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1. INTRODUCAO

Frente ao carater relevante e primordial do eixo imune/inflamatério no desenvolvimento
da doenca periodontal, este tem sido crescentemente investigado. Soma-se a isto a maior
disponibilidade de métodos e meios para este tipo de investigacdo. O Fluido Crevicular
Gengival (FCG), por representar um exsudato inflamatorio importante, é investigado néo
s6 em relacdo ao seu fluxo, representado pelo volume presente no sulco/bolsa, mas,
também, em relacdo aos seus componentes. As citocinas presentes no FCG sao importantes
indicadores de reposta local e sistémica e, portanto, sdo constantemente investigadas. Por
isto, 0 método e o meio de coleta de FCG sdo essenciais para que uma analise adequada,
tanto das condigOes presentes, quanto da possibilidade de que venham ocorrer, passa ser

realizada.

A coleta do FCG por meio de tiras de papel absorvente € um método nao invasivo
e amplamente utilizado. O dispositivo que pode ser considerado referéncia, pois tem um
uso ampliado neste tipo de investigacdo, o Periopaper®, é fabricado nos Estados Unidos
da Ameérica e, por isto, depende de importacdo, gerando um elevado custo para o
desenvolvimento de pesquisas no Brasil. Este custo &, por vezes, impeditivo, ou ho minimo
limitador, para a realizacdo de pesquisas clinicas. Foi esta razdo que motivou Alencar e
Gomes (2009) e Alencar et al. (2011) a avaliar um novo dispositivo de coleta de FCG.
Naquele estudo eles observaram que o dispositivo testado tem alto grau de
reprodutibilidade no que se refere a capacidade de absor¢do volumétrica de FCG absorvido
quando comparado ao dispositivo referéncia (Periopaper®). No entanto, como aquele nao

foi testado em relacdo a sua capacidade de retencdo de marcadores inflamatorios, questdes



importantes relacionadas ao processo satde/doenca periodontal ficaram sem reposta. O
presente estudo, portanto, da continuidade ao processo de validagdo do dispositivo teste
visando a compreensdo de até qual extensdo, sob o ponto de vista clinico, ele pode ser

utilizado.



2. REVISAO DE LITERATURA E JUSTIFICATIVA

O biofilme depositado sobre os dentes, sem ser removido por um periodo de tempo, leva
ao desenvolvimento da gengivite. Esta observacao, realizada inicialmente em 1965 (1), esta
amparada por estudos mais recentes (2-4), que identificam manifestacBes clinicas (i.e.
sangramento gengival) a partir de dias (7 a 21) de acimulo do biofilme dental
supragengival. Por outro lado, por meio de uma modelo diferenciado de gengivite
experimental, Weidlich et al. (2001), mostraram que uma zona livre de placa, presente entre
o0 bordo cervical do biofilme dental e a margem gengival, deixa de existir quando, por 96
horas, ¢ permitido o acimulo daquele. Os autores sugerem que este “desaparecimento” da
Zona Livre de Placa se dad em decorréncia do edema gengival, ainda ndo perceptivel
clinicamente. Desta forma, alteragdes na formacdo e composicdo do biofilme
supragengival, invariavelmente, sdo acompanhadas por alteracdes de cunho inflamatorio

da gengiva marginal (5).

A compreensdo da natureza infecto-inflamatoria das doencas periodontais é de
fundamental importancia quando se pretende entender o processo etiopatogénico destas
doencas, destrutivas ou ndo. Em outras palavras, serd& o potencial de reposta
imune/inflamatoria que cada hospedeiro pode exercer em relacdo a presenca do biofilme
supragengival e, também, a do biofilme subgengival, fundamental para que as alteracGes
nos tecidos periodontais se limitem ao periodonto de protecdo ou se estendam ao

periodonto de insercdo (6, 7).

Independentemente de ser um processo inflamat6rio marginal ou que se estenda ao

periodonto de insercdo, o fato da doenca periodontal ter o cunho infecto-inflamatério
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direciona a investigacdo, em pesquisas de etiopatogenia, para dois vetores: 0

microbioldgico e o inflamatorio/imunolégico.

