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Resumo

Determinar o papel da interleucina — 1f3 (IL-13) como
mediador das reac¢des inflamatorias e imunitarias na doen-
c¢a periodontal. Forma de Estudo: Clinico prospectivo.
Material e Método: Determinagdo da concentracdo da IL-
1B no grupo | (20 individuos sadios) e no grupo Il (20
individuos com doenga periodontal), empregando o Kit
Easia (Medgenix IL-1B), com resultados analisados pelo
teste t de Student. Resultados: No grupo controle, 0s
valores da IL-13 foram de 71,28 + 280,05 pg/ml, e na
doencga periodontal de 3618,49 + 2864,75 pg/ml. Con-
clusdo: A dosagem do IL1-B no fluido gengival é acentu-
adamente maior que na doenca periodontal.
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Summary

D etermine the role of interleukine — 1 (IL-1B) as
intercellular mediator in generation, amplification and
maintenance of inflammatory and immune responses in
periodontal disease. Study Design: Clinical prospective.
Material and Method: Assessment of concentration of 1L-1(3
in group | (20 samples of healthy people) and in group 11 (20
samples of patients with periodontal disease), employing Easia
Kit (Medgenix 1L-1p), with results statistically analyzed through
Student t Test. Results: In control group, media and standard
deviation of 1L-13 concentration were 71,28 + 280,05 pg/ml
and in periodontal disease 3618,49 + 2864,75 pg/ml.
Conclusion: The increase of Interleucine 1 in periodontal
disease distinguish from healthy oral mucosa.
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INTRODUCAO

O desequilibrio na barreira funcional da mucosa da
gengiva bucal desencadeia rea¢des inflamatdrias e imunitérias
gue danificam a estrutura de sustentagdo dos dentes'?. As-
sim, a partir da camada inicial de glicoproteinas, desenvol-
veram-se bactérias de serotipos espécie-hospedeiro espe-
cificos (aerdbias e anaerdbicas), com toxinas determinando
mudanga de pH potencial, redox e de enzimas proteoliticas
e consequiente aparecimento de placa bacteriana®*®. Assim,
0s produtos originarios destes microorganismos e de sua
reacdo com o hospedeiro sintetizam pequenas proteinas que
recebem o nome genérico de citocinas (interleucinas, fator
de necrose tumoral, fator de crescimento, interferon e ou-
tras). Para a plena eficécia das citocinas, € indispensavel sua
ligacdo com receptores celulares especificos das proprias
células (ac¢do autdcerina), células vizinhas (a¢do parécrina) ou
em alvos distantes (a¢do endécrina). No que diz respeito as
suas expressdes, estas sdo reguladas pelo aparecimento de
sinais especificos desencadeados apds cada nova transcri-
¢do do mRNA e consequente sintese de novas proteinas.
Estas citocinas agem ndo s6 como mediadores inflamatérios,
como reguladores da divisdo e diferenciagao celular?s’. Ain-
da que potencialmente todas as células bucais possam pro-
duzir citocinas, na fase inicial da invasdo bacteriana perio-
dontopaética, elas sdo provenientes da migracdo de
mondécitos, macréfagos e linfécitos, embora na gengiva sa-
dia predominem os polimorfonucelares. Assim, surge o Fator
de Necrose Tumoral (TNF-a) com concentragdo muito bai-
xad®, que reduz as células competentes a producao das
interleucinas 1,6 e 8.

A interleucina 1B(IL-1b) e o TNFa tem potencial de
producéo de colagenase e reabsorcao 6ssea, fibroblastos,
células osteoblasticos e consequiente producéo da IL-6 e IL-
11 que por sua vez voltam a mediar a producéo de IL-1( e
TNF_GG,].O,ll,lZ_

Em sintese, a IL1-3 em conjunto com o TNF-a devem
ser os desencadeadores de rea¢des inflamatdrias que podem
conduzir & reabsorcdo e destruicdo Ossea na doenca
periodontal. Especificamente, a dosagem de IL 1-
demonstra concentra¢des no fluido gengival variando de 16,5
a 844 ng/ml #1435 permitindo um estudo comparativo entre
a mucosa sadia e com doenga periodontal através de sua
guantificagao.

