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RESUMO

A Sindrome de Down (SD) € uma desordem genética cromossémica, também
conhecida como trissomia do cromossomo 21 (T21), caracterizada por genotipos
dismoérficos entre os afetados. Pacientes com SD apresentam diversas
alteracdes bucais importantes para o cirurgido dentista, incluindo o aumento da
prevaléncia e gravidade de doenca periodontal (DP). Diante do exposto objetivo
desse estudo é quantificar interleucina 6 (IL-6) e o fator estimulador de col6nias
de macrdéfagos e granulofagos (GM-CSF) no fluido gengival de individuos com
SD com doenca DP e comparar com individuos nao sindrébmicos com DP. Foi
selecionado para este estudo longitudinal um total de 40 individuos, os quais
foram divididos nos seguintes grupos com 20 individuos cada: Grupo 1- SD com
DP e Grupo 2- Nao-sindrémicos com DP (Controle). Todos os individuos
participantes do estudo receberam tratamento periodontal basico (raspagem,
alisamento e polimento supragengival) e posteriormente a raspagem
subgengival. Nos acompanhamentos de 45 e 90 dias, foi realizada nova coleta
de fluido gengival crevicular nos mesmos sitios determinados paraa coleta
inicial, e foi repetido o exame periodontal. Os individuos com SD possuiam um
maior volume de fluido gengival e maior concentragdo de citocinas (IL-6 e GM-
CSF) em comparacao com individuos do grupo Controle antes do tratamento
periodontal (p<0,05). Ap6s o tratamento, todas as citocinas(IL-6 e CSF-GM)
tiveram uma maior quantidade no grupo sindrbmico em relagdo ao grupo
Controle (p<0,05). Porém, o volume do fluido ndo apresentou diferenca nos
grupos estudados. No grupo SD, o volume do fluido e a citocinas GM-CSF
apresentou uma diminuicao significante depois do tratamento (p<0,05). As
citocinas analisadas podem sugerir que nos individuos com SD o sistema imune
nao € eficiente na funcdo e na producédo destes mediadores inflamatorios.
Notavelmente, podemos observar uma maior quantidade de citocinas IL-6 e GM-
CSF no fluido gengival desses individuos em comparagdo com os do grupo
controle. Apdés o tratamento periodontal, embora houvesse melhora nos
parametros clinicos e reducao na concentragcao de ambas ascitocinas, elas ainda
permaneceram em altas concentragdes nos sitios doentes dos individuos com
SD, o que pode demonstrar que eles apresentam uma resposta muito mais
intensa frente ao processo inflamatério, explicando em parte, a alta prevaléncia
e severidade da DP em pacientes com SD.

Palavras chave: Interleucina 6, doencga periodontal, Sindrome de Down, GM-
CSF.

ABSTRACT



Down Syndrome (DS) is a chromosomal genetic disorder, also known as trisomy
21 (T21), characterized by dysmorphic genotypes among those affected.
Patients with DS have several oral changes that are important for the dental
surgeon, including an increase in the prevalence and severity of periodontal
disease (PD). Given the above objective of this study is to quantify IL-6 and CSF-
GM in the gingival fluid of individuals with DS with PD diseaseand compare
with non-syndromic individuals with PD. A total of 40 individuals were selected for
this longitudinal study, which were divided into the following groups of 20
individuals each: Group 1- SD with PD and Group 2- Non- syndromic with PD
(Control). All individuals participating in the study received basic periodontal
treatment (shaving, smoothing and supragingival polishing) and subsequent
subgingival scaling. In the 45 and 90 day follow-ups, a new crevicular gingival
fluid collection was performed in the same sites determined for the initial
collection, and the periodontal examination was repeated. Individuals with DS
had a greater volume of gingival fluid and a higher concentration of cytokines (IL-
6 and CSF-GM) compared to individuals in the Control group before periodontal
treatment (p<0.05). After treatment, all cytokines (IL-6 and CSF-GM) had a higher
amount in the syndromic group compared to the Control group (p<0.05).
However, the fluid volume did not differ in the studied groups. In the SD group,
fluid volume and CSF-GM cytokines showed a significant decrease after
treatment (p<0.05). The analyzed cytokines may suggest that in individuals with
DS the immune system is not efficient in the function and production of these
inflammatory mediators. Notably, we can observe a greater amount of IL-6 and
CSF-GM cytokines in the gingival fluid of these individuals compared to the
control group. After periodontal treatment, although there was an improvement in
the clinical parameters and a reduction in the concentration of both cytokines,
they still remained in high concentrations in the diseased sites of individuals with
DS, which may demonstrate that they have a much more intense response to the
inflammatory process, partially explaining the high prevalence and severity of
PD in DS patients.

Key words: Interleukin 6, periodontal diseases, down syndrome, CSF-GM.
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T21 Trissomia do cromossomo 21
DP Doenca periodontal
IL-6 Interleucina 6
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NDSS National Down Syndrome Society
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LPS Lipopolissacarideos
TLR Receptor Toll-like
DNA Acido desoxirribonucleico
NFKB nuclear factor kappa B
PAMPs Pathogen-associated molecular pattern
TNF- a Fator de necrose tumoral alfa
IL-18 Interleucina 1 beta
IL-1 Interleucina 1
TNF Fator de necrose tumoral
AR Artrite reumatoide
Tregs Liinfocitos T reguladores
RANKL Ativador de receptores do fator nuclear kappa-B ligante
TAM Mielopoiese anormal transitoria
APAEs Associagoes de Pais e Amigos dos Excepcionais
FOAr-UNESP Faculdade de Odontologia de Araraquara
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido
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NI Nivel de inser¢éo
NIC Nivel de insercao clinica
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1. Introducéao



A Sindrome de Down (SD), também conhecida como Trissomia do
cromossomo 21 (T21), € um disturbio genético cromossémico causado por um
erro na divisdo celular que resulta na presenca de todo ou parte de um
cromossomo 21 extra, caracterizada por genotipos dismérficos entre os
afetados. A super expressao de genes especificos encontrados no cromossomo
21 podem causar uma condicdo complexa com mais de 30 caracteristicas
clinicas (Tanaka et al., 2012) além de manifestacbes bucais como lingua
fissurada, erupcéao tardia, erupgcao ectopica, retencdo prolongada, prevaléncia
reduzida de lesbes cariosas e um aumento da prevaléncia de DP (Teitelbaum
2009, Scalioni et al., 2018, Diaz-Quevedo et al., 2021).