As pesquisas que envolvem a andlise microbiolégica identificam uma infinidade de
bactérias relacionadas ao processo satide-doenca periodontal (8-10). E contemporaneo o
conceito de biofilme e, portanto, de que as bactérias que participam deste processo sejam
componentes natos da microbiota bucal humana (8, 9, 11). Por outro lado, decorre, desta
compreensdo, o conceito da infeccdo periodontal como uma infec¢do oportunista (12): o
aumento quantitativo e as alteracGes qualitativas expressas em um biofilme dependem das
condicgdes de respiracao e nutricdo estabelecidas neste microambiente que por sua vez,
depende, da resposta imune/inflamatéria. Desta forma, biofilme e hospedeiro tém uma

relacdo de retroalimentacao.

Este eixo imune-inflamatério, quando investigado localmente, o &,
majoritariamente, por meio de avaliagdes de volume do fluido crevicular gengival (FCG)
ou da sua composi¢do. O FCG é um exsudato inflamatério liberado constantemente,
mesmo na auséncia de manifestacOes clinicamente visiveis de inflamacdo do tecido
periodontal (13, 14). Isto porque este é sempre desafiado por microrganismos bucais e, por
conseguinte, sempre mantém uma reposta de defesa. A medida que o “desafio”

microbioldgico aumenta, aumenta, também, a reposta imune/inflamatéria (9, 15, 16).

O aumento do volume de fluido crevicular gengival (FCG) é uma defesa do
organismo que tem por objetivo lavar e remover bactérias e seus produtos, impedindo,
assim, o avango dos microorganismos ao ambiente subgengival (15). Porém, o organismo
ndo consegue combater o biofilme dental apenas fisicamente. Portanto, ndo somente o

volume, mas também a sua composicao, sao alterados ao longo do tempo frente a presenca
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de um biofilme dental estabelecido (5, 13, 17). Toda essa resposta imune/inflamatéria do
individuo tem a funcdo de “combater” o ataque desses microrganismos e, assim, impedir o

estabelecimento e/ou a progresséo da doenca periodontal.

De acordo com Brill e Krasse (1958) o interesse pelo fluido crevicular gengival
(FCG) iniciou no final dos anos 1950. Estes demonstraram que um papel de filtro, colocado
no sulco gengival em modelos animais, podia detectar um corante injetado na corrente
sanguinea (18). Desde entdo, muitos estudos surgiram e, dentre estes, tanto avaliagdes
transversais da relacdo biofilme/hospedeiro, quanto visando buscar indicadores preditivos
de doenca periodontal destrutiva (19). Sendo o FCG uma expressdo da condi¢do do
processo salde-doenca periodontal, sua coleta € importante para o estudo do
desenvolvimento desse processo (15, 20-22). O fato do FCG representar tdo bem as
mudancas inflamatdrias, mesmo as subclinicas, fez com que métodos de coleta como
micropipetas, aparelhos de succ¢éo e tiras de filtro de papel (que sdo colocadas no interior

do sulco ou bolsa) para absorcdo do FCG fossem estudados ao longo dos anos (15, 19).

Estudos mostram que ha um aumento no volume do FCG quando h& inflamacgéo
nos tecidos, e consequentemente alteracdo na quantidade de citocinas presente nesse fluido
(19, 21, 23, 24). O volume de FCG e a concentracdo de citocinas depende da inflamagéo
local (13). Por exemplo, Teles et al. (2010) avaliaram 20 pacientes saudaveis e 20 pacientes
com periodontite cronica. O objetivo do estudo foi comparar, entre 0s grupos, a quantidade
de biomarcadores inflamatdrios (IL-1B, IL-8 e MMP-8), microbiota subgengival e
indicadores clinicos. Os autores constataram diferenca significativa entre o volume de FCG
coletado entre os grupos. Da mesma forma, observaram que os sitios doentes apresentaram,

significativamente, maiores concentracfes de IL-1p e IL-8. Associa¢do positiva entre as
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bactérias do complexo vermelho (T. denticola, P. gingivalis, T. forsysthia) entre os
indicadores clinicos (PS, porcentagem de sitios com SS e placa visivel) com estas citocinas

também é relatada (24).