CASUISTICA E METODO

Foram selecionados 40 pacientes (ordem de chegada)
no Ambulatério de Periodontia do Departamento
Estomatologia da Universidade Federal do Parand, durante o
més de novembro de 2001, divididas em 2 grupos: | (20
pacientes com gengivas sadias) e Il (20 pacientes adultos
com doenca periodontal) com bolsas que variaram de 5 a
11 mm de profundidade). Quanto ao género, havia 5

mulheres no Grupo | e 3 no Grupo Il, com idade de 29 a 37
anos, e 37 homens de 21 a 58 anos. Nenhum dos pacientes
haviam sido tratados previamente de doengas periodontal e
nao eram tabagistas neste periodo.

Quanto ao método, foram utilizadas:

1) Tiras pré-cortadas e padronizadas de papel-filtro
guantitativo (Gramnex 389° faixa azul).

2) Tampéo de fosfato (PBS).

3) Soroalbumina bovina a 0,5% (BSA).

4) Kit comercial para determinagdo das concentracfes de
interleucina-1f3 no fluido gengival — Elisa IL-1(3 (Easia
Medgenix™ Diagnostics S.A. — Zoning Industriel B-6220
Fleurus — Belgique). Quanto & composi¢do do KIT:

a. 1 placa de cloreto de polivinil com microcubas para
96 testes.

. 06 padrdes de curva.

. controle de 104 pg/ml + 25 e 480 pg/ml + 100

. um frasco com anticorpo anti- IL-13 — HRP.

. um frasco de substrato TMB (tetrametilbenzidina)
um frasco de tamp&o de lavagem.

. um frasco de solugao bloqueadora (SO H,).

. trés frascos de substrato tampao.
trés frascos com solucéo diluente.
agua destilada de alta qualidade.

. pipetas de precisdo de 50 pl, 200pul, 1 ml, 10 ml.

l. agitador de Kline (Depron) 700 r.p.m.

m. leitora Hyperion Micro Reoder 3.

XT DK HhTo OO0 oT

Para a selecdo de amostras, escolheu-se e isolou-se
com algodéo o sextante posterior mais acometido para a
colheita do fluido gengival. Apés determinacéo da profundidade
das bolsas gengivais por sondagem feita 7 dias antes da colheita
da amostra para o teste, com jejum prévio de 12 horas,
permanecendo neste periodo sem proceder a higiene bucal,
mecanica ou quimica, foi feita a colheita em um dia. Aspirando-
se continuamente a saliva, colhemos o fluido do sulco gengival,
mergulhando as tiras pré-cortadas nessas fendas durante 60
segundos, com 0 menor traumatismo, desprezando-se as
amostras com sangue. As tiras foram conservadas em 400 pl
de solugdo tampao fosfato e soroalbumina a 0,5%, a 8°C, até
0 inicio do ensaio realizado 24 horas apos a colheita.
Analisamos, entdo, as amostras dos controles e das
periodontopatias em duplicatas utilizando o kit Easia (Medgenix
IL-1B), que é um teste de imunoensaio enzimético, que
combina anticorpos monoclonais com diferentes epitopos de
IL-1B. Estes anticorpos (MABs 1) se aderem as paredes dos
micropogos da placa, e a eles se acrescentam (MABs 2),
marcando-se com peroxidase (HRP) e o seu cromdgeno
(TMB). Apds incubacdo de 2 horas, houve reagcdo em
“sanduiche” MABs1 — IL-13 — MAB s2 — HRP. A seguir, foram
pipetados 200 pl em cada orificio de placa de imunoensaio,
incubando-a no escuro, em temperatura ambiente, sob a a¢do

REVISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 69 (2) PARTE 1 MAargo/ABRIL 2003
http://www.sborl.org.br / e-mail: revista@sborl.org.br

187



do agitador Kline a £ 500 rpm por 15 minutos. Adicionou-se
50 pl de solugdo bloqueadora aos micropogos nos quais
ocorreram as reagdes cromogénicas e mediu-se a densidade
Optica de cada amostra na leitora Hyperion num comprimento
de onda de 490 nm (filtro de referéncia 630 ou 650). Para
tanto, construiu-se curva de calibragem entre densidade Optica
e concentracdo de IL-1f3 dos seis padrdes do kit. As
concentragcdes padronizadas foram respectivamente 0, 58, 170,
562, 1119, 2298 pg/ml, com média de densidades Opticas
de, respectivamente, 0.007, 0.0695, 0.215, 0.689, 1.296, 2.147
e suas relagbes foram diretamente proporcionais (r =
0,9999116308; a = -1,7456206 e o coeficiente de regressdo b
=816,8842957). Desta forma, determinamos as concentragdes
da IL-1 por regressdo linear, como correlagao aos indices de
densidade 6ptica do diluente (3,973). Corrigiram-se os valores
calculados pelo grau de diluicdo das respectivas amostras,
expressando-se os valores finais em pg/ml*.

