ATUALIZACAO

Uma visao atual do fluido gengival crevicular como
método de diagnostico periodontal

An actual view of gingival crevicular fluid as

a periodontal diagnosis method

Priscilla Campanatti CHIBEBE'
Mariana TERRERI'

Lucilene Hernandes RICARDO'
Débora PALLOS'

RESUMO

Os novos testes de diagnostico para doenca periodontal tém como objetivo estudar
a resposta inflamatéria do hospedeiro por meio do fluido gengival crevicular. Ele é
uma complexa mistura de substancias derivadas de soro sanguineo, leucécitos, células
estruturais do periodonto e microrganismos bucais. Mesmo quando ha saude
gengival, este é um fluido transudato que escoa do sulco gengival, presumivelmente
como um fator mecanico que minimiza o acimulo de microrganismos, sugerindo
um sistema de filtragem passiva do tecido gengival intacto. A coleta e a anélise de
amostras de fluido gengival crevicular provém de um acesso ndo invasivo ao estado
patofisiolégico do periodonto de um sitio especifico. Investigacdes tém proposto o
potencial de utilizar anticorpos ou mediadores de inflamacao presentes no fluido
gengival crevicular como adjunto no diagnoéstico de periodontites, na definicdo do
mecanismo da doenca. Os métodos de coleta podem ser, de maneira geral, divididos
em técnicas intra ou extrassulculares. A taxa do fluxo do fluido gengival crevicular
varia entre os individuos sauddveis, portadores de gengivite ou entre diferentes
estagios de periodontite. Portanto, o objetivo deste artigo é de descrever as formas
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de coleta do fluido gengival e sua importancia no processo inflamatério, propor-
cionando uma analise preditiva mais sensivel, que podera auxiliar na elaboracao
do diagnoéstico e progndéstico da doenca periodontal.

Termos de indexacdo: Diagnostico. Doencas periodontais. Fluido de sulco
gengiva.

ABSTRACT

The aim of the latest diagnostic tools for periodontal disease is to study the host
inflammatory response through the gingival crevicular fluid. This fluid is a complex
mixture of substances deriving from blood serum, leucocytes, periodontal
structural cells and buccal microorganisms. Even when the gums are healthy, this
is a transuding fluid which flows from the gingival sulcus, probably as a mechanical
factor minimizing the buildup of microorganisms, suggesting a passive filtering
system for the undamaged gingival tissue. The extraction and the analysis of
samples of gingival crevicular fluid are performed via a non-invasive access to the
pathophysiological status of a specific periodontal site. Some studies have
proposed the use of gingival crevicular fluid antibodies or inflammatory mediators
as a potential adjunct to periodontal diagnosis in the definition of the disease’s
mechanism. The extraction methods may, in general, be divided into intra- and
extra-sulcal techniques. The rate of flow of the gingival crevicular fluid varies
between individuals who are healthy, those with gingivitis or between different
stages of periodontitis. So, the aim of this study is to describe the different ways
of collecting gingival fluid and its importance in the inflammatory process; these
procedures can offer a more sensitive, predictive analysis, helping with the
diagnosis and prognosis of periodontal disease.

Indexing terms: Diagnosis. Periodontal disease. Gingival crevicular fluid.

INTRODUCAO

Um dos grandes desafios na periodontia é
encontrar um teste de diagnostico precoce que facilite
o diagndstico e prevencao das doencas periodontais.
A determinacdo de marcadores da atividade da
doenca (teste de diagndstico) ou da predicao pela
doenca (teste de progndstico) tem sido, atualmente,
foco de vérios estudos. Por muitos anos, o diagnéstico
das doencas periodontais foi baseado nos métodos
clinicos e radiogréficos'. A maioria dos novos testes
de diagnostico para doenca periodontal tem o obje-
tivo de estudar a resposta inflamatdéria do hospedeiro
utilizando o fluido gengival crevicular (FGC). Desta
maneira, métodos imunolégicos e biolégicos podem
identificar mediadores liberados na infeccao
periodontal?.