Com o objetivo de analisar a relacdo da perda de insercédo futura com as citocinas
presentes no FCG um estudo realizado por Silva et al. (2008) avaliou 18 pacientes com
periodontite crénica moderada ou avancada. Neste estudo, foram realizados os exames
periodontais: profundidade de sondagem (PS), nivel de insercdo clinica (NIC), indice de
placa visivel (IPV) e sangramento a sondagem (SS) em seis sitios por dente. A coleta de
FCG foi realizada com tiras de papel absorvente Periopaper® (ProFlow, Amityville, NY,
USA) em sitios “ativos” (aumento de, no minimo, 2mm de perda de inser¢do) e “inativos”
(manutencdo ou reducdo dos dados observados no Dia 0). Os exames foram realizados nos
dias 0 e 7 e no més 2 e as comparacOes foram entre os sitios “ativos” e “inativos”.
Observou-se que ndo houve diferenga entre os volumes coletados nos sitios “inativos” ou
“ativos”, mas que os sitios “ativos” apresentaram maiores concentragdes de algumas das
citocinas avaliadas (RANK-L, IL-1B) (25). Em um outro estudo que acompanhou pacientes
em manutencdo periodica durante dois anos, com visitas a cada 6 meses, observou-se que
0 aumento de IL-1B e MMP-8 durante o primeiro ano de manutengéo periodontal foi
associado a maiores chances de perda de insercdo futura (OR:1.67, OR:1.50
respectivamente) em 2 anos de acompanhamento. Os autores concluiram que elevadas
concentracBes de citocinas tém potencial para identificar pacientes que sdo vulneraveis a
progressdo de perda de insercao (26). Estes resultados séo corroborados pelos achados de
Kinney et al. (2014) que observaram que MMP-8, MMP-9, osteoprogeterina e IL-1

apresentaram niveis mais altos nos sitios com progressdo de doenga periodontal do que em
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sitios estaveis nos 6 meses de acompanhamento. Os autores concluiram que quando esses
dados sdo interpretados juntamente com os dados clinicos tem-se melhor acuidade para se
acompanhar a atividade da doenca, o que poderia contribuir para estabelecer um
progndstico e tratamento ao paciente (27). Subentende-se, assim, que a investigacao por
meio do FCG tem duas vertentes importantes: € importante avaliar o volume e, a0 mesmo
tempo, avaliar sua constituicdo. Sendo assim, os métodos e meios de coleta sdo

fundamentais as pesquisas.

Para que as avaliacBes de volume e constituicdo de FCG, diferentes métodos e
meios para coleta do FCG estdo descritos. O método de coleta de FCG mais utilizado € o
de absorcéo (20, 23), quando tiras ou cones de papel sdo inseridos no sulco ou bolsa e, ap6s
alguns segundos, sdo removidos. O calculo do volume pode ser feito por medicéo linear
(28) ou por meio do Periotrom (29). Este dltimo faz parte do sistema Periopaper®
(Oraflow, New York, EUA). Este dispositivo, aqui considerado referéncia, entretanto, é de
dificil importacdo , muitas vezes dificultando, ou até mesmo inviabilizando, estudos no
Brasil. Alencar e Gomes (2009) e Alencar et al. (2011) mostraram que um dispositivo
alternativo (AD) fabricado com papel absorvente é capaz de medir o volume de GCF
(GCFV) recolhidos com um elevado grau de reprodutibilidade quando comparado com o

dispositivo referéncia (30, 31).

Na literatura s@o encontrados trabalhos que relatam a quantidade de citocinas
retidas em diferentes tiras de papel absorvente. Como no estudo de Johnson et al. (1999)
que avaliaram in vitro, utilizando quantidade de proteinas pré determinadas, quatro tiras de
papel absorvente diferentes: Whatman (W1, Whatman Inc. Clifton, NJ. USA), Whatman

3MM (W3, Whatman Inc. Clifton, NJ, USA), Periopaper ProFlow (P, ProFlow
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Incorporated, Amityville, NY, USA), e Periopaper Harco (H, Harco Electronics, Ltd,
Winnipeg, MB, Canadd). Foi observado que todas as tiras de papel retém proteinas, sendo
que os dispositivos W1, P e H retém concentragdo mais altas, muito embora diferentes. Os
autores discutem que a concentragdo de proteinas e diferencas no tipo de papel podem estar

associadas as diferengas observadas (32).

Giannopoulou et al. (2003) avaliaram o nivel de IL-1p, IL-4, IL-6 IL-8 do FCG
através da coleta com tiras de papel absorvente, (Durapore, Millipore Corp, Bedford, MA,
USA), em individuos saudaveis, com gengivite e com periodontite. Foram coletados FCG
de 4 sitios por paciente, com um total de 20 individuos em cada grupo. Eles observaram
que os grupos de gengivite e periodontite apresentaram maior quantidade de IL-1B, IL-6 e
IL-8 do que nos sitios saudaveis (33).