A severidade e a rapida progressao da DP em pacientes com SD, esta
relacionada a uma gama de fatores como deficiéncia na higiene bucal, anatomia
dentaria alterada, além de resposta imune prejudicada com producgao alterada
de mediadores inflamatorios e fungdo imunoldgica deficiente (Ferreira et al.,
2016, Habibe et al., 2020).

O comprometimento do sistema imunologico destes pacientes pode
interferir na resposta inflamatoria do tecido periodontal, pois numerosas citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-6, e 0 GM-CSF sé&o liberados das células e estdo
associadas ao estabelecimento e progressao da destruicao periodontal (Cavalla
et al., 2018).

Assim, o objetivo desse estudo foi quantificar os niveis de IL-6 e 0 GM-
CSF em pacientes com SD e nao sindrémicos, ambos com DP, antes, 45 e 90

dias ap6s o tratamento periodontal nao cirurgico.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Sindrome de Down

No Brasil estima-se que a cada 700 nascimentos ocorra um caso de
T21, totalizando em torno de 270 mil pessoas com SD (Ministério da Saude,
2019). Em relacdo aos EUA, a National Down Syndrome Society (NDSS)
determina por meio de estimativas, que a cada 691 nascimentos ocorra um caso
da SD, totalizando cerca de 400 mil pessoas com a sindrome, numa perspectiva
mundial, a incidéncia estimada € de 01 portador da SD a cada 01 mil nascidos
vivos, totalizando de 3 a 5 mil criangas nascidas com SD por ano no mundo
(Fonseca et al., 2021), sendo a alteragdo cromossOmica mais comum em
humanos, com aproximadamente 95% dos casos com cromossomo 21 extra
completo, 4% translocacao e 1% mosaicismo (Ferreira et al., 2016)

As  manifestacbes sisttmicas da SD incluem  disturbios
musculoesqueléticos, alteragdes neuroldgicas, anormalidades hematoldgicas e
imunologicas, deficiéncias cardiacas congénitas, problemas respiratorios, além
da predisposicdo em desenvolver leucemia, hipertensao, problemas
gastrointestinais e inicio precoce da doenca de Alzheimer (Nuernberg et al.,
2019)

Cerca de 50% das criangas com SD possuem doencas cardiovasculares,
sao mais propensas a serem internadas por infec¢des do trato respiratorio, e
apresentam um aumento de 30% na mortalidade por sepse, além disso, possuem
uma incidéncia aumentada de infec¢des, inflamacdes crénicas e autoimunes

(Huggard et al., 2020).
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As caracteristicas faciais tipicas incluem braquicefalia, ponte nasal plana,
prega epicantica, fendas oculares estreitas e inclinadas, catarata, defeitos de
visao e estrabismo (Contaldo et al, 2021)

Em relacdo a oclusédo o sinal mais frequente nesses pacientes € a ma
oclusdo de classe lll, devido a uma combinacdo de deficiéncia maxilar e
prognatismo mandibular, além de apresentarem com mais frequéncia mordida
aberta anterior e posterior, mordida profunda e cruzada, respiracao bucal com
a consequente falta de desenvolvimento maxilar e alteragbes no
desenvolvimento da oclusdao normal (Diaz-Quevedo et al., 2021).

Especificamente em relacdo as manifestagcdes bucais, esses pacientes
apresentam macroglossia, lingua fissurada, erupc¢ao tardia, erupcao ectopica,
hipodontia (auséncia de ate 6 germes dentarios) relacionado a alteragées no
sistema nervoso periférico e na vascularizacdo de botdes dentais, microdontia,
taurodontia devido a mitose deficiente nos germes dentarios, retencao
prolongada, palato estreito, profundo e ogival, respiracdo bucal, prevaléncia
reduzida de lesdes cariosas e um aumento da prevaléncia de DP (Teitelbaum
2009, Scalioni et al., 2018, Diaz-Quevedo et al., 2021).

Esse aumento da DP em pacientes com SD esta associada aquimiotaxia
deficiéncia de neutrofilos, mondcitos, disfungcdo de linfocitos T e senescéncia
prematura do sistema imunoldgico, predispondo a um estado pro- inflamatério
crénico e aumento do extresse oxidativo, devido a disfuncdo mitocondrial que,
concomitante a doencas metabdlicas, como diabetes, sdo responsaveis por
maior suscetibilidade a infecbes orais e sistémicas, quando comparados a

individuos euploides imunocompetentes (Contaldo et al., 2021).
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2.2 Doenca Periodontal (DP)

A DP é responsavel por afetar as estruturas do periodonto de suporte
incluindo o osso alveolar, tem origem inflamatéria, multifatorial e constitui uma
das formas mais prevalentes de enfermidade dssea destrutiva em humanos. E
causada pela interacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro bem como
fatores genéticos e ambientais. O seu inicio ocorre quando ha interrupgcédo da
homeostasia entre o hospedeiro e bactérias periodontopatogénicas, causando
uma grande colonizagao por cerca de 20 espécies bacterianas diferentes no
interior do sulco gengival, especialmente bactérias gram-negativas anaerobicas
incluindo Porphyromonas gingivalis. E uma das bactérias mais comuns que
desencadeiam respostas inflamatorias através de varios metabdlitos
secundarios, incluindo os lipopolissacarideos (LPS), que podem levar a
destruicao tecidual, por meio da ativacao de citocinas pro inflamatérias como a
IL-6 e 0 GM-CSF. (Tanaka et al., 2014, Carrada 2016, Cavalla et al., 2018, Li et
al., 2018, Tsukahara et al., 2020).