Quanto a andlise estatistica, comparou-se o grupo | e
grupo Il pela andlise da variancia, testou-se a hipétese de
que houve diferenca entre 0s 2 grupos pelo teste t de
Student, com conclus@es decorrentes dos valores de p.

RESULTADOS

Nas amostras de fluido gengival das 40 pessoas,
encontraram-se niveis indeterminaveis de IL-1(3 em 18 das

Tabela 1. Dosagem de interleucina 1 na saliva do grupo |.

20 amostras do grupo I. Considerou-se valor indeterminavel
sempre que a densidade Optica foi igual ou inferior a 0,007
(valor médio, cujos extremos sdo: 0,005 e 0,009), porque se
mediram esses valores nos padrdes sem a interleucina, nos
quais somente o fluido de dilui¢do esteve presente. Embora
fossem as gengivas desse grupo uniformemente saudaveis,
duas das amostras tiveram IL-1[3 dosavel (Tabela 1).

As médias das concentracdes corrigidas de IL-1[3 nas
amostras do grupo Il sdo significativamente superiores (p =
< 0,05) em relacéo ao grupo sadio (Tabela 2). Apesar da
uniformidade clinica em relagéo ao grau de periodontite,
cerca de 45% das amostras obtidas nos respectivos sulcos
gengivais tiveram valores relativamente baixos de IL-1p.

A distribuicio dos valores tanto do grupo | quanto do
grupo Il estdo demonstrados na Figura 1.

DISCUSSAO

No presente estudo, seguem-se todos os detalhes
capazes de aumentar a uniformidade na colheita do fluido
gengival. Apesar dos cuidados, todavia, no grupo Il, a dis-
persdo dos dados foi notével, de 0,141 a 10,385 ng/ml, que
se traduz num desvio padrdo de 2,865 para 3,619 ng/ml de
média aritmética. Da mesma maneira, em circunstancias cli-
nicas semelhantes, cada autor que utiliza kits comerciais ELISA
encontra notével dispersdo nos seus dados. Assim, foram

Tabela 2. Dosagem de interleucina 1P na saliva do grupo II.

Grupo | Densidade Valor da Concentracao Grupo Il Densidade Valor da Concentracao
optica leitura média corrigida Optica leitura média corrigida

(pg/ml) ( pg/ml)
01 0,0050 0 0 21 0,0727 51,92 10384,74
02 0,0010 0 0 22 0,0200 8,87 1774,78
03 0,0050 0 0 23 0,0190 8,06 1611,40
04 0,0040 0 0 24 0,0110 1,52 304,38
05 0,0170 6,42 1284,645 25 0,0480 31,75 6349,33
06 0,0100 0,71 141,007 26 0,0630 44,00 8799,98
07 0,0005 0 0 27 0,0290 16,23 3245,17
08 0,0045 0 0 28 0,0120 2,34 467,76
09 0,0010 0 0 29 0,0360 21,94 4388,81
10 0.0025 0 0 30 0,0410 26,03 5205,69
11 0,0050 0 0 31 0,0100 0,71 141,01
12 0,0025 0 0 32 0,0150 4,79 957,89
13 0,0025 0 0 33 0,0360 21,94 4388,81
14 0,0035 0 0 34 0,0420 26,85 5369,07
15 0,0040 0 0 35 0,0140 3,97 794,51
16 0,0030 0 0 36 0,0430 27,66 5532,44
17 0,0025 0 0 37 0,0290 16,23 3245,17
18 0,0050 0 0 38 0,0190 8,06 1611,40
19 0,0020 0 0 39 0,0490 32,56 6512,71
20 0,0030 0 0 40 0,0170 6,42 1284,65

Média e desvio padrao: 71,28 + 280,05
Variancia: 78428,58

Média e desvio padrao: 3618,49 + 2864,75 pg/ml
Variancia: 8206813,89
Diferenca entre os grupos | e ll: p < 0,05
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Figura 1. Distribuicao dos valores das amostras obtidas nos dois
grupos.