O FGC é o resultado da interacdo entre o
biofilme bacteriano aderido a superficie do dente e

as células do tecido periodontal®. E uma complexa
mistura de substancias derivadas do soro sanguineo,
leucdcitos, células estruturais do periodonto e micror-
ganismos bucais. Estas substancias detém um grande
potencial para servir como indicadores de doenca
periodontal e cicatrizacdo pos-terapia“.

A coleta e a andlise de amostras de FGC cons-
tituem uma medida ndo invasiva de acesso ao estado
patofisioldgico do periodonto de um sitio especifico’.
E a andlise bioquimica indicadora da avaliacdo do
metabolismo celular local que reflete um estado de
saude periodontal, antecipando o risco de adquirir a
doenca e determinando a sua progressao?. Como
resposta a um determinante critico para a patogénese
da doenca periodontal, a medida dos niveis de me-
diadores inflamatérios no FGC tem sido usada para
avaliacdo do risco de doenca periodontal. Este risco
é maior quando mais baseado no individuo que em
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sitios especificos®. Varias investigacoes tém proposto
o potencial de utilizar anticorpos ou mediadores locais
do FGC como adjunto no diagnéstico de periodon-
tites e na definicdo do mecanismo da doenca*®.

Os niveis de componentes do FGC (fosfatase
alcalina, B-glucoronidase, aspartato aminotrans-
-ferase, prostaglandinas, imunoglobulinas G4, inter-
leucina-1) estao correlacionados especificamente as
mensuracoes clinicas atuais da progressdo da doenca
periodontal. Outros, particularmente as enzimas,
podem indicar alteracoes teciduais ndo prontamente
discerniveis por parametros clinicos convencionais.
Por exemplo, as glicosaminoglicanas tém sido de-
tectadas em amostras de FGC de sitios ao redor de
dentes afetados por condicdes como: gengivite
cronica, periodontite crénica e periodontite avan-
cada'o',

As alteracoes da composicao do FGC, durante
a movimentacao dentaria ortoddntica e ortopédica,
também tém sido estudadas com o objetivo de moni-
torar a expressao destas substancias biologicamente
ativas. Esses niveis de mediadores no FGC poderiam
ser usados como parametros de referéncia da efi-
ciéncia da movimentacdo ortodéntica no futuro''4.

Os estudos que utilizam a analise do fluido
gengival como ferramenta de avaliacdo do meta-
bolismo tecidual de tecidos periodontais saudaveis e
doentes e expostos a diferentes fatores modificadores
destas condi¢bes tém ganhado importancia, pois este
método de andlise representa um diagndéstico nao
somente da alteracdo instalada, como também apre-
senta valor preditivo quando consegue identificar a
condicao de risco para determinada doenca'.

Métodos de coleta de amostras de FGC

Varios métodos foram desenvolvidos para
coletar o fluido gengival crevicular. Entre eles, po-
dem-se destacar:

a) Método de lavagem gengival: o sulco
gengival é irrigado com uma solucao isotdnica
(solucdo de Hank’s) e o fluido coletado representa

uma diluicao do fluido sulcular contendo células e
constituintes soltveis'®,

b) Por meio de tubulos microcapilares ou
micropipetas: apo6s o isolamento e secagem do sitio
selecionado, tubulos capilares de diametros conhe-
cidos sdo inseridos na entrada do sulco gengival; com
este método é possivel calcular o volume coletado;

) Utilizacdo de tiras de papel filtro: técnica
rapida, facil de usar, atraumatica e que pode ser
aplicada em sitios individualizados. As tiras podem
ser inseridas no sulco gengival ou bolsa periodontal.
A coleta das amostras pode ser por um periodo de
tempo especifico ou indeterminado. Utiliza-se nor-
malmente um periopaper especifico para esta
técnica®™.