O sulco gengival é delimitado por células epiteliais juncionais que s&o
conectados por hemidesmossomos, criando uma superficie porosa e
vascularizada, através da qual células imunoldgicas podem trafegar e detectar
sinais de bactérias patogénicas. E existem aproximadamente 30.000 neutréfilos
residentes trafegando através das células epiteliais juncionais a cada minuto,
associados a outras células de defesa primaria como células epiteliais e
dendriticas que secretam citocinas e quimiocinas inflamatoérias para preparar o
sistema imunolégico do hospedeiro para a resposta a invasao bacteriana (Rudick

etal., 2019).
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Uma vez que a inflamacéao subclinica esta instalada, favorece o aumento
da colonizacao de bactérias gram-negativas e perturbam a homeostasia do sulco
gengival. E em sintonia receptores celulares reconhecem o0s componentes
bacterianos, por exemplo, acido desoxirribonucleico (DNA), fimbrias, flagelos,
peptidoglicanos, LPS e aumentam o Receptor Toll-like (TLR)

-2 e TLR - 4 sinalizando para amplificar a resposta imune do hospedeiro e a
inflamacao, causando danos colaterais aos tecidos periodontais (Degasperi et
al., 2018).

Os microrganismos que estao presentes na regido subgengival estimulam
a producao de citocinas pelo epitélio gengival, resultando na expressao de
moléculas de adesdo, aumento da permeabilidade dos capilares, migracao de
células dendriticas e neutrodfilos. Os fagdcitos atuam na captura de bactérias
periodontopatogénicas do biofilme e produzem citocinas pré- inflamatoérias que
perpetuam a inflamacgao, bem como regulam a sua amplitude.Especialmente em
fagodcitos, a secrecao de citocinas é dependente da ativagcdo do nuclear factor
kappa B (NFKB) apés o reconhecimento de Padrées Moleculares associados a
Patogenos (PAMPs) como LPS através da via TLR. Depois deste tipo de
reconhecimento microbiano, citocinas pro-inflamatérias da resposta inata sao
produzidos na doenga periodontal, entre eles o fator de necrose tumoral alfa

(TNF- a), interleucina 1 beta (IL-1 B) e IL-6 (Degasperi et al., 2018).

2.3 Doenca periodontal em pacientes com Sindrome de Down.
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De acordo com a nova classificacdo das DPs é possivel identificar e
distinguir uma série de doencgas e condi¢des sendo a DP em pacientes com SD
classificada em:

o Outras condigbes que afetam o periodonto: doencgas sistémicas
ou condi¢cdes que afetam os tecidos de suporte periodontal; abscessos
periodontais e endodéntico-periodontais; deformidades e condi¢des
mucogengivais; forcas oclusais traumaticas; dente e fatores relacionados a
prétese (Albandar et al., 2018).

Cerca de 33% a 49% dos pacientes com SD apresentam problemas
periodontais avancados, na faixa etaria 16-45 anos, e 70% tornaram-se
edéntulos pela DP (Wiel et al., 2018).

Individuos com SD tem um aumento na prevaléncia da DP em
comparagao com pacientes cromossomicamente normais, a ma higiene bucal
por si s6 ndo pode ser capaz de explicar a rapida e generalizada destruicdo
periodontal, essa condicdo esta associada ao comprometimento do sistema
imunologico, como reducao de células T e B, auséncia de expansao normal de
linfocitos na infancia sub otima, resposta de anticorpos as imunizagoes,
diminui¢do da imunoglobulina A na saliva e quimiotaxia deficiente de neutroéfilos
(Ferreira et al., 2016, Caton et al., 2018, Papapanou et al., 2018, Habibe et al.,

2020).

2.4 Citocinas
As citocinas sdo consideradas os principais reguladores do sistema
imunologico, agindo em diferentes estagios de inflamacéao, tendo fungdes pro e

anti-inflamatodrias. E estas proteinas soluveis ligam-se a receptores especificos
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nas células-alvo e iniciam cascatas de sinalizagao que resultam em mudancas
fenotipicas na célula, via regulacdo da expressdo génica, sendo o equilibrio
fundamental para determinar a progressao ou regressao da cascata inflamatoria
(Miranda et al., 2020, Caldeira et al., 2021).

Em relacdo a IL-6, essa citocina é considerada pleiotrépica, ou seja, ela
pode aumentar ou suprimir a destruicdo 6ssea inflamatoria, sendo produzida no
0sso apos estimulacao por interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF),
e por uma variedade de células, como mondcitos, fibroblastos, osteoblastos e
células endoteliais vasculares em resposta a desafios inflamatérios. Portanto, a
variabilidade individual na capacidade de sintetizar e liberar IL-6 pode modificar
a suscetibilidade, o desenvolvimento e a progressdao de uma série de doencas
autoimunes e doengas inflamatorias que podem estar associadas a
desregulacao na producao de IL-6 (Jawzali JI, 2018).

Essa super expressao da IL-6 foi observado num estudo de Zhang et al.
(2017) onde observaram uma deficiéncia do sistema imune via células glias
que podem estar relacionadas ao desenvolvimento de alteragbes
neuropatolégicas como o Alzheimer aos 40 anos de idade e em 70% dos casos
de deméncia por volta dos 55 a 60 anos de idade (Zhang et al., 2017).