Com base nos estudos citados acima, é possivel verificar a importancia e a
necessidade de mais estudos sobre o processo saude-doenca periodontal, com o intuido de
estabelecer diagndstico em estagios iniciais da doenca e progressao da perda de insercédo
em sitios com reativacdo da doenga o mais cedo possivel. Com o objetivo de facilitar mais
pesquisas no Brasil, € necessario o desenvolvimento de um método de coleta que ndo seja
tdo custoso e que viabilize esses estudos. Esta foi a motivagdo expressa nos objetivos de
Alencar (2009) e Alencar et al., (2011) (30, 31). No entanto, o dispositivo alternativo
testado ndo foi, até 0 momento, avaliado em relacdo a sua capacidade de absorcéo. Desta
forma, o presente estudo tem, por objetivo, comparar a capacidade de retencdo de citocinas
do FCG pelo dispositivo teste (30) a capacidade de retencdo pelo dispositivo referéncia, o

Periopaper®.
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3. OBJETIVOS:

Comparar a capacidade de retencdo de citocinas inflamatérias presentes no FCG
utilizando-se um dispositivo teste e comparando-o ao dispositivo referéncia Periopaper®

(OraFlow, PlainView, New York).



4. ARTIGO
Conforme normas exigidas pela revista Brazilian Dental Journal

16



17

Capacity of Gingival Crevicular Fluid cytokines retention by two absorbent papers

Running title: Capacity of cytokines retention

Keity Taminski!, Amanda Finger Stadler!, Priscila Vianna? José Artur Bogo Chies?,
Sabrina Carvalho Gomes?.

1 — Section of Periodontology, School of Dentistry, Federal University of Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

2 — Department of Genetics, Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil, Porto Alegre,
RS, Brazil

Author of correspondence:

Sabrina Carvalho Gomes

Rua Ramiro Barcelos, 2492, Bairro Rio Branco
CEP 90035-003

Porto Alegre, RS, Brazil

E-mail: sabrinagomes.perio@gmail.com

Phone/Fax: +55-51-3308-5318



Capacity of Gingival Crevicular Fluid cytokines retention by two absorbent papers

Capacity of cytokines retention

18



19

ABSTRACT

The gingival crevicular fluid (GCF), a transudate in gingival health, becomes an
inflammatory exudate with the increase of inflammation. Differences in the exudate
volume and in the presence of enzymes, squamous cells, cell debris and inflammatory
markers such as cytokines are dependent on inflammation status. Absorbent paper strips
inserted into the sulcus/periodontal pocket are the most common GCF collection method.
However, the standard device (PerioPaper®) is costly, making it difficult to carry out
studies in Brazil. In this sense, the aim of this study is to compare the retention of cytokines
between a test device as compared to the reference (PerioPaper®). GCF sampling, from 17
subjects (68 sites), was carried using both paper strips in 2 sites with gingivitis and 2 with
periodontitis. 1L-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a concentrations were
determined by flow cytometry. Data analysis was performed using SPSS 20.0 for Mac,
with non-parametric tests. Concentration of IL-1pB, IL-6 and IL-8 were different inter-
groups, the device concentration being greater. Two (IL-1p and IL-6) and 4 (IL-1, IL-6,
IL-8 and TNF-a) cytokines, respectively for Gingivitis and Periodontitis sites, were in
higher concentrations in the test group. The results herein indicate the test device as

clinically applicable and with the potential to replace the PerioPaper®

Key-Words: periodontal diseases, cytokines, validation studies, gingival crevicular fluid
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INTRODUCTION

Periodontal diseases are characterized as infectious and inflammatory diseases that result
from the interaction between the biofilm and the host response. Inflammatory and immune
responses function is to combat the attack of microorganisms and thereby prevent the
disease progression. These bacteria are required for the onset of the disease (1), but the
degree of destruction of the supporting tissues depends on the host response, which in turn,

may also have systemic and environmental influences (2, 3)

The gingival crevicular fluid (GCF) is an inflammatory exudate containing
enzymes, squamous cells, cellular debris and biomarkers, as for example, cytokines. The
measurement of GCF expresses the condition of periodontal health-disease process, and so
the collection and analysis of this fluid is important to better comprehend this process (1,
4-6). The literature has shown that subjects with periodontal disease have increased levels

of pro-inflammatory cytokines, and the levels reduce after periodontal treatment (7-9).

