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RESUMO 

 

Atualmente, existem poucas evidências sobre o impacto da periodontite crônica (PC) 

associada à hiperglicemia e à exposição ao tabaco nos níveis circulantes de citocinas e no estado 

inflamatório sistêmico. Logo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto da PC e da PC 

associada ao diabetes melito tipo 2 (DM) e/ou ao hábito de fumar nas proporções séricas de 

citocinas pro- e anti-inflamatórias. As relações entre as citocinas em indivíduos com PC com e 

sem os fatores de risco também foram avaliadas. Cento e trinta indivíduos foram alocados em um 

dos seguintes grupos: controle (n=25) - não fumantes e não-diabéticos sem história de 

periodontite; PC (n=26) - não fumantes e não-diabéticos com PC; DMPC (n=30) - não fumantes 

com DM e PC, FPC (n=27) - fumantes não-diabéticos com CP e FDMPC (n=22) - fumantes com 

DM e CP. Os níveis séricos de dezoito citocinas (interleucina [IL]-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-

7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL -17, IL-21, IL-23, fator de crescimento transformador-β, 

interferon [INF]-γ, fator de necrose tumoral [TNF]-α, proteína inflamatória de macrófagos-1α e 

fator de estimulação de colônias de granulócitos e macrófagos [GM-CSF]) foram avaliados 

utilizando um imunoensaio multiplex. Seis proporções entre citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias foram significativamente maiores no grupo PC quando comparado ao grupo 

controle (p <0,05). Onze, dezessete e nove proporções entre citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias foram significativamente maiores nos grupos DMPC, FCP e FDMPC comparado ao 

grupo controle (p <0,05). Quando comparado ao grupo PC, o grupo FPC apresentou níveis 

séricos mais elevados de TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-5, IL-17/IL-13 e IL-6/IL-13 (p <0,05). A análise 

de cluster revelou um cluster relevante composto por dez citocinas (IL-17, IL-23, IFN-γ, IL-12, 

IL-1β, IL-2, IL-21, IL-6, IL-4 e GM-CSF) no soro de indivíduos do grupo DMPC. Em conclusão, 

as razões entre as citocinas pró- e anti-inflamatórias está alterado no soro de pacientes com PC, e 

ainda mais em pacientes com PC associada à um ou à ambos fatores de risco, favorecendo um 

estado pró-inflamatório. As relações entre as citocinas séricas foram influenciadas de forma 

diferente pela PC apenas e pela PC associada ao DM e/ou ao tabagismo. 

 

Palavras-chave: periodontite crônica, diabetes, tabagismo, citocina, soro. 



 

ABSTRACT 

 

Currently, there is little evidence on the impact of chronic periodontitis (CP) combined 

with hyperglycemia and tobacco exposure on circulating levels of cytokines and systemic 

inflammatory state. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the impact of CP 

and CP associated with type 2 diabetes mellitus (DM) and/or smoking the serum ratio of pro- and 

anti-inflammatory cytokines. Relationships among cytokines in subjects presenting CP with and 

without these risk factors were also evaluated. One hundred and thirty subjects were assigned into 

one of the following groups: control (n=25) - non-diabetic non-smokers with no history of 

periodontitis; CP (n=26)- non-diabetic non-smokers with CP; DMCP (n=30)- non-smokers with 

DM and CP, SCP (n=27)- non-diabetic smokers with CP and, SDMCP (n=22)- smokers with type 

2 DM and CP. Serum levels of eighteen cytokines (interleukin [IL]-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-

7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-21, IL-23, transforming growth factor-β, interferon [IFN]-

γ, tumor necrosis factor [TNF]-α, macrophage inflammatory protein-1α and granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor [GM-CSF]) were measured using a multiplex 

immunoassays. Six ratios of pro-inflammatory to anti-inflammatory cytokines were significantly 

higher in the CP than in the control group (p<0.05).  Eleven, seventeen and nine ratios of pro-

inflammatory to anti-inflammatory cytokines were significantly higher in the DMCP, SCP and 

SDMCP groups than in the control group (p<0.05). When compared to the CP group, the SCP 

group presented higher serum ratios of TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-5, IL-17/IL-13 and IL-6/IL-13 

(p<0.05). Cluster analysis revealed a relevant cluster composed of ten cytokines (IL-17, IL-23, 

IFN-γ, IL-12, IL-1β, IL-2, IL-21, IL-6, IL-4 and GM-CSF) in serum of subjects from the DMCP 

group. In conclusion, the ratios of pro- and anti-inflammatory cytokines shift to favor a pro-

inflammatory status in serum of patients with CP and even more when CP was associated with 

one or both risk factors. The relationships among serum cytokines were differently influenced by 

CP only and CP associated with DM and/or smoking. 

 

Key-words: chronic periodontitis, diabetes, smoking, cytokine, serum. 
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1. Introdução 

1.1. Periodontite  

A periodontite é uma condição inflamatória crônica iniciada por microrganismos 

patogênicos que colonizam os tecidos periodontais, levando ao comprometimento das estruturas 

de proteção e suporte do dente, incluindo o tecido gengival, osso, cemento e ligamento 

(SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994, SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005). Como 

consequência da destruição irreversível do tecido conjuntivo e do osso alveolar, surgem os 

principais sinais clínicos da periodontite que incluem inflamação gengival, bolsas profundas, 

perdas de inserção clínica e óssea, mobilidade, e, muitas vezes perda do elemento dental. Uma 

revisão sistemática, incluindo 72 estudos e dados de 291.170 indivíduos com mais 15 anos de 

idade de 37 países estimou que a prevalência global de periodontite severa em 2010 era de 

10,8%, afetando 743 milhões de pessoas em todo o mundo (KASSEBAUM et al., 2014).  