surpreendidos niveis de IL-1f3 que foram da nulidade a 97
ng/ml*Y’, bem como valores de 313 + 192 ng/ml*, Entre-
tanto, valores mais baixos sdo registrados!® com extremos
de 0,04 e 0,240 ng/ml. Deve-se esse comportamento, em
alguns grupos, em parte, ao indice de precisdo na determi-
nacdo da IL-1[3 das amostras. A capacidade de determinacéo
da IL-1B pode ser uma das causas técnicas mais importantes
na flutuacdo das médias dos vérios grupos da literatura e na
grande dispersdo dos seus dados. Pode-se compreender e
comparar melhor o exposto quando se transformam os da-
dos da dispersdo em percentagem, na forma de coeficiente
de variagdo. Assim, nos grupos de maior indice de determi-
nacao da IL-1p nas amostras, o percentual da dispersao va-
riou na literatura de 19% a 25%%*%, crescendo progressiva-
mente até 86%!>1%1%1718 numa propor¢éo inversa ao indice
de recuperacdo. Excec¢des existem, porém, encontrando-se
coeficiente de variagdo de 63% em populagbes com 100%
de recuperacdo, provavelmente por causa dos extremos de
131,8 e 843,8%. O mesmo encontramos no grupo Il deste
estudo, cujo coeficiente de variacéo foi de 79% para 100%
de recuperacao, por causa da densidade de valores proxi-
mos aos extremos. Encontram-se, assim, em 15% das amos-
tras, concentracBes muito baixas de IL-1[3, decorrentes de
niveis de densidade Optica proximos da faixa entre 0,005 e
0,009 que, na curva de calibragem, correspondem a amos-
tra destituida de IL-1f3. A amplitude na flutuagéo entre esses
dois valores estad em torno de 45%, significando que, nos
extremos inferiores da curva, a precisdo diminui excessiva-
mente. Nos demais niveis de densidade dptica, as flutuacdes
das leituras estdo entre 0,43% e um maximo de 8,44%. E
possivel que diluicdes menores do que as recomendadas
pelo fabricante do kit tornem a leitura mais precisa, nas con-
centragdes mais baixas, como aqueles realizados'® em traba-

Ihos® dentro dos extremos da curva de sensibilidade, que
vdo de 20 a 1000 pg/ml.

A preocupacédo com a dispersdo das concentracoes
da IL-1p3 prende-se a um grau de dificuldade maior que é a
sua comparacao com os dados clinicos individuais, situagdo
bem exemplificada ao ser demonstrada auséncia de
correlagéo entre a IL-1(3 e a profundidade do sulco gengival,
guando se considerou toda a populacao estudada’®. Dessa
maneira, pode ser facil demonstrar as tendéncias por meio
das médias de IL-1p enquanto grupos, mas a discriminagéo
entre salide e doenca, nos varios graus de comprometimento
do periodonto, e a presunc¢éo evolutiva ndo sao téo faceis
de ser demonstradas na pessoa isolada, ou em cada um dos
locais de uma mesma arcada®. No grupo Il deste estudo,
em que a dispersdo na concentrac¢do de IL-13 chega a 79%
da média, cada valor da interleucina provém do fluido do
sulco gengival que, no conjunto, como agrupamento,
representa amostragem uniforme, restrita pela sua
profundidade, igual ou maior do que 5 mm, aceita como
sindnimo de periodontite estavel e avangada?, cuja perda
Gssea estimada se encontra entre 30 e 69%'9?. Apesar do
comportamento binario da presente casuistica, partilhada por
outros®, em que a IL-1f3 indeterminada ocorre nas gengivas
sas, e elevada, no grupo com periodontite, existe cerca de
30% dos dados que sdo superponiveis. Significa que, em
70% dos casos, a distingdo entre gengiva sé e periodontite é
facil nos casos individuais, mas, em 30% das vezes, a divida
predomina. Torna-se mais dificil ainda estratificar cada caso,
em graus de periodontite, ou avaliar a perda Ossea
correspondente, somente com a dosagem da IL-1[3, como
foi observado anteriormente®. E possivel que, por essas
razdes, muitos autores encontrem correlagéo forte e direta
dos varios graus de periodontite somente com dados clinicos
isolados, como profundidade do sulco, volume de fluido
gengival, perda de aderéncia periodontal, indice gengival,
indice de placa®?. Certos pesquisadores!®*?2  contudo,
correlacionam direta e significativamente a IL-1[3, ou seus
gendtipos correspondentes, com 0s parametros clinicos e o
grau de destruicdo Gssea®?*® a tal ponto que se atrevem a
fazer tabela com seis niveis de IL-1[3, entre 50 e 230 pg/ml,
e graus correspondentes de perda 0ssea, entre 0,5 e 3 mm.
Outros pesquisadorest®?227 gpontam para 0 aumento da
IL-1(3 como circunstancial por s6 coincidir com a profundidade
do sulco gengival, mas ndo corresponder ao grau de
comprometimento do periodonto. Reforca essa concepgédo
a comprovacéo de que, quando se trata a periodontite, ocorre
a atenuacdo dos parametros clinicos enquanto os niveis da
interleucina se mantém inalterados por cerca de seis meses.
A reducao dos niveis de IL-13 depois desse periodo traduz a
provavel persisténcia do processo inflamatorio residual, parte
do processo de reparacdo ou fruto da associacao a placa
dental ainda presente?*. No sentido contrario, na gengivite
experimental humana, ocorre um pico inicial na concentracdo
de IL-1( que continua num nivel mais ou menos constante,
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enguanto progridem a intensidade da inflamacao da gengiva
e 0 aprofundamento do seu sulco. Por isso, pode-se afirmar®
gue o nivel de IL-1p no fluido gengival avalia 0 nimero de
células da gengiva que a produzem, pois a sua correlacéo €
forte e direta. No grupo I, em que 18 amostras tiveram IL-
1B indeterminavel, encontrou-se uma amostra com valor
baixo e outra com valor surpreendentemente alto em relagéo
as demais. N&o ha como precisar as causas deste fato neste
estudo, mas, em ambos 0s casos, 0s comemorativos indicam
forte tendéncia familiar a afeccdo: pais e irmaos sao
portadores de doenga periodontal grave, com perda precoce
dos dentes. Nao se excluem, contudo, outras causas ja
discutidas e, inclusive, comportamento residual da
interleucina, num processo de resolucao.