Método para estimar o volume de FGC

A quantidade de FGC coletada na tira de pa-
pel filtro pode ser calculada pela distancia que o
fluido migrou na tira. Esta é geralmente obtida como
uma simples medida linear, mas um valor mais preciso
pode ser obtido pelo célculo da area umedecida da
tira de papel filtro da amostra de FGC. Maior precisdo
ainda pode ser alcancada corando-se a tira com nini-
drina, o que produz uma cor purpura na area onde o
FGC foi acumulado.

A introducdo de uma mensuracao eletronica
por meio do Periotron A permitiu uma determinacao
precisa do volume do FGC e forneceu a possibilidade
de investigacao laboratorial subsequente da compo-
sicao da amostra. O equipamento mede o efeito da
tira de papel filtro umedecida no fluxo da corrente
elétrica. Trés modelos de Periotron A foram produ-
zidos (600, 6000 e 8000), e todos tém apresentado
eficiéncia na mensuracao do volume do fluido cole-
tado nas tiras de papel filtro (periopaper). O Periotron
8000 (Ora Flow Inc., Amityville, NY, USA) quantifica
o volume do FGC ou saliva coletada com tiras de
papel filtro e, utilizando um programa de computador,
converte os dados introduzidos para a unidade de
volume'.
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Problemas com a coleta de FGC e
interpretacao de dados

Alguns aspectos operacionais e técnicos
podem interferir na adequada obtencao de amostras
do fluido FGC. O conhecimento e controle destes
aspectos asseguram que os resultados observados
possam de fato refletir a condicdo tecidual inves-
tigada. Podem-se relacionar alguns dos principais
aspectos a serem controlados:

1) Tempo de coleta: os trabalhos mais antigos
sobre o Periotron sugerem que as tiras de papel filtro
devem permanecer no local por cinco segundos. O
problema com o tempo de coleta prolongado é que
a natureza das amostras de fluido pode se alterar,
principalmente na concentracao de proteinas’;

2) Contaminacao: as maiores fontes de conta-
minacdo das amostras de FGC sao sangue, saliva e
placa/biofilme dental. Normalmente os estudos pre-
conizam descartar as tiras contaminadas por sangue
guando o proposito for analisar alguma citocina®';

3) Determinacdo do volume: a evaporacao é
amplamente considerada um problema técnico que
pode interferir nas amostras de FGC in vivo e no
processo de quantificacdo do volume, e atua como
uma fonte de erros volumétricos, principalmente para
pequenos volumes de FGC®'4,

4) Recuperacdo do FGC: apds a coleta da
amostra do FGC e a determinacdo do seu volume, o
estudo da composicao do FGC faz-se apds sua recu-
peracdo da tira de papel pela técnica de eluicao' 1318,

Fluxo do FGC e condicao clinica

Sulcos rasos de individuos saudaveis tém taxa
de fluxo do FGC de 3-8 mL/h. Bolsas com doenca
periodontal intermediaria tém taxa de fluxo do FGC
de aproximadamente 20mL/hora. O fluxo de FGC
em sitio com doenca periodontal avancada possui
taxas tao altas quanto 137ml/hora. As evidéncias
de estudos de gengivite experimental mostram que
o fluxo de FGC pode aumentar drasticamente sem

que ocorram outras mudancas clinicas. Todavia,
guando se torna necessario focar o tratamento do
problema dentério individual, mensuracoes de fluxo
do FGC podem prover beneficio adicional no estabe-
lecimento do diagnéstico e no monitoramento da
resposta a terapia®'*2'.

A leitura do Periotron de 80 a 200 unidades
era supostamente associada a “sintomas invisiveis”
de inflamacao difundida. Em contraste, sitios designa-
dos clinicamente como saudaveis podem render volu-
mes tdo grandes quanto 0,7 1ul (aproximadamente
120 unidades de Periotron), considerando que alguns
sitios clinicamente inflamados podem render volumes
menores que 1,0ul (@aproximadamente 20 unidades
de Periotron). A associacao entre o volume ou taxa
de fluxo do FGC e a profundidade da bolsa tem sido
de dificil interpretacao’. O volume e a taxa de fluxo
do FGC sao indicadores de mudanca na permeabi-
lidade vascular, que ocorre em estagios iniciais da
inflamacdo. As medidas clinicas padrdo usadas para
avaliar inflamacdo podem, entao, ser menos sensi-
veis que a relacdo das medidas obtidas pela deter-
minacao do volume e taxa de fluxo do FGC3°%°,