O atributo infeccioso da periodontite está relacionado à presença de uma microbiota que 

abriga centenas de espécies bacterianas que formam um ecossistema complexo e muito bem 

integrado conhecido como biofilme. Nos últimos anos estudos científicos utilizando diversas 

técnicas microbiológicas foram desenvolvidos para identificar os microrganismos presentes no 

biofilme subgengival. Atualmente, está bem estabelecido que as espécies que compõem os 

complexos laranja e vermelho descritos por Socransky et al., em 1998,  são os principais 

patógenos periodontais. O complexo vermelho é considerado o mais patogênico deles pois 

apresenta uma forte correlação positiva com os parâmetros clínicos de doença periodontal 

incluindo profundidade de sondagem, nível clínico de inserção e sangramento. O complexo 

laranja é composto pelas espécies Fusobacterium nucleatum ssp., Fusobacterium periodonticum, 

Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Eubacterium nodatum, 

Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis e Streptococcus 

constellatus. O complexo vermelho é formado por Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia e Treponema denticola (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994, SOCRANSKY & 

HAFFAJEE, 2005).  

Evidências científicas demonstram que a progressão da periodontite ocorre como resultado 

da resposta imune do hospedeiro às toxinas e fatores de virulência liberados pelos patógenos. A 

resposta do hospedeiro diante da agressão dos microrganismos estimula o recrutamento de 

células que participam ativamente do processo inflamatório e do sistema imunológico como os 
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neutrófilos polimorfonucleares, monócitos, linfócitos e plasmócitos. Essas células, juntamente 

com outras presentes no periodonto como células endoteliais, fibroblastos, osteoblastos, 

cementoblastos, osteócitos e osteoclastos produzem uma gama de  mediadores 

imunoinflamatórios como citocinas e enzimas proteolíticas, biomarcadores que desempenham 

papel crucial na patogênese da periodontite.   

 Estudos clínicos e mecanisticos têm demonstrados que fatores sistêmicos e 

comportamentais podem interferir nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra patógemos 

periodontais, alterando a susceptibilidade dos mesmos à instalação e progressão das doenças 

periodontais (MERCADO et al., 2003, CHOI et al., 2011). Dentre esses fatores, o DM e o 

tabagismo foram estabelecidos como verdadeiros fatores de risco para a periodontite, capazes de 

aumentar sobremaneira a prevalência, extensão e gravidade da mesma (LINDEN & 

MULLALLY, 1994, GROSSI et al., 1994, FIRATLI et al., 1996, HEITZ-MAYFIELD, 2005, 

VOUROS et al., 2009, GENCO et al., 2013). 

 

1.2. Diabetes Melito (DM) e as doenças periodontais  

DM consiste em um transtorno metabólico de múltiplas etiologias, caracterizado por 

hiperglicemia crônica resultante da falha na secreção e ação de insulina ou ambos, que gera 

distúrbios no metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteínas (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION - ADA, 2013). A Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou que, 

globalmente, 422 milhões de adultos com mais de 18 anos apresentavam DM em 2014. O 

número de pessoas com DM, definido por um índice de glicose no plasma em jejum ≥ a 7,0 

mmol/L ou em medicação para DM/glicemia, aumentou progressivamente nas últimas décadas, 

devido ao crescimento populacional, ao aumento da idade média da população e ao aumento na 

prevalência dos fatores de risco associados, como sobrepeso e obesidade. Especificamente, o 

número de pessoas com DM aumentou substancialmente entre 1980 e 2014, passando de 108 

milhões para 422 milhões, cerca de quatro vezes mais. Na próxima década, prevê-se que esse 

número aumente para 642 milhões de pessoas. A prevalência global de DM praticamente dobrou 

desde 1980, passando de 4,7% para 8,5% na população adulta. Tal aumento foi mais rápido nos 

países de baixa e média renda quando comparado aos países de alta renda (WHO, 2016). Em 

2012, o DM foi responsável por 1,5 milhões de óbitos, enquanto a alta glicemia causou 2,2 

milhões de mortes adicionais. Isso porque o DM causa diversas alterações macro e 
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microvasculares, que geram doenças como arteriosclerose, gangrena dos membros inferiores e 

complicações cerebrovasculares, retinopatias, neuropatias e nefropatias. Dentro desse contexto, a 

periodontite se destaca como a sexta complicação do DM.  

Atualmente o DM é classificado em dois tipos principais, DM tipo 1 e DM tipo 2. O DM 

tipo ocorre devido a produção insuficiente de insulina pelo pâncreas e atinge especialmente 

jovens. O DM tipo 2, por sua vez, acomete principalmente indivíduos com mais de 40 anos e, é 

ocasionado pela resistência à insulina,  uma condição em que as células não respondem à insulina 

de forma adequada. O mesmo é a forma mais comum da doença, representando 87-91% da carga 

total de DM, tanto em termos de prevalência quanto de incidência.  

Estudos em animais e clínicos, realizados por diferentes grupos de pesquisa, têm 

demonstrado claramente a interferência negativa do DM no curso das doenças periodontais, 

compilando fortes evidências de que o DM é um fator de risco para periodontite.  

Uma das primeiras evidências sobre a relação DM e as doenças periodontais foi 

demonstrada por Emrich et al., em 1991. De acordo com esse estudo realizado em índios Pima no 

Arizona, diabéticos tipo 2 apresentaram maior prevalência e gravidade de doença periodontal 

quando comparados à não-diabéticos, com um risco de ocorrência de destruição periodontal 

aproximadamente 3 vezes maior. Esses achados iniciais foram confirmados mais tarde por vários 

outros estudos clínicos que demonstraram que diabéticos possuíam maior perda de inserção, 

profundidade de sondagem (PS), perda óssea, número de bolsas com PS>4 mm e 6 mm, maiores 

níveis de sangramento à sondagem e acúmulo de placa, cálculo e mais perda dentária, quando 

comparados aos não-diabéticos (GROSSI et al., 1994, FIRATLI et al., 1996, TAYLOR et al., 

1998, CAMPUS et al., 2005, NOVAK et al., 2008,  KAUR et al., 2009). Corroborando esses 

estudos realizados nas décadas passadas, estudos mais recentes também demonstraram 

associação do DM com as doenças periodontais. Hong et al. (2016), analisando dados da 

Pesquisa Nacional de Saúde e Nutrição Coreana obtidos em 2012 de um total de 4 477 adultos (≥ 