Classificamos os representantes do grupo Il como tendo
periodontite, existindo exsudato, em cujos sulcos gengivais,
portanto, encontrava-se a continua migracdo de neutrofilos,
gue se d4 tanto pela presenca de produtos dos microorga-
nismos (fMet-Leu-Phe, LPS e outros) quanto pela presenca
de IL-8, complemento C5a, LTB,, PGE,, TxB, e moléculas
de adesdo auxiliares como ICAM-1 e ELAM-1 e outras
adesinas. Essas Ultimas moléculas contribuem para que 0s
PMNs infiltrem os tecidos da face coronal, juncional e apical,
e as demais células imunoinflamat6rias permanecam no te-
cido®. Nessas circunstancias, as placas sdo maiores no senti-
do apical, onde se desenvolve nicho ambiental de
anaerobiose. Alguns macréfagos para ai também migram.
Esse infiltrado expande-se lateralmente e em direcdo ao
tecido conjuntivo, onde é maior a densidade de macréfagos,
linfGcitos e grande é o nimero de plasmacitos. Nessa fase,
0s plasmacitos chegam a ocupar 51% nas areas de maior
atividade, enquanto nas regides de menor atividade che-
gam a 30% da area do corte. Da mesma maneira, maior
infiltrado de linfdcitos B corresponde & doenga mais ou menos
estavel, quando 0 nimero de células T predomina. Ao mes-
mo tempo em que aumenta o infiltrado celular no tecido
conjuntivo, principalmente na area subepitelial, diminuem
o nimero de fibroblastos e a quantidade de colageno?,

CONCLUSOES

Conclui-se que, apesar de se obter concentra¢es de
IL-1B que permitiram a facil separacdo do grupo | e do grupo
1, e representar o segundo grupo populacional relativamente
uniforme, muitos dos valores da citocina superpem-se a
dados do grupo |. Usando-se a concentra¢do de uma so
citocina para definir o grau de periodontite, cria-se relacdo
apenas circunstancial com os dados clinicos, sendo a sua
contribuicio para o diagndstico, portanto, fragil. E possivel
que a dosagem concomitante de outros fatores como 0s
produtos que indicam o numero de células, por exemplo,
mieloperoxidase, B-glicuronidase, ou a sua atividade, como
as metaloproteinases, ILs-1, IL-1ra, IL-6, IL-8, prostaglandinas,
TGFp ou até de células como as T CD3* e a proporcéo de

seus subgrupos CD4* e CD8* possam contribuir para o
detalhamento e a compreensdo das vérias fases da
periodontite. Por essas razdes, os estudos devem prosseguir,
com mais dados, para que se possa estabelecer ou até criar
novos indices que possam tornar mais precisas as
classificagcbes e o progndstico dos varios graus de
periodontite. Em sintese, a dosagem de interleucina 1 no
fluido do sulco gengival permitiu a distingdo entre os grupos
com periodonto normal e doente, respectivamente | e I1.
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