Outras doencas, também podem estar associadas a desregulagéo da IL-
6 como a artrite reumatoide (AR) caracterizada por inflamag¢do da sindvia,
destruicdo da cartilagem articular e do osso, capaz de afetar varias articulacdes
diatroidianas e 6rgaos como coracao, pulmdes e vasos sanguineos, e a DP
através da secrecao de citocinas pro-inflamatorias via células imunes
adaptativas e inatas, responsaveis por promover a ostedlise (Li et al., 2018,

Patschan et al., 2020).
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A destruicao inflamatoéria do tecido conjuntivo e do osso circundante sao
caracteristicas tanto da AR quanto da DP, sendo a IL-6 principal indutora da
proteina C reativa, fibrinogénio e proteina amiloide, bem como outros fatores, que
contribuem para perpetuacgéo e gravidade de ambas as doencas(Ayravainen et
al, 2018).

A IL-6 esta associada a disfuncao de linfécitos T reguladores (Tregs), um
subconjunto de linfécitos T CD4 + com fungdes imunossupressoras contribuintes
para a persisténcia da tolerancia periférica, prevencdo da autoimunidade e
limitacao da inflamacao crénica. O desequilibrio entre a reabsorgéo e a formacgao
O0ssea depende da relagcao antagbnica entre as células lideradas pela atividade
de linfécitos T auxiliares do tipo (TH17) que saocélulas ndo supressoras do
processo inflamatérios e células reguladoras da inflamacdo como os Tregs. O
desequilibrio entre essas células pode causar uma regulacdo positiva do
ativador de receptores do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL) e outras
citocinas pré-inflamatérias, que promovem ainda maisperda 6ssea (Alvarez et
al., 2020).

Essa citocina possui um papel fundamental na cascata inflamatéria da DP,
por meio de algumas fungdes bioldgicas fundamentais, incluindo a estimulagéo
da proliferacao de linfocitos T, diferenciacao de linfocitos B, diferenciacao de pré-
osteoclastos em osteoclastos maduros causando umainibicao da osteogénese e
estimulacao da osteoclastogénese (Caldeira et al., 2021).

No inicio da resposta inflamatéria do tecido periodontal, humerosas
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-6 sdo produzidas e estdo associadas ao

estabelecimento e progressao da destruicdo periodontal, como mostra um
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estudo de Coorte realizado por Shaddox e colabores em 2011 com o objetivo de
avaliar as condi¢6es periodontais locais, perfis inflamatérios e niveis sistémicos
de LPS que observou niveis maiores de IL-6 em sitios doentes comparados com
sitios saudaveis, perpetuando o ciclo de inflamagédo e destruicdo periodontal
(Shaddox et al., 2011).

Num estudo realizado por Thunell et al (2010) com o objetivo de avaliar
quantitativamente o efeito da terapia periodontal nos niveis de citocinas e
guimiocinas, incluindo a IL-6 a partir de amostras do fluido gengival crevicular
obtidas de seis individuos com DP e puderam concluir que a terapia periodontal
diminuiu significativamente os niveis em locais doentes (Thunell et al., 2010).

A IL-6 também atua estimulando a producdo do GM-CSF que é uma
glicoproteina monomérica secretada por macrofagos, células T, mastocitos,
células assassinas naturais, células endoteliais e fibroblastos (Hamilton 2019),
e capaz de estimular a diferenciacao de osteoclastos quando estimulado pela IL-
6 como demonstra um estudo realizado por Gorny et al 2004.

O GM-CSF estimula as ceélulas-tronco a produzirem neutrofilos,
eosindfilos, baséfilos e mondcitos que saem da circulagdo e migram para o
tecido, amadurecem e se transformam em macréfagos podendo ter efeitos
profundos na gravidade e progressao de AR, esclerose multipla, e asma (Lam
et al 2015).

Além de possuir efeitos sobre as células maduras do sistema imunoldgico,
estes incluem, por exemplo, aumento da migracao de neutréfilos que causam
uma alteracdo dos receptores expressos na superficie das células, sendo
encontrado em niveis elevados nas articulagdes em AR (Hamilton 2019).Tem

sido associado ao desenvolvimento de mielopoiese anormal transitoria
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(TAM) em pacientes com SD, afetando cerca de 10% dos bebés, podendo
levar a mielodisplasia e leucemia aguda (Huggard et al., 2019).

No contexto da DP, o niveis de GM-CSF encontrados em pacientes com
DP foi de 83,3% em pacientes adultos com periodontite e 63,3% em pacientes
do grupo controle (Gamonal et al., 2003).

O que corrobora com um estudo realizado por Sakai et al (2006), com o
objetivo de detectar citocinas inflamatdrias e demonstraram que o GM-CSF esta
elevado em tecidos com DP quando comparado a tecidos saudaveis,
participando diretamente do processo de destruicdo dos tecidos por meio da
evolucdo do processo inflamatorio, assim como o estudo realizado por Lam et
al 2015, que induziu a DP em camundongos através de Porphyromonas
gingivalis e concluiu que os niveis de GM-CSF estavam elevados em tecidos
gengivais inflamados.

Uma revisdo sistematica realizada por Akram et al. (2016) mostra a
eficacia da terapia fotodindmica antimicrobiana ou laserterapia como um
complemento para raspagem e alisamento radicular na redugdo de citocinas
inflamatorias na DP, os autores observaram que houve uma reducaosignificativa
da GM-CSF em mais de 70% dos estudos incluidos na revisdo que mostraram

uma reducgao da degradacao do tecido ésseo (Akram et al., 2016).

3. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi determinar os niveis das citocinas IL-6 e CSF-GM
no fluido gengival crevicular de individuos com SD e individuos
cromossomicamente normais, ambos com DP em diferentes periodos do

tratamento periodontal ndo cirurgico.
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4. MATERIAL E METODO
4.1. Delineamento do estudo e sele¢cdo da casuistica

Foram selecionados para este estudo longitudinal um total de 40 individuos,
os quais foram divididos nos seguintes grupos com 20 individuos cada: Grupo 1-
SD com DP e Grupo 2- Nao-sindrémicos com DP (Controle).

Foram diagnosticados com DP aqueles pacientes com (Papapanou et al.,
2018; Tonetti et al. 2018):

1.0 NIC interdental detectavel em =2 dentes ndo adjacentes, ou

2. NIC 23 mm com bolsa = 3mm detectavel em =2 dentes.

Esse numero amostral foi estimado com base em estudo anterior (Tanaka
etal., 2010), com a finalidade de se obterem valores estatisticamente relevantes
para comprovar associagao clinica, microbiolégica e imunolégica com a DP, a
um valor de a = 0,05 e poder de 80% (Tonetti et al. 2018).

Os individuos com SD foram selecionados em Associacbes de Pais e
Amigos dos Excepcionais (APAEs) e os nao-sindrébmicos, nas Clinicas de
Periodontia e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr —
UNESP). Todos os individuos que foram selecionados para compor a casuistica
deste estudo tiveram seu historico médico e odontolégico avaliados. Foram
excluidos individuos com menos de 20 dentes na cavidade bucal, aqueles que
necessitarem de antibiotico terapia profilatica para realizacdo de procedimentos
odontoldgicos invasivos (ex: exodontia, gengivectomia), que fizeram uso de
antibidticos, antidepressivos, anticonvulsivantes, antiinflamatérios e/ou de

imunossupressores nos ultimos 3 meses, com historia
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de tratamento periodontal nos ultimos 6 meses, com alteracdo sistémica ou
alguma doenca infecciosa, fumantes e aqueles com SD do tipo mosaico.

Apos explicar de maneira acessivel, os objetivos da pesquisa aos individuos
selecionados e seus responsaveis, estes foram convidados a assinar o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica em
Humanos da FOAr (numero do protocolo 62/11) (ANEXO 1).

4.2. Exame Clinico Periodontal

Os participantes desta pesquisa foram submetidos a um exame
periodontal realizado por meio de secagem prévia da regiao com jato de ar, e uso
de uma sonda periodontal milimetrada tipo Williams, espelho plano e pinca
clinica, devidamente esterilizados. Este exame foi realizado por um unico
examinador treinado e previamente calibrado e consistiu das seguintes
avaliagdes:

 Indice de placa visivel (IPV) (Ainamo, Bay, 1975).

e Profundidade de sondagem (PS) (Mombelli, Lang, 1994).

e Sangramento a sondagem (SS) (Ainamo, Bay, 1975).

e Nivel de insercdo (NI) (Mombelli, Lang, 1994).

As analises foram realizadas em 6 sitios por dente: disto-vestibular,
vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual, lingual e mesio-lingual e os dados
obtidos foram anotados em ficha especifica.

4.3. Tratamento periodontal ndo-cirargico

Todos os individuos participantes do estudo receberam tratamento
periodontal basico (raspagem, alisamento e polimento supragengival), que foi

realizado por um unico cirurgido-dentista especialista em Periodontia, e
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receberam orientacdo de higiene bucal, sendo esta reforcada a cada consulta.
Posteriormente a raspagem supragengival e contando com a colaboragao
quanto a higienizacao bucal, foram realizados a raspagem e alisamento radicular
subgengival. Apos o término do tratamento periodontal, a orientagdo de higiene
bucal foi reforgada nas consultas de manutencédo que foram agendadas a cada
15 dias, até totalizar 90 dias. Nos acompanhamentos de 45e 90 dias, foi
realizada nova coleta de fluido gengival crevicular nos mesmos sitios

determinados para a coleta inicial, e foi repetido o exame periodontal.
4.4, Coleta de Fluido Gengival para Analise Imunoldgica

Para evitar interferéncias devido a sondagem, as coletas do fluido gengival
foram realizadas uma semana apds o exame clinico periodontal. Estascoletas
foram feitas pelo mesmo pesquisador com a finalidade de diminuir possiveis

variagdes no método.

Para a coleta, para ambos os grupos (individuos com SD e nao
sindrébmicos), foram selecionados 3 sitios doentes com profundidade de
sondagem maior ou igual a 4 mm e perda de inser¢ao maior ou igual a 3 mm; e
3 sitios sadios com profundidade de sondagem menor que 3 mm e com auséncia
de perda de inser¢do, em dentes diferentes, ndo-adjacentes.Previamente a
coleta, foi removido o biofilme supragengival com gaze esterilizada, a regido sera
isolada com rolos de algodao, e, cuidadosamente seca com suaves jatos de ar.

O fluido gengival foi coletado com o auxilio de um filtro especial (Periopaper
- ProFlow Inc., Amityville, NY, USA) que foi introduzido em cada sitio selecionado
permanecendo durante 1 minuto. Posteriormente, o volumede fluido coletado

de cada sitio foi quantificado utilizando-se um equipamento
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especifico para esta metodologia (Periotron 8000 - ProFlow Inc., Amityville, NY,
USA). Como meio de transporte do fluido coletado, foi utilizado 100 pL de uma
solucdo a base de PBS (solucao salina fosfatada tamponada) associada a um
coquetel de inibidores de proteases para a manutengcdo da viabilidade das
substéancias. Os tubos foram conservados a uma temperatura de -80°C para
posterior analise.