30 anos), verificaram que a prevalência de periodontite foi significativamente maior em 

indivíduos com DM (43,7%) comparados aos sem DM (25%). Abduljabbar et al. (2017) 

demonstraram que os parâmetros inflamatórios periodontais e peri-implantares, incluindo índice 

de placa, profundidade de sondagem, sangramento à sondagem e mobilidade foram maiores em 

pacientes pré-diabéticos e diabéticos em comparação aos não-diabéticos.  
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1.3. Tabagismo e as doenças periodontais  

 Apesar das evidentes reduções na prevalência do consumo de tabaco nos últimos anos 

devido às campanhas anti-tabagismo, o tabagismo continua sendo uma das principais causas 

evitáveis de doenças e morte prematura em todo o mundo. O consumo de tabaco está associado a 

um amplo espectro de patologias como cânceres, doenças cardiovasculares, respiratórias e 

oculares, além de efeitos adversos na função reprodutiva feminina. A fumaça de cigarro é uma 

mistura complexa de milhares de componentes químicos que exercem efeitos negativos nas 

macromoléculas e nas vias bioquímicas, direta e indiretamente. Muitos desses compostos podem 

atuar como oxidantes, agentes pró-inflamatórios, agentes cancerígenos ou uma combinação 

destes (COLOMBO et al., 2014). A epidemia global de consumo de tabaco alcançou proporções 

pandêmicas nos últimos anos, com aproximadamente 1,3 bilhão de usuários e 6 milhões de 

mortes anuais. O tabagismo envolve cuidados substanciais e custos econômicos e sociais em 

todos os países decorrente do fumo direto e da exposição passiva ao tabaco (JOSÉ et al., 2017).  

Evidências científicas acumuladas têm demonstrado que o tabagismo exerce influência 

negativa no estabelecimento, progressão e risco de doenças periodontais. Em 1947 surgiu um dos 

primeiros indícios científicos de que o consumo de tabaco teria um impacto negativo nos tecidos 

periodontais Pindborg (1947) observou que oficiais da marinha que consumiam grandes 

quantidades de cigarros diariamente apresentavam maior acúmulo de cálculo e sangramento 

gengival e chances de desenvolvimento de gengivite ulcerativa necrosante. Cinquenta anos mais 

tarde, uma série de estudos clínicos comprovaram os efeitos deletérios do consumo de cigarros 

nos tecidos periodontais em diferentes grupos populacionais. Linden e Mullally (1994) 

demonstraram uma razão de chance da ocorrência de periodontite em tabagistas foi de 14,1  em 

uma população que fumava em média 11,8 anos. Axelsson et al. (1998) observaram que 

indivíduos fumantes de diversas faixas etárias apresentaram maiores médias de perda de inserção, 

quando comparados aos não-fumantes da mesma faixa etária. Tomar e Asma (2000) examinaram 

a relação entre cigarro e periodontite e estimaram a proporção de periodontite na população 

adulta dos Estados Unidos que era atribuível ao tabagismo, usando dados da Terceira Pesquisa 

Nacional de Exame de Saúde e Nutrição, realizada entre 1988 e 1994. De acordo com os 

resultados, fumantes eram cerca de 4 vezes mais propícios que os indivíduos que nunca fumaram 

em ter periodontite, mesmo após ajuste estatístico para idade, gênero, raça/etnia, educação e 

renda. Além disso, 41,9% dos casos de periodontite nesta população foram atribuídos ao 
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consumo de cigarros. Neste mesmo ano, Albandar et al. (2000) observaram que fumantes de 

cigarros e charutos/cachimbos apresentaram maior prevalência de periodontite moderada e severa 

e maior prevalência e extensão de perda de inserção e recessão gengival que não-fumantes. Além 

disso, os fumantes tiveram menos sangramento gengival e maior número de dentes ausentes que 

os não fumantes. Os fumantes de cigarros apresentaram maior prevalência de periodontite 

moderada e grave (25,7%) em relação aos ex-fumantes (20,2%) e não-fumantes (13,1%). Em 

2005, Torrungruang et al. avaliaram o efeito do tabagismo na gravidade da periodontite em 

adultos tailandeses. Fumantes tailandeses apresentaram maior porcentagem de sítios com 

acúmulo de placa, com profundidade de sondagem mais profunda e com maior nível de inserção 

clínica que ex-fumantes e não-fumantes. As probabilidades de apresentar periodontite moderada 

e grave em fumantes foram, respectivamente, 1,7 e 4,8 vezes maiores que os não fumantes. 

Kibayashi et al. (2007) avaliaram a associação entre o tabagismo e a progressão da doença 

periodontal, definida por ≥ 3 sítios com ao menos 2 mm de aumento de profundidade de 

sondagem ao longo de 4 anos. Os resultados demonstraram que 38,5% da progressão da doença 

estava relacionada ao tabagismo. Além disso, os anos de consumo de tabaco demonstraram uma 

correlação positiva de dose-resposta com a progressão da periodontite nesta população.  

Um estudo robusto conduzido em 2015 em 23.376 alemães, demonstrou que fumantes 

pesados (≥15 cigarros/dia) foram associado à um risco 3 vezes maior de perda dentária em 

homens e 2 vezes em mulheres com < 50 anos, quando comparado aos homens e mulheres que 

nunca fumaram (DIETRICH et al., 2015). Khan et al. (2016) avaliaram a prevalência e a relação 

de dose-resposta da periodontite crônica em fumantes do Paquistão. A prevalência de 

periodontite crônica entre fumantes paquistaneses foi estimada em 81,6%, com 3,5 vezes mais 

chances de apresentar a doença. Além disso, tabagistas pesados apresentaram prevalência de 

periodontite significativamente maior bem como periodontite mais grave que fumantes 

moderados e leves. Um estudo recentemente publicado, acompanhou por 40 anos a população de 

plantadores de chá do Siri-Lanka com o objetivo de avaliar a história natural da periodontite. 

Esse estudo reforçou ainda mais o papel do tabagismo no estabelecimento da periodontite 

(RAMSEIER et al., 2017).  
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1.4. Citocinas  

 Nos últimos anos, muitas pesquisas científicas têm focado na compreensão do processo 

de etiopatogênese das doenças periodontais por meio do estudo dos mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na resposta imunoinflamatória e no processo de destruição dos tecidos 

periodontais. Neste contexto, a identificação e a quantificação de biomarcadores que atuam na 

saúde e na doença periodontal como, por exemplo, citocinas, têm sido realizadas em diferentes 

fontes biológicas incluindo tecido gengival, fluido gengival (DUARTE et al., 2015), saliva 

(JAEDICKE et al., 2016) e soro (PUSSINEN et al., 2007).  