The amount of GCF and cytokines depends on the local inflammation (10). There
are some methods used to collect GCF, as absorption with different devices and aspiration
with micropipetes. The most common method for GCF collection is through absorption by
placing absorbent paper strips in the sulcus or periodontal pocket (4, 10). The reference
device (RD: PerioPaper®; Oraflow, Nova lorque, EUA), however, is costly to import,
hindering studies in Brazil. Alencar (2009) and Alencar et al. (2011), showed that a test
device (TD) fabricated with absorbent paper is able to measure the GCF volume (GCFV)
collected with a high degree of reproducibility when compared to the reference (11, 12).
As a continuity of this validation process, the objective of this study is to evaluate whether
this test device collection has the ability to retain the same inflammatory cytokines than
the standard method.

MATERIAL AND METHODS

Study design and sample
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This is a pilot study, designed as a cross-sectional clinical study. The Ethics Committee of
Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS), Brazil, approved the protocol. All
subjects signed the consent form before participate in the study. The sample comprised of
17 subjects that seek periodontal treatment at School of Dentistry, UFRGS, between may
and july of 2014.

Inclusion Criteria

Subjects selected had more than 35 years, at least 12 teeth, diagnosis of gingivitis and
chronic periodontitis (13) and no systemic disease that could interfere with the periodontal
condition (i.e., diabetes). After inclusion, the sites selected for collection were as followed:

- 2 sites with periodontal pocket depth (PPD) and clinical attachment loss (CAL) <
3mm, positive gingival bleeding (GB) and with no bleeding on probing (BOP) —
gingivitis sites

- 2 sites with PPD and CAL > 3mm, and positive GB and BOP — periodontitis sites.

GCF collection

Two trained examiners (KT, AFS) performed the GCF collection from 4 selected sites in
17 subjects, totaling 68 samples. Before collection, supragingival plague was removed and
the site was washed, gently dried and isolated with cotton rolls. One reference device (RD)
paper strip (PerioPaper®, Oraflow, Nova lorque, EUA) and one test device (TD) paper
strip were inserted in the periodontal sulcus/pocket 1-2mm subgingivally, simultaneously,
for 30 seconds. In the first site to be collected, the RD was positioned to the root surface
and the TD was positioned to the epithelial sulcus surface. For the second site, the position
of the strips was inverted. The same procedure was performed for gingivitis and
periodontitis sites. Paper strips with visible blood were discarded and the collection was
repeated after 1 minute. The GCF volume was immediately measured using a calibrated
instrument (Periotrom 8000, Oraflow Inc., Plainview, NY, USA). Measurements were
registered in Periotrom Units and converted to microliters (ul) with a constituted standard

curve. The samples were immediately placed in Eppendorf tubes containing 50ul of a
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protease inhibitor cocktail (complete mini EDTA-free, protease inhibitor cocktail tablets;
Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) and stored at -80 degrees Celsius (°C).

The samples from each subject were polled in 4 Eppendorfs as followed:

- 1 Eppenddorf with 2 reference devices from gingivitis sites;
- 1 Eppenddorf with 2 reference devices from periodontitis sites;
- 1 Eppenddorf with 2 test devices from gingivitis sites;

- 1 Eppenddorf with 2 test devices from periodontitis sites.

Biomarker analysis

Cytokine concentrations were determined by flow cytometer (BD FACSAria® Ill, BD
Biosciences, San Diego, CA), with the proper software (BD Software CBA FACScalibur,
BD Biosciences, San Diego, CA). The samples were unfrozen gradually and the cytokines
were eluted from the strips by adding 150ul of phosphate buffered saline (PBS) and
incubating in a shaker for 12 hours at 4°C. Aliquots of 50ul of each sample were used for
analysis of the 6 cytokines Interleukin (IL) 1 beta (1), IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and
Tumor Factor Necrosis alpha (TNF-a) using a cytometric bead array kit (BD™ Cytometric
Bead Array - Human Inflammatory Cytokines, BD Biosciences, San Diego, CA), under
manufacturer instructions. Briefly, GCF samples were incubated with cytokine capture
beads and a reporter molecule (PE) conjugated to detection antibodies for 3 hours at room
temperature, protected from the light. After washing, cytokine concentrations were

assessed using the flow cytometer.