Mediadores inflamatérios do FGC como
indicadores de risco para doenca
periodontal

Um consideravel nimero de bactérias e pro-
dutos derivados do hospedeiro encontrados no FGC
tem sido associado ao inicio e progressao da doenca
periodontal. Os agentes derivados do hospedeiro
incluem componentes associados a reacao infla-
matdria, tais como o sistema complemento, citocinas,
enzimas e produtos de quebra tecidual. No processo
inflamatdrio, os lipopolissacarideos na circulacdo
podem induzir a todos os sintomas de choque séptico,
incluindo febre, colapso vascular e morte®®.
Localmente, estimulam mondcitos a liberar me-
diadores inflamatdrios, como prostaglandina E,,
interleucina-1, 6 e 8, tromboxana B, fator de necrose
tumoral e colagenase, que aumentam a destruicao
local dos elementos estruturais do tecido conjuntivo.
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No entanto, os niveis de mondcitos mediadores infla-
matorios (incluindo prostaglandina E,, interleucina-1
e fator de necrose tumoral) no FGC sdo marcadores
ideais para determinar a atividade da doenca pe-
riodontal em um sitio?7:19-21:22,

Os neutrofilos constituem a maioria dos leuco-
citos do sulco, sem considerar o estagio de destruicao
periodontal. Niveis elevados de elastase, b-glucu-
ronidase e leucotrieno B, no FGC podem refletir um
episddio agudo na destruicao localizada do tecido*?3.
Em geral, o FGC contém aproximadamente 95% de
leucdcitos polimorfonucleares, 2-3% de mondcitos
e 1-2% de linfécitos?”. Beklen et al. 24, em 2006,
observaram que estas células estdo associadas tanto
a formacado de catepsina G e elastase quanto a
metaloproteinase da matriz extracelular MMP-8 e
MMP-9. Estas enzimas, associadas a MMP-3 produ-
zida por fibroblastos e ativadas no FGC, participam
da cascata de ativacdo das MMPs, potencializando
a degradacéo do tecido conjuntivo do periodonto
inflamado.

Proteases bacterianas sdo liberadas no sulco
gengival ou na bolsa periodontal e podem ser de-
tectadas no FGC coletado com tiras de papel filtro.
As proteases bacterianas dipeptidilpeptidase e
arg-gingipain identificadas no FGC ja foram significati-
vamente correlacionadas aos indices clinicos da
gravidade da doenca**°.

Os componentes teciduais mineralizados e
outros marcadores do turnover 6sseo também podem
ser quantificados. Sao eles: glicosaminoglicanas,
como a condroitina-sulfatase; proteoglicanas, como
a heparina-sulfatase; acido hialurénico; osteocalcina;
anéis pirodinolicios; prostaglandinas e demais produ-
tos do acido araquiddnico; interleucinas; fator de
crescimento transformante 3 1; fator de necrose tumo-
ral o, B2-microglobulina; colagenases intersticiais;
B-glucoronidase; fosfatase acida e alcalina. Todos
esses componentes podem ser identificados na ana-
lise do FGC coletado e correlacionados ao estagio
da doenca periodontal e sua resposta inflamatéria’.

A anélise do FGC em individuos fumantes foi
0 objetivo de Morozumi et al., no estudo que desen-

volveram em 2004, no qual observaram que o volu-
me do FGC era significativamente menor em indivi-
duos fumantes e que, apds uma semana de inter-
rupcao do fumo, ja se apresentava significativamente
maior que no exame inicial; apés duas semanas,
apresentava-se sem diferenca estatistica em relacao
aos individuos ndo fumantes?>.