 O processo de formação de proteínas se inicia pelo gatilho dos fatores de transcrição no 

processo de transcrição que consiste na transferência da informação presente no DNA para a 

formação do RNA mensageiro. A tradução, por sua vez, é o processo final dessa cascata de 

sinalização, onde as moléculas de RNA fazem a ponte entre a sequência dos nucleotídeos no 

DNA e a formação das proteínas envolvidas nos processos fisiológicos e patológicos do 

organismo (KOVARIK et al., 2017). Citocinas são proteínas produzidas por diferentes tipos 

celulares que atuam em receptores específicos e modulam a função da própria célula ou de outras 

células, proporcionando um desfecho de sinalização intracelular capaz de ativar os fatores de 

transcrição (DINARELLO, 2007). A superfamília das citocinas inclui interleucinas (IL), 

quimiocinas, fator estimulador de colônias (CFS), interferons (INF), fatores de crescimento 

transformador (TGF) e fatores de necrose tumoral (TNF). Os membros da superfamília das 

citocinas podem apresentar propriedades pleiotrópicas (ações biológicas múltiplas), redundantes 

(ações biológicas compartilhadas), antagônicas e/ou sinérgicas bem como com atividades pro- 

e/ou anti-inflamatórias (DINARELLO, 2007, FIETTA et al., 2015, MONASTERO & 

PENTYALA, 2017).  

Assim como em outras doenças infecciosas e inflamatórias, existe uma complexa rede de 

citocinas que atuam no início e progressão das periodontites (OKADA & MURAKAMI, 1998, 

STADLER, et al. 2016).  

A estimulação e liberação de citocinas pró-inflamatórias é um passo essencial para a 

ativação da defesa inata eficaz do hospedeiro e, posteriormente, para a modulação das respostas 

imunes adaptativas. A IL-1β é uma das citocinas pró-inflamatória mais importantes, liberada 

principalmente por monócitos e macrófagos, mas também por células não imunes, tais como 

fibroblastos e células endoteliais durante lesão celular, infecção e inflamação. A mesma acupa 
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um papel chave na indução de resposta inflamatória e imunológica à antígenos, estando 

relacionada ao aumento dos níveis de prostaglandinas, metaloproteinases, outras citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IL-6 e biomarcadores relacionados à osteoclastogênese. A IL-1β é 

ainda em grande parte responsável pela resposta da fase aguda, que inclui febre, síntese aguda de 

proteínas, anorexia e sonolência. A IL-1β possui um antagonista específico denominado IL-1ra. 

A IL-1ra se liga de forma competitiva ao seu receptor mas não desencadeia sinal celular, 

bloqueando assim as alterações intracelulares mediadas pela IL-1β (DINARELLO, 1996, 

DINARELLO, 2007, NETEA et al., 2010).  

A IL-2 é o principal fator estimulador de células T, sendo fator de crescimento e ativador 

para todas as subpopulações de linfócitos T. Essa citocina atua também como ativadora para 

células B, juntamente com a IL-4. A IL-2 que é produzida pelas células CD4+ e em menor 

quantidade pelos linfócitos CD8+ pode atuar sobre essas mesmas células, apresentando atuação 

autócrina ou em outras células apresentando função parácrina.  Uma vez que a IL-2 é necessária 

para a geração de células T citotóxicas, a mesma constitui a base para várias vacinas, mas pode 

também limitar o sucesso do transplante de medula óssea (DINARELLO, 2007, ZHANG & AN, 

2007). 

   A IL-4 é uma citocina multifuncional com propriedades anti-inflamatórias significativas 

que desempenha um papel crítico na regulação das respostas imunes, estando envolvida no 

crescimento das células B e na diferenciação da resposta Th2. A IL-4 está também relacionada à 

processos alérgicos. Nas células B ativadas, a mesma estimula a síntese de IgE e de IgG, sendo 

seu efeito antagonizado pelo INF-γ. Dentre outras ações biológicas da IL-4 estão a inibição da 

ativação de macrófagos, pelo bloqueio os efeitos de INF-γ e a estimulação da expressão de 

moléculas de adesão em células endoteliais, favorecendo a adesão de linfócitos, monócitos e 

eosinófilos durante o processo imunoinflamatório. 

A IL-5 é uma citocina pertencente à família da cadeia comum de β, juntamente com o 

CSF de granulócitos e macrófagos (GM-CSF),  que se liga à um receptor heterodímero 

específico. Essa citocina desempenha um papel fundamental na diferenciação de eosinófilos na 

medula óssea bem como recrutamento e ativação dessas células em locais de inflamação alérgica. 

Além disso, atua na prevenção da apoptose de eosinófilos. As células T helper (Th)2, os 

mastócitos, as células progenitoras CD34+, as células linfóides inatas e os eosinófilos são as 

principais fontes de IL-5. Evidências científicas demonstram que a inflamação eosinofílica dos 
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pulmões em pacientes asmáticos está associada a níveis elevados de IL-5 (VARRICCHI et al., 

2016).  

A IL-6 foi descoberta em 1986 como um fator estimulador para as células B e 

inicializador para a produção de IgG. Mais tarde, pesquisas científicas demonstraram que a IL-6 é 

uma citocina multifuncional que regula inúmeros processos biológicos, incluindo o 

desenvolvimento de órgãos, regeneração tecidual, respostas de fase aguda, inflamação e respostas 

imunes, sendo intensamente regulada durante a infecção e a inflamação. Além de desempenhar 

vários papéis fisiológicos importantes, a desregulação da IL-6 está associada à uma série de 

doenças auto-imunes e inflamatórias, anormalidades metabólicas e cânceres. As ações biológicas 

da IL-6 durante o processo de inflamação é complexa pois, além de suas propriedades pró-

inflamatórias bem reconhecidas, também apresenta efeitos anti-inflamatórios em determinadas 

situações. Tem sido sugerido que  a sinalização clássica da IL-6 é anti-inflamatória, enquanto que 

sua a sinalização trans é pró-inflamatória. A sinalização clássica da IL-6 está implicada na síntese 

de proteínas de fase aguda nos hepatócitos, que possuem propriedades anti-inflamatórias e são 

indispensáveis para a defesa imune. Em várias doenças inflamatórias e auto-imunes, bem como 

cânceres associado à inflamação, a sinalização trans-IL-6 exerce ação pró-inflamatória (SU et al., 

2017).  