Statistical analysis

Data analysis was performed using SPSS 20.0 for Mac (IBM Corp. Released 2011. IBM
SPSS Statistics for Macintosh, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.). The data were
tested for normality by the Kolmorogov-Smirnov test. GCFV and clinical indicators
showed normal distribution and parametric tests were applied for inter-group comparison.
Cytokines concentrations (Pg/ml) showed non-normal distribution. Means (+ standard

deviation) and median (with minimum and maximum values) were, then, generated. Bland
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Altman dispersion graphs were used to test the agreement between the devices used to
collect GCF.

RESULTS

Data from all 17 subjects (52.94% female, 52.94% smokers, mean age 52.29 + 6.08) were
included in the analysis. The mean PPD of gingivitis and periodontitis sites were 1.85 *
0.56 and 4.41 £ 1.5 respectively (T-Test, p=0.000). The mean CAL were 1.09 £+ 0.90 and
5.85 + 1.69 for gingivitis and periodontitis sites respectively (T-test, p=0.000).

Table 1 shows the levels of GCF biomarkes according to the disease group and sampling
device. Wilcoxon test was used, in gingivitis sites, statistical difference was observed in
two cytokines: IL-1B and IL-6. In periodontitis sites differences were observed for IL-1p,
IL-6, IL-8 and TNF-a. In all cases, the higher levels were observed for collections
performed with test device. The inter-group volume of GCFV was compared by means of

the T test for paired samples and showed statistical differences.

The Bland Altman dispersion graph showed agreement among the methods used in relation
to IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF -a at gingivitis sites (Figure 1). At the periodontitis sites,

the concordance of methods relayed on IL-6, IL-10 e IL-12p70 concentrations (figure 2).

DISCUSSION

The results of this pilot study shows that the test device was able to retain important
cytokines related to periodontal health-disease imbalance as compared with a reference
device (PerioPaper®, Oraflow, New York, EUA). Actually, the test device was able to
retain higher levels of some cytokines. Therefore, it is possible to suggest that the test

device can be used as an alternative to application in clinical investigations.

The tested device in this study was previously evaluated regarding its capacity of
absorbing GCF. It was observed that this capacity was similar to that observed with
PerioPaper® (11, 12). The present investigation adds information to the potential of this

test device, once the capacity of retaining cytokines could be not only observed, but also it
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showed to be higher for 4 out of 6 cytokines investigated when compared to PerioPaper®.
For the remaining 2 cytokines, the levels were comparable between the two devices.
Conversely, when the sites are divided into gingivitis and periodontitis, the results showed
that there was difference in the levels collected with both devices for 2 cytokines in

gingivitis sites, and difference in the levels of 4 out of 6 cytokines in periodontitis sites.

Comparisons between different devices capacity of protein retention has been
evaluated before. Gustafsson (1996) compared the capacity of PerioPaper® and Durapore,
using a predetermined concentration of proteins and observed that both devices were able
to (14). Johnson et al. (1999) evaluated in vitro, also using a predetermined quantity of
proteins, the capacity of retention of four devices: Whatman (W1; Whatman Inc. Clifton,
NJ. USA), Whatman 3MM (W3; Whatman Inc. Clifton, NJ. USA), PerioPaper ProFlow
(P; ProFlow Incorporated, Amityville, NY, USA) and PerioPaper Harco (H; Harco
Electronics, Ltd, Winnipeg, MB, Canada). It was observed that all devices retained
proteins, but in different concentrations. The authors suggested that the results were due to
differences between the papers (15). Differences in protein absortion between devices were
also observed in the present study. Most probably it is also due to differences in the paper,

as the GCF collection was performed simultaneously with both devices, in the same site.

Six important cytokines were investigated in the present investigation, four of them
considered pro-inflammatory (IL-1pB, IL-6, IL-12p70 and TNF-a), one chemokine (IL-8)
and one anti-inflammatory cytokine (IL-10). These cytokines were selected because the
classical literature has shown that the pro-inflamatory cytokines IL-1f3, IL-6 and TNF-a are
strongly related to periodontal disease (16, 17). Additionally, one important chemokine and
one anti-inflammatory cytokine were also included. Even thought commonly investigated,
these cytokines do not encompass all the inflammatory markers commonly related to the
periodontal pathogenesis (18). However, it is well understood and accepted that, as it is
almost impossible that a sole investigation holds all the entire range of cytokines, some
cytokines are important markers of periodontal condition along time (16, 19). In this
scenario, it is important not only select a method for collection of the crevicular fluid and
the cytokines to be evaluated, but also to guarantee its usage overtime in the same