No caso de a amostra estar contaminada com sangue esta foi descartada,
0 sangramento do sulco foi controlado por irrigagdo com solucao fisiologica e
nova coleta foi realizada ap6s 10 minutos.
4.5. Anélise Imunolégica

As amostras de fluido gengival foram utilizadas para avaliacédo da

quantidade das proteinas IL-6 e o GM-CSF. As concentragdes foram medidas
utilizando os kits de Elisa para IL-6 e GM-CSF, seguindo o protocolo do
fabricante (Human IL-6 Elisa Kit ab100572 e Human CSF-GM Elisa Kit (CSF2)
ab174448).

A quantidade total de citocinas foi expressa em pg e a concentragdo em

pg/ml.

5. Anélise Estatistica:

As condi¢cdbes de homogeneidade de varidncias e normalidade dos
residuos, antes e apos o tratamento foram confirmadas pelos testes de Levene
e Shapiro-Wilk, respectivamente. O programa utilizado para as analises osdados
foi o GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os dados
demograficos e clinicos, e o volume do fluido gengival crevicular tiveram uma

distribuicdo normal. Para as citocinas, quando necessario, os dados foram
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transformados em logaritmos decimais para a normalizagdo. Além disso, uma
correcao dos graus de liberdade foi aplicada quando ocorreu heterogeneidade
de variancias com normalidade dos residuos. Assim, para a variavel género foi
utilizado o teste Qui-quadrado e, para os dados clinicos, volume do fluidogengival
e dosagens de citocinas foi utilizado o teste-t de Student para analisar as
diferencas entre os grupos, e o teste-t de Student para dados pareados para
analisar os diferentes periodos em ambos os grupos. Quando os dados clinicos
foram separados de acordo com a condi¢cdo dos sitios (sadios e doentes), a
normalidade ndo pode ser provada mesmo com a transformacao logaritmica.
Neste caso, adotou-se o teste U de Mann-Whitney para a comparagao entre os
dois grupos antes e apds o tratamento e o teste de Wilcoxon para dados
pareados para avaliar o efeito do tratamento sobre cada grupo. Para estudar a
correlagao da concentracado de cada citocina com a condicao dos sitios (sadios
e doentes) foram empregados os coeficientes de correlacao de Pearson. O nivel

de significancia adotado foi de 0,05.

6. Resultados

Os momentos avaliados para ambos o0s grupos foram antes,
acompanhamento de 45 dias e 90 dias apds o tratamento periodontal.
6.1. Caracteristicas demogréaficas e Parametros clinicos

As caracteristicas demograficas e os dados clinicos estdo presentes na
Tabela 1 e Figura 1. O grupo Controle apresentou uma idade média maior do que
o grupo SD (p=0,001). Em relagdo ao género, ndo foi observada diferenga
estatistica entre os grupos. Para profundidade de sondagem (PS) nao foi

observada diferenca estatistica entre os grupos nos momentos antes e 45 dias
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apos o tratamento periodontal. Porém, houve uma reducéo da PS no grupo SD
e controle 45 dias apds do tratamento (p=0.0012 e p=0,001, respectivamente) e
se manteve 90 dias apos o tratamento. O nivel de inser¢cao (NI) também n&o
mostrou diferenca estatistica entre os grupos, mas houve diferenca estatistica
entre os periodos (antes x 45 dias) tanto para o grupo SD quanto para o Controle
(p=0,0084 e p=0,0007, respectivamente) e se manteve apds 90 dias apds o
tratamento. O indice de placa visivel foi maior para o grupo SD, tanto no inicio
como 45 dias apos o tratamento p<0,0001 e p=0,0158, respectivamente) mesmo
no periodo de 90 dias apds e, para ambos 0s grupos, o tratamento determinou
uma reducgdo significativa deste (p<0,0001). Para a variavel sangramento
marginal, as analises demonstraram efeito significativo do periodo de avaliagédo
(antes x 45 dias), sugerindo que o tratamento diminuiu as médias dos dois grupos
(SD e controle; p<0,0001 e p=0,0004, respectivamente) e se manteve menor 90
dias apos o tratamento. Apds otratamento, néo foi observado nenhuma diferenca
estatistica em ambos os grupos. Para o sangramento a sondagem nao houve
diferenca estatistica entre os dois grupos, porém 45 dias ap6s o tratamento
determinou reducdo deste, tanto no grupo SD quanto no grupo Controle
(p<0,0001 e p=0,0002,respectivamente) e se manteve menor 90 dias apds o

tratamento.

Tabela 1. Caracteristicas Demograficas (+DP) dos grupos estudados

Caracteristicas Grupos
(Média +DP) Sindrome de Down Controle
Valor de p*
n=20 n=10
Idade

(anos) (+) 31,91 (¢5,85)B  41,25(+6,17)A 0,001
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indicam diferencgas estatisticamente significantes.

valor de p* = Teste-t ndo pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e
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Figura 1. Parametros clinicos dos grupos estudados.

PS: Profundidade de sondagem; NI: Nivel de insercdo; IPV: indice de placa
visivel; SM: Sangramento marginal e SS: Sangramento a sondagem.

Teste-t ndo pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle e
Teste-t pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle em
diferentes periodos.