A IL-7 foi descoberta nos anos 80, como um dos membros da superfamília IL-2, que 

inclui IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Tem sido sugerido que a IL-7 desempenha um papel 

crítico no desenvolvimento das células B, uma vez que algumas evidências apontam que a IL-7 

atua no receptor das células pré-B e, portanto, na sobrevivência, proliferação e diferenciação de 

células B. Além disso, a maioria dos subpopulações de células T dependem da IL-7 para 

sobrevivência. Alterações nos níveis dessa citocinas e em seu receptor consitituem fatores de 

risco para uma série de doenças autoimunes ou envolvem respostas imunes e inflamatórias, 

incluindo esclerose múltipla, diabetes tipo 1, artrite reumatóide, cirrose biliar primária, doença 

intestinal inflamatória, dermatite atópica, alergia por inalação e sarcoidose (LUNDSTRÖM et al., 

2012). 

A IL-8 foi a primeira quimiocina a ser caracterizada e é uma citocina pró-inflamatória 

multifuncional produzida sob condições inflamatórias (BAGGIOLINI et al., 1997). A IL-8 é 

secretada por diversas células, incluindo células mesoteliais, células tumorais, neutrófilos, células 

endoteliais e monócitos. A mesma responde aos sinais inflamatórios por meio de duas ações 
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biológicas primárias: a indução da atividade migratória e fagocítica em células alvo e a promoção 

da angiogênese. Como membro da família de quimiocinas CXC, a IL-8 desempenha um papel 

importante como um agente quimioatrativo e ativador de neutrófilos. Uma vez que as células 

alvo atingem o local da inflamação, a IL-8 induz a atividade fagocítica dessas células. 

Finalmente, a IL-8 também é um potente promotor da angiogênese pela ativação da via do fator 

de crescimento endotelial vascular (DONG & ZHENG, 2015). 

A IL-10 é uma citocina imunorreguladora pleiotrópica importante na proteção do 

hospedeiro contra infecção, auto-imunidade e alergia. A IL-10 foi inicialmente caracterizada 

como uma citocina específica da resposta Th2. No entanto, investigações adicionais mais 

recentes revelaram que a produção de IL-10 também estava associada às respostas de células T 

reguladoras (Treg). Atualmente, é reconhecido que quase todas as células envolvidas nas 

respostas imune inata e adaptativa podem expressar IL-10, incluindo células dendríticas, 

macrófagos, mastócitos, células exterminadoras naturais, eosinófilos, neutrófilos, células B e 

células T CD8+ e Th1, Th2 e Th17 CD4+. Suas propriedades  anti-inflamatória são necessárias 

para regular as respostas imunes contras os antígenos microbianos, evitar inflamações excessivas 

durante o curso de uma infecção, e manter o equilíbrio entre a imunidade eficaz e proteção 

tecidual (NG et al., 2013, RUTZ & OUYANG, 2016).  

A IL-12 foi o primeiro membro da superfamília de citocinas do tipo IL-12 a ser 

identificada. É uma proteína heterodimérica composta duas subunidades, p35 e p40,  segregadas 

por células fagocíticas em resposta a agentes patogênicos.  Essa citocina é produzida 

principalmente por células fagocíticas em resposta a bactérias, produtos bacterianos e parasitas 

intracelulares e, até certo ponto, por linfócitos B. As principais funções da IL-12 são induzir a 

produção de INF-γ pelas células T e exterminadoras naturais, atuar como um fator de crescimento 

para células exterminadoras naturais e T ativadas, aumentar a atividade citotóxica de células 

exterminadoras naturais e favorecer a geração de linfócitos T citotóxicos. A IL-12 está envolvida 

também no desenvolvimento da resposta Th1 e representa uma ligação importante entre as 

imunidades inata e adaptativa (TRINCHIERI, 1995, ZUNDLER & NEURATH, 2015).   

A IL-13 foi reconhecida pela primeira vez por seus efeitos sobre células B e monócitos. 

Os efeitos mais evidentes da IL-13 incluem a inibição da produção de citocinas inflamatórias, 

promoção da diferenciação e sobrevivência de eosinófilos e mastócitos, ativação de fibroblastos, 

elevação da hiperreatividade brônquica e a mudança da produção de anticorpos de células B de 
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IgM para IgE. A mesma foi considerada por muitos anos funcionalmente redundante à IL-4, por 

compartilhar as mesmas ações biológicas. No entanto, estudos realizados em ratos knockout 

demonstram que a IL-13 possui várias funções efetoras peculiares que a distinguem da IL-4. Essa 

citocina apresenta propriedades pleiotrópicas e induz respostas de ativação que contribuem para 

diversas doenças inflamatórias, incluindo asma e esclerose sistêmica (WYNN, 2003).  

A família de citocinas IL-17 é composta por seis membros bem definidos, da IL-17A até a 

IL-17F. Entre os membros dessa família, a IL-17A e IL-17F possuem atividades pró-

inflamatórias melhor caracterizadas, responsáveis pela iniciação e propagação da inflamação. A 

IL-17 ocupa um papel central na resposta Th17 e desempenha um efeito protetor contra a 

infecção. Entretanto, o excesso da mesma promove patologia e destruição tecidual, incluindo 

reabsorção óssea (LIAO et al., 2017). Após exposição a agentes patogênicos incluindo bactérias, 

fungos ou vírus, as células mieloides produzem fatores que promovem a produção de IL-17 a 

partir de células da respostas imune inatas e adaptativas. Primeiramente, a IL-17 age em células 

epiteliais, macrófagos e células mielóides, induzindo a produção de quimiocinas e citocinas anti-

microbianas. As quimiocinas induzidas por IL-17, por sua vez, recrutam neutrófilos e outras 

células imunes para o local da infecção e restringem a patogênese. Por outro lado, esta via pode 

mediar inflamação excessiva e uma patologia exacerbada no meio infeccioso. A IL-17 está 

portanto associada ao estabelecimento e propagação de estímulos inflamatórios em várias 

doenças como artrite reumatóide, psoríase, esclerose múltipla, espondilite e periodontite (DAS & 

KHADER, 2017). 