investigation.
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The concentrations of IL-1f and IL-6 are higher in periodontitis sites, as compared
to gingivitis sites. These results are in accordance with the literature, showing that pro-
inflammatory cytokines concentrations are dependent upon the inflammatory status or
upon the presence or absence of disease. Giannoupoulou et al. (2003) assessed the GCF
concentration of cytokines in subjects with gingivitis or periodontitis and observed that
both cytokines were in higher concentrations in patients with periodontitis. This same
study, however, also showed significant differences in IL-8 levels in subjects with
periodontits as compared with gingivitis (20). Likewise, Teles et al. (2010) observed
increased IL-1p and IL-8 in periodontitis patients when compared to healthy individuals
(21). In contrast, the results of this investigation did not show significant differences in IL-

8 levels between gingivitis and periodontitis sites.

In the present study was possible to observe agreement between the two collection
devices. However, at gingivitis and periodontitis sites, respectively, IL-1B and IL-6, and
IL-1B8, IL-8 e TNF-a did not present agreement between collection devices. This
assumption is based on the fact that the dispersion was not homogeneous and also by the
fact that there were significant differences between the concentrations of these cytokines.
Interestingly, the volume of crevicular fluid, even been statistically different, as shown by
the inter-group comparison, presented agreement as shown by the Bland Altman analyses.
This graph showed similar dispersion results. The results presented here are in accordance
with Alencar and Gomes (2009) that did not show differences in volume measurements

when comparing the two devices used herein.

In conclusion, the results of this pilot study indicate that the test device can be an

alternative for GCF collection.

Resumo

O fluido crevicular gengival (FCG) é um exsudato presente na salde gengival, que torna-
se um exsudato inflamatoério com o aumento da inflamacdo. Diferencas no volume do
exsudato e a presenca de enzimas, células escamosas, restos celulares e marcadores

inflamato6rios como as citocinas sdo dependentes do status inflamatério. Tiras de papeis
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absorventes inseridas no sulco/bolsa periodontal s&o o método de coleta mais comum de
FCG. Contudo, o dispositivo padrdo é custoso, o que torna dificil a realizacdo de estudos
no Brasil. Nesse sentido, 0 objetivo deste estudo é comparar a retengédo de citocinas entre
o dispositivo teste e o de referéncia (PerioPaper®). Amostras de FCG, de 17 sujeitos (68
sitios), foram coletadas usando ambas tiras de papel em dois sitios com gengivite e 2 com
periodontite. Concentragdes de IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF-a foram
determinadas por citometria de fluxo. Analise dos dados foram medidas usando SPSS20.0
para MAC®, com testes ndo paramétricos. Houve diferencas estatisticas nos niveis de IL-
1B, IL-6, IL-8 coletados com ambos os dispositivos. Sitios de gengivite demonstraram
diferencas significativas somente para duas citocinas (IL-1p, IL-6), enquanto sitios de
periodontite tiveram diferencas significativas para 4 citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a).
Em todos os casos que demonstraram diferencas estatisticas, o dispositivo teste teve maior
quantidade de citocinas retidas. Os resultados indicam que o dispositivo teste tem

aplicabilidade clinica e tem potencial para substituir o PerioPaper®.
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Table 1. Gingival Crevicular Fluid biomarkes concentration and volume (GCFV) for the reference (Periopaper®) and test devices according to
periodontal inflammatory status (gingivitis or periodontitis)