*p<0.05

6.2. Avaliacdo dos sitios selecionados nos diferentes periodos

Os parametros clinicos (PS, Nl e SS) dos sitios coletados foram similares
nos grupos SD e Controle tanto para os sitios doentes como para os sadios nos
periodos antes e 45 dias apds o tratamento (teste de Mann- Whitney, p>0,05;
Tabela 2 e Figura 2). Nos sitios doentes, o tratamento periodontal n&o cirurgico
resultou numa diminuicdo significante nos parédmetros clinicos analisados em
ambos os grupos (SD e Controle) (teste de Wilcoxon, p<0,05, Tabela 2 e Figura
2) e a reducao se manteve 90 dias apdés o tratamento. Para os sitios sadios,
antes e 45 dias apos o tratamento, nao houve diferenca estatistica para ambos
0s grupos e se manteve 90 dias apos o tratamento. Assim, observamos que o

tratamento foi eficiente nos sitios
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doentes e manteve a saude periodontal nos sitios sadios, em ambos 0s grupos
SD e controle.

Tabela 2 - Sangramento a sondagem (porcentagem) em ambos os grupos com
DP (antes e depois do tratamento) dos sitios coletados.

Grupos
Parametros Clinicos Sindrome valor de p*
Controle
de Down

@ SS (%)
S Antes 89Aa 75Aa NS
3 45 dias 9,52Ab  12,5Ab NS
& 90dias* 11Ab 15Ab NS
n valor de p** <0,0001 <0,0001
@ SS (%)
"CEU Antes 4,35Aa OAa NS
z 45 dias OAa OAa NS
i, 90 dias* 0Aa O0Aa NS
%) valor de p** NS NS

Letras diferentes (maiuscula na horizontal comparando entre os grupos e
minuscula na vertical comparando entre os tempos) indicam diferencas
estatisticamente significantes. teste de Mann-Whitney para avaliar diferenca
entre Sindrome de Down e Controle em cada periodo e teste de Wilcoxon test
para avaliar cada grupo em diferentes periodos.

NI sitiodoente

PS sitio doente 6

JE2 o J
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Figura 2. Profundidade de sondagem e nivel de inser¢cdo em ambos 0s grupos
com DP (antes e depois do tratamento) dos sitios coletados

Teste-t ndo pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle.
Teste-t pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle em
diferentes periodos.

6.3. Volume do Fluido gengival crevicular e as Concentragcfes das
citocinas estudadas
5.3.1. Sitios doentes: antes e depois do tratamento

Os individuos com SD possuiam um maior volume de fluido gengival e
maior concentracdo de citocinas (IL-6 e CSF-GM) em comparagdo com
individuos do grupo Controle antes do tratamento periodontal (p<0,05; Tabela 3
e Figura 3).

Apos o tratamento, todas as citocinas (IL-6 e CSF-GM) tiveram uma maior
quantidade no grupo sindrémico em relagcao ao grupo Controle (p<0,05). Porém,
o volume do fluido ndo apresentou diferenca nos grupos estudados.

No grupo SD, o volume do fluido e a citocinas CSF-GM apresentou uma
diminuicgao significante depois do tratamento (p<0,05).

Tabela 3 - Volume de fluido gengival crevicular (UL) e a concentragao decitocinas

(pg/mL) encontradas nos sitios doentes dos grupos estudados antes e
depois do tratamento

valor de

Sindrome Controle 0*

de Down




0,28 0,25
Antes  1021)Aa (20.15)Aa  \°
(2]
8 . 0,29 0,25
T Fluido 45dias (10 19)Aa (£0,17)Aa
% gengival 0.98 0.25
o crevicular(pL) : ; ;
= dias  ,021)Aa (0.16)Aa O
valor de p NS NS
0,95 0,65
Antes 1040)Aa (z038)Ba 0373
(0]
2 | . 0,70 0,53
§  Fluido a5dias 0 31Ab (+0,30)Aa
@ gengiv?l W) 0,78 0,56
o crevicular(n - , '
= dias  ,035)Ab (+0,31)Aa  °
valordep 0,0114 NS
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Letras diferentes (maiuscula na horizontal comparando entre os grupos e
minuscula na vertical comparando entre os tempos) indicam diferencas

estatisticamente significantes.
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Figura 3 - Concentracao de citocinas (pg/mL) encontradas nos sitios coletados
dos grupos estudados antes e depois do tratamento.

Teste-t ndo pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle e
Teste-t pareado para analisar os grupos Sindrome de Down e Controle em
diferentes periodos.

*p<0.05

5.3.2. Sitios sadios: antes e depois do tratamento

Nos sitios sadios, ndo foram encontradas diferencas nos volumes do fluido
e nem nas concentragdes da citocina CSF-GM em ambos os grupos. Somente a
citocina IL-6 apresentaram concentragcoes maiores nos grupos com SD em
comparagao com 0s grupos controle antes do tratamento (p<0,05;Tabela 3 e
Figura 3).

No grupo SD, o volume do fluido e as concentragées das proteinas nao
tiveram diferenca estatistica em ambos os periodos. Ja para o grupo Controle,
somente a citocina CSF-GM teve uma redugéo na concentragao destas proteinas
depois do tratamento (p<0,05). Para a citocina IL-6 podemos observar uma
correlagao positiva (r:0,89) nos periodos estudados (Tabela 4).

5.3.3. Sindrome de Down: sitios doentes x sitios sadios nos periodos antes e
45 dias apés o tratamento

Antes do tratamento, o volume do fluido e a citocina CSF-GM tem uma

maior concentracdo nos sitios doentes em comparacao com os sitios sadios
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(p<0,05; Tabela 3 e Figura3). Na IL-6 foi observada uma correlagdo positiva
(r:0,45) entre ambos os sitios antes do tratamento (Tabela 4). Depois do
tratamento, o volume do fluido e as citocinas IL-6 e CSF-GM tiveram uma maior

concentragdo em sitios doentes, (Tabela 3 e 4).