IL-21 é o membro mais recentemente descoberto da família de citocinas tipo 2. 

Estruturalmente, a IL-21 é homóloga à IL-2, IL-4 e IL-15. Com base na sua estrutura, na 

composição do seu receptor e nas suas atividades biológicas, a IL-21 participa da imunidade inata 

e adaptativa e é importante para o desenvolvimento da resposta imune Th1. Estudos 

demonstraram que a IL-21 tem efeitos pleiotrópicos exercendo funções de proliferação, 

diferenciação e efetoras de células B, T, exterminadoras naturais e dendríticas. Além disso, suas 

funções biológicas pleiotrópicas incluem a promoção da diferenciação das células Th17 na 

presença do fator de crescimento transformador-β, ativação das células exterminadoras naturais e 

CD8 e interrupção da produção de IgG pelas células B (HABIB et al., 2003, MEHTA et al., 

2004). 
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IL-23 é um membro da superfamília de citocinas do tipo IL-12 constituída por duas 

subunidades IL-23p19 e p40. A mesma é uma citocina pró-inflamatória produzida principalmente 

por células dendríticas e macrófagos ativados, que induz a produção de IL-17 e outras citocinas 

relacionadas às células T, estando envolvida na maturação das células Treg e na resposta Th17. A 

IL-23 está envolvida não apenas nas respostas à infecção microbiana, mas também desempenha 

papéis significativos em doenças autoimunes e inflamatórias, estando implicada na patogêne de 

doenças como psoríase, espondilite anquilosante ou doença de Crohn (FLOSS et al., 2015, 

WELSBY & GORIELY, 2016). 

TNF-α é uma citocina pró-inflamatória clássica envolvida nas respostas imune inata e 

Th1. Esta citocina regula diversas funções celulares, incluindo a proliferação celular, apoptose e, 

juntamente com IL-1, exerce função inflamatória em células endoteliais, leucócitos e 

fibroblastos. O TNF-α tem efeitos multibiológicos, estimulando uma cascata de sinalização 

complexa que controla várias funções intracelulares. Seu principal papel consiste na defesa do 

hospedeiro em estados inflamatórios, infecciosos e neoplásicos uma vez que apresenta uma 

ampla gama de efeitos biológicos e imunológicos, incluindo ação antiviral, regulação do 

crescimento e imunomodulação. Os macrófagos ativados são os principais produtores de TNF-α, 

mas o mesmo pode ser produzido também por vários tipos celulares, tais como células linfócitos, 

miócitos cardíacos, células endoteliais, mastócitos, fibroblastos, neurônios e adipócitos. O 

aumento da produção de TNF-α tem sido relacionado à patogênese de vários distúrbios, como 

artrite reumatóide, doença de Crohn, espondiloartropatias, psoríase, periodontite bem como 

aterosclerose, DM e síndrome metabólica (ROSENBLUM & DONATO, 1989, ŠEDÝ et al., 

2014).  

A proteína inflamatória de macrófagos (MIP)-1α é um membro da família de quimiocinas 

CC identificada em 1988 que apresenta efeitos quimiotáticos e pro-inflamatórios, principalmente 

associados à adesão e migração celular. Além de suas atividades pró-inflamatórias, MIP-1α inibe 

a proliferação de células-tronco hematopoiéticas. Esta quimiocina é produzida por muitas células, 

particularmente macrófagos, células dendríticas, linfócitos e fibroblastos e tem sido relacionada a 

doenças como artrite e esclerose múltipla (COOK, 1996, MAURER & VON STEBUT, 2004). 

O CSF de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) foi originalmente identificado como um 

CSF devido à sua capacidade de induzir a formação de populações de granulócitos e macrófagos 

a partir de células precursoras. No entanto, ao contrário do CSF de macrófago (M-CSF) e CSF de 
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granulócitos (G-CSF), foi observado que a maioria das células mielóides não requerem o GM-

CSF para mielopoiese. Além disso, muitas evidências científicas demonstraram que o GM-CSF 

também é uma citocina imunomoduladora, capaz de afetar não só o fenótipo das células da 

linhagem mielóide, mas também de ativar as células T. Na inflamação, o GM-CSF possui 

funções pró-inflamatórias proeminentes e funciona como um canal de comunicação entre 

linfócitos invasores de tecido e células mieloides. O mesmo tem sido também implicado no 

sustento de várias doenças auto-imunes, como artrite e esclerose múltipla (BHATTACHARYA et 

al., 2015, BECHER et al., 2016).  

INF-γ é um mediador chave das respostas imunes e inflamatórias induzidas 

principalmente pela IL-12. Embora a secreção dessa INF-γ por células imunes inatas e 

adaptativas seja essencial para o controle de patógenos e tumores intracelulares, sua produção 

excessiva contribui para doenças auto-imunidade e inflamatórias. O INF-γ é secretado 

predominantemente por células T e células de exterminadoras naturais e, em menor grau, por 

outros tipos de células, como macrófagos, células dendríticas e células B. Durante a resposta 

imune inata, o INF-γ é produzido por células exterminadoras naturais, bem como macrófagos e 

células dendríticas. Na imunidade adaptativa é produzido por células TCD8+ para controle da 

infecção e pela subpopulação de células Th1, que promove respostas inflamatórias, eliminação de 

patógenos intracelulares e mudança de classe para IgG. O INF-γ é, portanto, uma das principais 

citocinas que distingue as células Th1 de outros subconjuntos de células CD4+, incluindo Th2, 

Th17 e Treg (POLLARD et al., 2013).  

