meses nos ultimos 6 meses antes de engravidar? 1 N 2 si]

32 - Vocé ja “baixou” em outro hospital antes da hora do parto? 1 Nao (pular para questio [ _J) 2 Sinl_]

33 - Se afirmativo, listar cada internacao, hospital e o possivel motivo:

Internagdo Motivo Hospital

34 - Seus pais ou irmaos ja tiveram alguma dessas doengas?
1)Nao 2)Sim

Acucar no sangue (diabetes)

Pressdo alta

Gémeos

Ataque do coragdo (infarto)

oo oo
oo ood

Ponte de safena
35 - Vocé ja teve alguma dessas doencas?

1) Nao 2)Sim

O
O

Cistite (infec¢do urinaria)
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Corrimento (infec¢do vaginal)
Problemas p/ engravidar
Acucar no sangue (diabetes)
Pressdo alta

Cirurgia no ttero

OOooonod
Oooonod

Doenca venérea (“pegada”)

V - HABITOS
36 - Vocé fuma ou ja fumou? 1 Nio (pular para a questio 4] 2 Sim, fun[] 3 Sim, parei (ir para questdo 4-(L__|
37 - Ha quanto tempo vocé fuma? anod | meses L] dias[]
38 - Quantos cigarros por dia vocé fuma agora? ______ cigarros/dia
39 - Quantos cigarros por dia fumava antes da gravidez? cigarros/dia
40 - Com que idade vocé iniciou a fumar?
41 - H4 quanto tempo vocé parou de fumar? anogd | meses[ | dias []
42 - Quantos cigarros por dia vocé fumava antes de parar? cigarros/dia
43 - Por quanto tempo vocé fumou? anos [] meses[_] dias []
44 - Vocé toma bebidas alcodlicas?
1 nunca (pular para questdo 46|:| 2 raramentl] 3 algumas vezesL] 4 frequentementD

45 - Qual tipo? 1 nenhun_] 2 cervejal] 3 cachaca Ol 4 vinho [ 5 outros_]

Quantas doses/copos vocé, geralmente, ingere por semana:

46 - Vocé utiliza algum tipo de droga? 1 Nao (pular para questao D) 2 Sim[]
47 - Se afirmativo, qual é o tipo?

VI - DADOS ODONTOLOGICOS

48 - Quando vocé limpa os dentes?

49 - 0 que vocé usa para limpar os dentes?

50 - Vocé faz a limpeza entre os dentes? 1 ~ Nao(pular para a questao Ei:l 2 Sim [

51- 0 que vocé usa para limpar entre os dentes?

52 - Quantas vezes vocé usa esse instrumento na semana?
53 - Qual o tipo de escova que vocé usa? macial_] médial] dura [

53 - Qual o tipo de pasta de dentes que vocé usa?

54 - Vocé nota sangramento nas suas gengivas? 1 Ndo (pular para questido [h 2 Sim []

55-Se afirmativo, quando ele ocorre?

56 - Vocé sente sensibilidade nos dentes? 1 Nao [l 2 Sim [
57 - Vocé tem as gengivas inchadas? 1 Nao [ 2 Sim [
58 - Vocé sente mau gosto na boca? 1 Nio [ 2 Sim [l
59 - Vocé sente seus dentes frouxos? 1 Nao L[] 2 Sim [
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VII - ORAL HEALTH IMPACT PROFILE 14 ANTES DA GESTACAO

Antes de vocé ficar gravida, por causa de problemas com seus dentes, sua boca ou dentadura:
60 - Vocé teve problemas para falar alguma palavra?

nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

61 - Vocé sentiu que o sabor dos alimentos tem piorado?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

62 - Vocé sentiu dores em sua boca ou nos seus dentes?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

63 - Vocé se sentiu incomodada ao comer algum alimento?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

64 - Vocé ficou preocupada?

nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )
65 - Vocé se sentiu estressada?

nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

66 - Sua alimentacao ficou prejudicada?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

67 - Vocé teve que parar suas refeicdes?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

68 - Vocé encontrou dificuldade para relaxar?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

69 - Vocé se sentiu envergonhada?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

70 - Vocé ficou irritada com outras pessoas?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

71 - Vocé teve dificuldade para realizar suas atividades diarias?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

72 - Vocé sentiu que a vida, em geral, ficou pior?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

73 - Vocé ficou totalmente incapaz de fazer suas atividades diarias?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

Durante a sua gravidez, por causa de problemas com seus dentes, sua boca ou dentadura:
74 - Vocé teve problemas para falar alguma palavra?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

75 - Vocé sentiu que o sabor dos alimentos tem piorado?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

76 - Vocé sentiu dores em sua boca ou nos seus dentes?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

77 - Vocé se sentiu incomodada ao comer algum alimento?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

78 - Vocé ficou preocupada?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre( )

79 - Vocé se sentiu estressada?
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nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

80 - Sua alimentacao ficou prejudicada?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

81 - Vocé teve que parar suas refeicdes?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

82 - Vocé encontrou dificuldade para relaxar?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

83 - Voceé se sentiu envergonhada?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

84 - Vocé ficou irritada com outras pessoas?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

85 - Vocé teve dificuldade para realizar suas atividades diarias?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

86 - Vocé sentiu que a vida, em geral, ficou pior?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (

87 - Vocé ficou totalmente incapaz de fazer suas atividades diarias?
nunca ( ) raramente( ) asvezes( ) repetidamente( ) sempre (
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NOME DO PACIENTE:

ANEXO 4

DATA:
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