A quantificacdo de TGF-1B no FGC em indivi-
duos fumantes e nao fumantes e portadores de pe-
riodontite crénica demonstrou que existia uma
interferéncia dependente da concentracdo desta
citocina em relacdo aos parametros clinicos obser-
vados no exame inicial e pés-tratamento. A identifi-
cacao do aumento de TGF-1B no FGC do individuo
fumante pode justificar a caracteristica fibrosa do
tecido gengival e a menor reducao de profundidade
de sondagem apds a terapia nestes individuos?. Ja
Alpagot et al.?’ observaram que sitios periodon-
tais com niveis elevados de TGF-1B em individuos
HIV+ estdo associados a maior risco de progressao
da doenca periodontal.

Ren et al.”® utilizaram a andlise de citocinas
no FGC para a identificacdo de diferentes concen-
tracbes destes componentes durante a movimen-
tacdo ortodontica em pacientes e observaram
aumento de IL-1B, IL-6 e TNF-o nos periodos iniciais
da movimentacao. Os valores equilibraram-se em
periodos tardios, e esses achados justificam a ne-
cessidade de controle da inflamacdo periodontal
prévia a movimentacao ortoddntica?®. Estudos como
o de Engebretson et al.?°, em 2002, ja demonstravam
0 aumento da concentracao de IL-1B no FGC em
diferentes estagios de doenca periodontal, quando
comparados aos controles (sem doenca periodontal)
e mudancas no volume do fluido apds terapia, de-
monstrando, assim, que o tratamento reduz o proces-
so inflamatorio.

A guantificacdo da concentracao de fosfatase
alcalina contida no FGC de mulheres com e sem
deficiéncia de estrogénio, antes e apds o tratamento
periodontal, foi o objetivo do estudo de Daltaban et
al?°. Os autores observaram que, embora os niveis
de fosfatase alcalina sérica ndo apresentassem
diferenca entre os grupos, sitios com periodontite
em mulheres com deficiéncia de estrogénio apresen-
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tavam maior volume de FGC e maior concentracao
de fosfatase alcalina antes da terapia periodontal.
Foi observada, nesta ocasido, uma associacao positiva
entre este aumento e a maior profundidade de sonda-
gem. Apds a terapia, nao foram observadas dife-
rencas entre os grupos. Esses achados levaram a
conclusao de que o aumento dos niveis de fosfatase
alcalina no FGC em mulheres com deficiéncia de
estrogénio e periodontite pode ser interpretado com
um indicador de risco para a ocorréncia de agrava-
mento da doenca periodontal®.

A anélise do FGC como referéncia da efetivi-
dade da terapia com a utilizacdo de doses subantimi-
crobiana de doxiciclina (DSD) foi a metodologia
adotada no estudo de Emingil et al.'. Neste estudo,
0s autores observaram que ocorria ndo somente a
diminuicdo do volume do FGC apos a terapia pe-
riodontal, mas também a diminuicdo na concen-
tracdo de indutores de metaloproteinases da matriz
extracelular em sitios periodontais de individuos trata-
dos com a medicacao sistémica associada a terapia
mecanica.

CONCLUSAO

A composicdo do fluido gengival parece uma
ferramenta diagndstica promissora como possivel
meio para a deteccdo de mudancas precoces que
podem indicar o inicio da doenca. O maior atrativo
do FGC como um marcador de diagnéstico é a natu-
reza sitio-especifica das amostras. Acredita-se que o
entendimento dos componentes do FGC, incluindo
os elementos celulares, pode ajudar a elucidar os
eventos iniciais da patogénese da doenca periodontal
e, assim, auxiliar no monitoramento da progressao
da doenca. Outro aspecto importante a ser consi-
derado na andlise do FGC é o valor preditivo que
esta ferramenta representa, permitindo identificar o
risco de alteracdo futura no sitio examinado. Esta
caracteristica possibilita a identificacdo de individuos
gue necessitem de acompanhamento mais frequente
e, portanto, maior possibilidade de prevencao do
inicio da doenca periodontal, o que levara a novos
paradigmas para a elaboracdo de tratamento efetivo
e de estratégias de prevencdo para esta doenca.
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