O TGF-β é uma citocina produzida por muitos tipos de células imunes e não-imunes que 

desempenha um papel crítico nas respostas imunológicas. O TGF-β exerce efeitos pleiotrópicos 

na imunidade tendo como foco as células T. Dependendo da presença de outros fatores 

secretados, o TGF-β pode suprimir respostas imunes adaptativas pela indução e estabilização da 

função das células Tregs e pela supressão direta das células Th1, Th2 e TCD8+ ou, aumentar as 

respostas adaptativas pela indução de células Th17 e células efetoras. Essa citocina possui 

também outras propriedades pleiotróficas importantes na homeostase do tecido conjuntivo, 

estimulando o remodelamento do tecido e a cicatrização de feridas pelo aumento da proliferação 

de fibroblastos, angiogênese e produção de matriz extracelular. Além disso, o TGFβ também é 

um potente inibidor das metaloproteinases da matriz e, assim, reduz a degradação do colágeno 

(TU et al., 2014, TRAVIS & SHEPPARD, 2014).  
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É importante salientar que embora cada citocina tenha uma função específica, as mesmas 

atuam em rede, estimulando ou inibindo umas as outras tanto em situações fisiológicas, como em 

situações patológicas inflamatórias e infecciosas. Quando uma infecção é instalada, por exemplo, 

os padrões moleculares associados aos patógenos são reconhecidos por receptores 

reconhecedores de patógenos. Em seguida, respostas inflamatórias e da imunidade inata são 

desencadeadas, induzindo a liberação de proteinases (elastases, metaloproteinases [MMP]) e 

citocinas, dentre as quais se destacam a IL-1β, IL-8, IL-6, MIP-1α e TNF- (ALBIGER et al., 

2007). A resposta imune inata, por sua vez, inicia o desenvolvimento da resposta imune 

adaptativa por meio da ativação de linfócitos B e T. As células T podem se diferenciar em 

linfócitos citotóxicos CD8+ ou auxiliares CD4+. Os linfócitos CD4+, por sua vez, podem se 

diferenciar nos fenótipos T auxiliares (Th)-1, Th2 ou Th17, com diferentes perfis de citocinas e 

funções, ou em linfócitos T regulatórios (Treg), com funções supressoras (FIETTA & 

DELSANTE, 2009). As células Th1 e Th17 produzem respostas pró-inflamatórias e antagonizam 

as respostas “protetoras” anti-inflamatórias/supressoras dos linfócitos Th2 e Treg. As principais 

citocinas pró-inflamatórias relacionadas à resposta Th1 e Th17 são o INF-γ e a IL-17, enquanto 

as citocinas que se destacam na resposta Th2 compreendem a IL-4 e a IL-10 (FIETTA & 

DELSANTE, 2009). As células Treg exercem suas funções regulatórias por meio de citocinas 

com funções supressivas como a IL-10 e o TGF-β. A IL-23, por sua vez, promove a estabilização 

das células Th17 e a expansão da resposta Th17. O TGF-β estimula o fator de transcrição 

forkhead box P3 (Foxp3), e é capaz de originar as células Treg. Por outro lado, a IL-6, na 

presença de uma infecção, inibe a geração de células Treg e induz a diferenciação de células 

Th17 na presença de TGF-β (FIETTA e DELSANTE, 2009). Em suma, a ativação dos 

mecanismos de inflamação e das respostas imunes inata e adaptativa mediada por citocinas acima 

descritas, dentre outros mecanismos, é necessária para que ocorra a eliminação do patógeno e o 

restabelecimento da integridade tecidual. 

 

1.5. Níveis plasmáticos de citocinas em pacientes com periodontite 

Diversos estudos têm sugerido que a periodontite induz um estado crônico de inflamação 

sistêmica. Nos últimos anos, algumas hipóteses foram levantadas para explicar o impacto da 

periodontite nos níveis circulantes de mediadores inflamatórios. Durante o processo de infecção 

periodontal, as bactérias e/ou seus fatores de virulência, como lipopolissacarídeos, podem 
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disseminar dos sítios periodontais inflamados para a circulação. Em resposta à essa bacteremia e 

aos antígenos bacterianos sistematicamente dispersos, células do sistema imunológico, bem como 

células teciduais e endoteliais, podem produzir mediadores inflamatórios (PASSOJA et al., 

2010). Além disso, os mediadores inflamatórios produzidos localmente nos tecidos periodontais 

durante a progressão da periodontite podem ser diretamente liberados na circulação, exercendo 

efeitos distantes dos sítios periodontais (LOOS et al., 2005). Como uma via de mão dupla, o 

estado pró-inflamatório sistêmico em indivíduos com doenças periodontais pode aumentar a 

destruição dos tecidos periodontais e, assim, constituir um fator de susceptibilidade adicional 

para a progressão da doença periodontal (PASSOJA et al., 2010).  

Baseado nessas hipóteses da relação entre periodontite e biomarcadores sistêmicos, 

diversos estudos foram desenvolvidos nas duas últimas décadas avaliando os níveis séricos de 

citocinas em pacientes com diferentes tipos de doenças periodontais, incluindo gengivite, 

periodontites crônica e agressiva.  

Em 2000, Loos et al. reportaram maiores níveis séricos de IL-6 em pacientes com 

periodontite quando comparado aos sem periodontite. Mais tarde, Górska et al. (2003) avaliaram 

os níveis séricos de IL-1β, IL-2, INF-γ, TNF-α, IL-4 e IL-10 em pacientes com periodontite 

crônica avançada e periodontalmente saudáveis. Os níveis de todas as citocinas estudadas, exceto 

de IL-4, foram maiores nos pacientes com doença. Por outro lado, Ikezawa et al. (2005) não 

observaram diferenças significantes nos níveis séricos de TNF-α entre pacientes portadores de 

periodontite crônica e sem periodontite.  Corroborando esses achados, Yamazaki et al. (2005) 

também não encontraram diferenças estatisticamente significantes nos níveis sistêmicos de TNF-

α e  IL-6, entre pacientes com e sem periodontite.  