Gingivitis sites

Periodontitis sites

Reference Device Test Device Reference Device Test Device
Mean + SD Mean + SD p-value Mean + SD Mean + SD p-value
(median; 25% - 75% (median; 25% - 75% (median; 25% - 75% (median; 25% - 75%
percentiles) percentiles) percentiles) percentiles)
IL-18 4.35+1.82 7.23+£5.85 0.035* 11.26 + 16.41 24.86 £ 29.84 0.035*
(3.60; 3.09 — 5.03) (5.03; 3.54 -8.02) (6.29; 3.39 — 10.16) (12.27; 4.07 — 35.57)
IL-6 2.17+£0.13 2.56 £ 0.95 0.035* 2.53+£0.83 321+ 1.71 0.001*
(2.18;2.08 — 2.22) (2.20; 2.15 — 2.58) (2.23; 2.18 — 2.54) (2.33; 2.20 — 3.80)
IL-8 15.63 + 32.56 33.84 £59.25 0.093* 9.69 + 9.65 41.30 £39.75 0.003*
(3.09; 2.65 - 11.79) (3.94; 2.56 — 25.04) (6.64; 3.04 —12.94) (33.23; 6.02 - 57.93)
IL-10 1.98 + 0.06 1.98 +£0.08 0.706* 1.97£0.04 1.98 £ 0.07 0.456*
(1.98; 1.95 — 2.02) (1.96; 1.94 — 2.02) (1.96; 1.94 — 2.00) (1.98; 1.94 — 2.02)
IL-12p70 1.94 £ 0.08 1.92 £ 0.06 0.617* 1.93 +0.07 1.94 + 0.07 0.752*
(1.92; 1.86 — 2.01) (1.92; 1.88 - 1.97) (1.92; 1.88 - 1.97) (1.92; 1.92 — 1.99)
TNF-a 2.44 +£0.05 2.42 £0.07 0.267* 2.40 £ 0.05 2.45 +0.07 0.012*
(2.42; 2.42 — 2.44) (2.42; 2.38 — 2.44) (2.39; 2.39 — 2.42) (2.42; 2.42 — 2.53)
GCFV (ul) 0.26 £ 0.32 0.42 £0.34 0.049# 0.49 £ 0.39 0.75 £ 0.50 <0.001#

(0.14; 0.06 — 0.28)

(0.33; 0.14 - 0.52)

(0.37; 0.26 — 0.56)

(0.67; 0.41 — 0.86)

* Wilcoxon signed-rank test, #Paired T-test.



Figure 1: Bland Altman plots for gingivitis sites according with the cytokine evaluated.
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Figure 2: Bland Altman plots for periodontitis sites according with the cytokine evaluated.
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Figure 3: Bland Altman plots for Gingival Crevicular Fluid Volume (GCFV) at gingivitis and periodontitis sites.

Difference

0'5- R R I
.
L ]

0.04 By e T 1

?_.;_?___.0,5 _____________ E 1 DUTURR 1.5

e .' Average
-0.54
e

-1.0-

GCFV gingivitis

Difference

0.29- ¢
0.0 o T r T |
. 0.5. 1.0 1.5 2.0 2.5
0.24* ° Average
....... ..
0.4- Se
l. ¢ ke
0.6
................. OO OO0 O T
0.8-

GCFV periodontitis

32



33

5. CONSIDERACOES FINAIS:

A presente investigacdo contempla, a semelhanca de estudos anteriores, mais uma
etapa do processo de validacdo de um dispositivo teste para coleta de fluido crevicular
(FCG). O FCG representa um indicador importante do processo satde-doenca periodontal
e, como tal, é extensivamente avaliado, e majoritariamente, em estudos clinicos. A
identificacdo de meios e métodos de coleta de FCG de facil aplicacdo clinica se faz
necessaria na medida em que se tem o objetivo de fomentar pesquisas, facilitando a

realizagdo das mesmas.

O método de coleta mais divulgado na literatura é o de succdo. Por outro lado, 0
meio mais conhecido sdo tiras de papel que sdo inseridas no sulco/bolsa periodontal
visando, exatamente, a absor¢cdo do FCG. Dentre os papéis absorventes, o PerioPaper®
tem uso bastante difundido, ndo s6 em publicacdes na area da Periodontia, quanto,
também, na de Implantodontia e Ortodontia. No entanto, as pesquisas no Brasil dependem

da importacgdo deste material que tem um alto custo.

Com a presente investigacao foi possivel apresentar resultados obtidos utilizando-
se uma papel absorvente alternativo ao PerioPaper® no que se refere a capacidade de
absorcdo de proteinas. Este papel alternativo j4 havia sido testado anteriormente,
envolvendo avaliagdo a sua capacidade de absorcdo de FCG. Os resultados aqui
reportados mostram que, apesar das diferencas existentes entre o dispositivo testado e o
considerado referéncia (PerioPaper®), houve sempre a absor¢do das mesmas citocinas
por ambos, confirmando a efetividade daquele meio de coleta. Estes resultados sugerem
que o dispositivo teste possa representar acrescimos as pesquisas clinicas, pois sdo
adequados ndo s6 quando se objetiva a quantificacdo volumétrica, mas, também, quando
se deseja investigar a constituicdo do FCG. Para corroborar esse achados mais estudos

sS40 necessarios.
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