5.3.4. Controle: sitios doentes x sitios sadios nos periodos antes e 45 dias apos
o0 tratamento

Antes do tratamento, o volume do fluido tem maior quantidade nos sitios
doentes em comparagao com os sitios sadios. Correlacao positiva foiencontrada
para a citocina CSF-GM (r:0,96; Tabela 4) entre ambos os sitios apds 45 dias do

tratamento, mas essa correlagao nao é significativaestatisticamente.
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Tabela 4 — Coeficiente de correlacao (valor de p) comparacgdes das quantidades das citocinas transformadas em log10 entre os sitios
doentes e saudaveis dos grupos estudados, nos periodos de antes e 45 dias apds o tratamento periodontal.

Controle

Sindrome de Down
doente Sadio antes 45dias doente Sadio antes 45dias
Citocinas antes x antes x doente x  doente x antes x antes x doente x  doente x
45dias 45dias sadio sadio 45dias 45dias sadio sadio
IL-6 0,29 0,20 0,45 0,39 0,32 0,89 0,44 0,48
(0,19) (0,42) (0,03) (0,10) (0,44) (0,04) (0,24) (0,41)
CSF-GM 0,16 0,06 -0,11 0,44 -0,59 0,82 -0,31 0,96
(0,52) (0,82) (0,64) (0,09) (0,60) (0,18) (0,55) (0,17)

Concentracao das citocinas transformadas em log10. Distribuicdo normal para todas as citocinas, assim foi aplicada a correlagao
de Person (p<0,05). Em negrito, estdo os valores estatisticamente significante. *dados de antes e 45 dias ap6s o tratamento

periodontal.
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7. Discusséao

Diversas evidéncias mostram que o aumento da prevaléncia e gravidade
da DP em individuos com SD pode ser atribuido a resposta deficiente dosistema
imune frente ao processo inflamatorio como a disfuncao de neutroéfilos, disfuncao
de linfécitos T, mediadores inflamatérios, reducao do fluxo salivar e capacidade
quimiotatica reduzida (Ferreira et al., 2016, Caton et al., 2018, Papapanou et al.,
2018, Habibe et al., 2020).

Precursores vindos da medula 6ssea se diferenciam no timo em células
T que migram para periferia, circulam nos 6rgaos linfoides secundarios, e fazem
o reconhecimento de antigenos através de células apresentadoras de antigenos.
A partir desse processo essas células se diferenciam em células TCD4+, sendo
sua funcéo auxiliar (T helper) e podem se diferenciarem Th1, Th2, Th17 ou ainda
outros subtipos, cada um deles secretor de um conjunto particular de citocinas
(Cutress et al., 1971).

Neste estudo, as citocinas produzidas pelas células Th1 (IL-6 e CSF- GM)
estdo em maior quantidade nos sitios doentes de individuos com SD com DP em
comparagao com o grupo Controle, antes e apos o tratamento periodontal ndo
cirurgico. Eventualmente, o desbalanco desses mediadores inflamatorios
possam levar a uma maior severidade da DP nesses individuos com SD.

No sangue de individuos com SD foi encontrada em menores
concentracdées em comparagao com o grupo controle (Cetiner et al., 2010). No
entanto, na cultura de células e no fluido gengival foram observadas em maior
concentragao nos SD (Tsilingaridis G et al., 2012, Domeij H et al., 2002, Cetiner

et al., 2010, Jawzali JI., 2018) resultados que estdo de acordo com os
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observados neste estudo tanto para os sitios doentes e sadios, antes do
tratamento.

Segundo Offenbacher et al. (2010), Becerik et al. (2012), e Shimada et al.
(2013), para os individuos cromossomicamente normais, as concentracées de
IL-6 sdo baixas e as diferencas entre pacientes com periodontite e pacientes
periodontalmente saudaveis sao bastante discretas. Porém, Johnson et al.
(2004) observaram que as concentragdes aumentavam de forma gradual de
acordo com o aumento da profundidade de sondagem em sitios doentes de
pacientes com periodontite, sugerindo que esta citocina pode estar colaborando
no processo de reabsorcdo 6ssea. A IL-6 parece estar envolvida com as fases
iniciais da DP, ela atua intensificando a inflamacao e fibroblastos gengivais
obtidos de tecidos com periodontite sdo mais responsivos ao LPS da
P. gingivalis do que fibroblastos de tecidos saudaveis, secretando niveis
elevados de IL-6 quando expostos por menos tempo e em menor dose (Kang
et al., 2016).

N&o foi encontrado na literatura nenhum estudo avaliando a citocina CSF-
GM no fluido gengival de individuos com SD com DP. Em individuos
cromossomicamente normais, a concentragdo desta citocina n&o teve diferenca
antes e depois do tratamento periodontal em pacientes com periodontite cronica
(Thunell et al.,, 2010). No entanto, outros estudos relataram diferencas
significativas em niveis de citocinas entre locais saudaveis e doentes, com a
maioria dos niveis mais elevados de citocinas em locais doentes (Sakai et al.,
2006, Akram et al., 2016). No presente estudo a concentragcdo dessa citocina
foi maior em pacientes SD do que nos nao sindrémicos apenas em sitiosdoentes

e, houve uma reducao significativa apos o tratamento.



8. Concluséo

As citocinas analisadas podem-se sugerir que nos individuos com SD, o
sistema imune ndo é competente na funcédo e na producao destes mediadores
inflamatoérios. Notavelmente, podemos observar uma maior quantidade de
citocinas IL-6 e CSF-GM no fluido gengival desses individuos em comparacgao
com os do grupo controle. Apds o tratamento periodontal, embora houvesse
melhora nos parametros clinicos e redugdo na concentragdo de ambas as
citocinas, elas ainda permaneceram em altas concentragdes nos sitios doentes
dos individuos com SD, o que pode demonstrar que eles apresentam uma
resposta muito mais intensa frente ao processo inflamatério, explicando em

parte, a alta prevaléncia e severidade da DP em pacientes com SD.
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