Em 2008, de Queiroz et al. avaliaram os níveis sanguíneos de várias citocinas por meio de 

um ensaio multiplex de citometria de fluxo entre pacientes com e sem periodontite. Dentre as 

citocinas estudadas (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IP-10, IL-9, IL-10, MIP-1α, MIP-

1β, eotaxina, G-CSF, GM-CSF, RANTES [regulated upon activation, normal T cell expressed 

and secreted], proteína quimioatrativa para monócito (MCP)-1, IL-17, TNF, INF-γ e monocina 

induzida por INF-γ [MIG], os níveis de RANTES foram menores enquanto os de níveis de MIG e 

eotaxina foram maiores no grupo com periodontite, quando comparado ao controle 

periodontalmente saudável.  
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Em 2009, Sun et al. avaliaram os níveis plasmáticos de IL-6 em pacientes com 

periodontite agressiva e verificaram que os níveis dessa citocina pro-inflamatória estavam 

maiores nos pacientes com doença, quando comparado aos controles sem periodontite. Esses 

achados em relação à maiores níveis séricos de IL-6 em pacientes com periodontite também 

foram reportados por Marcaccini et al., em 2009. Shimada et al. (2010) comparam os níveis 

séricos de IL-6 e TNF-α entre pacientes com periodontite crônica e controles periodontalmente 

saudáveis e verificaram maiores níveis de IL-6 nos pacientes doentes. Entretanto, os níveis de 

TNF-α não diferiram entre os grupos. Os níveis séricos dessas mesmas citocinas foram avaliados 

por Nakajima et al. (2010) em japoneses com periodontite e periodontalmente saudáveis. Os 

resultados demonstraram maiores níveis de IL-6 e menores níveis de TNF-α no soro dos 

pacientes com periodontite. Duarte et al. (2010) relataram que indivíduos com periodontite 

agressiva generalizada apresentaram níveis mais elevados de TNF-α e IL-17 que os indivíduos 

com periodontite crônica generalizada e sem periodontite. Esses dados corroborram os achados 

de Schenkein et al. (2010) que demonstraram níveis mais elevados de IL-17 no soro de pacientes 

com periodontite agressiva localizada e generalizada. Passoja et al. (2010) avaliaram os níveis 

circulantes de IL-10 e TNF-α em um grupo de pacientes com periodontite crônica e um grupo de 

pacientes com mínima inflamação periodontal. De acordo com os resultados, houve uma 

associação negativa entre a extensão do sangramento à sondagem e o número de sítios com PS e 

perda de inserção ≥ 4 mm e os níveis séricos de IL-10. Além disso, indivíduos com periodontite 

apresentaram níveis séricos de TNF-α bem como a razão TNF-α/IL-10  mais elevados que o 

grupo controle.  

Davies et al. (2011) não encontraram diferenças siginificativas nos níveis séricos de TNF-

α, IL-1β, IL-6, IFN-γ e IL-18 entre pacientes com periodontite agressiva e sem periodontite. Por 

outro lado, Sánchez-Hernández et al. (2011) reportaram níveis mais altos de IL-12 no soro de 

pacientes com periodontite agressiva e de IL-18 nos pacientes com periodontite crônica, quando 

comparado aos pacientes sem periodontite. Robati et al. (2011) compararam os níveis séricos de 

IL-4, IL-6 e IL-12 entre pacientes periodontalmente saudáveis e portadores de periodontite 

agressiva generalizada. Os autores observaram menores níveis de IL-4 e maiores níveis de IL-6 

nos pacientes doentes.  Ainda em 2017, Ozçaka et al. reportaram níveis plasmáticos de IL-17 

similares entre pacientes com periodontite crônica e periodontalmente saudáveis.  
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Em 2012, Loo et al. demonstraram que os níveis séricos de IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ, 

IL-10 e IL-4 foram significativamente mais elevandos em pacientes com periodontite, em 

comparação aos controles saudáveis. Gokul el al. (2012) também demonstram que os níveis 

circulantes de TNF- estavam mais elevados em pacientes com periodontite. De acordo com Li 

et al. (2012), os níveis séricos de IL-2 e IL-8 foram maiores nos pacientes com periodontite 

crônica que nos indivíduos saudáveis. Por outro lado, neste mesmo ano, Becerik et al. (2012) não 

observaram diferenças estatísticas entre os níveis plasmáticos de IL-1β e IL-6 entre pacientes 

com diferentes tipos de doenças periodontais (periodontite crônica, periodontite agressiva 

generalizada e gengivite) e saúde periodontal.  

Zimmermann et al. (2013) não observaram diferenças nos níveis séricos de TNF- e IL-6 

entre pacientes com e sem periodontite. Da mesma forma, Cetinkaya et al. (2013) também não 

observaram diferenças nos níveis séricos de IL-1β e IL-10 entre pacientes com e sem 

periodontite. Apoiando esses achados, Mattuella et al. (2013) não encontraram diferenças 

siginificativas nos níveis plasmáticos de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α e IFN-γ entre pacientes 

com periodontite crônica, agressiva e sem periodontite.  

Gümüş et al. (2014) reportaram que os níveis séricos de TNF-α foram mais elevados em 

pacientes portadores de periodontite crônica e agressiva quando comparado aos pacientes sem 

periodontite. Neste mesmo ano, Napimoga et al. (2014) também observaram que pacientes 

portadores de periodontite crônica apresentavam maiores níveis séricos de TNF-, comparado 

aos periodontalmente saudáveis. Keles et al. (2014) observaram que indivíduos portadores de 

gengivite e periodontite crônica apresentaram maiores níveis séricos de IL-6, quando comparados 

à indivíduos periodontalmente saudáveis.  

Boström et al. (2015) compararam os níveis séricos de uma gama de citocinas (IL-1β , IL-

4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TNF-, IFN-γ e MIP-1)  por meio do ensaio multiplex entre 

pacientes com e sem periodontite. De acordo com os resultados, os níveis sistêmicos de nenhuma 

das citocinas estudadas foi diferente entre os grupos.  Mendoza-Azpur et al. (2015) 

demonstraram que os níveis séricos de TNF- não foram diferentes entre pacientes com e sem 

periodontite. Neste mesmo ano, Chen et al. (2015) compararam os níveis plasmáticos IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-γ entre pacientes com e sem periodontite. Das citocinas estudadas, 

apenas as taxas de IL-17 foram mais elevadas nos pacientes doentes.  
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Como a maioria das doenças crônicas, a periodontite compartilha muitos fatores que 

atuam como risco para a inflamação sistêmica alterada incluindo, estresse, obesidade, DM e 

tabagismo. Neste contexto, alguns estudos avaliaram as taxas sistêmicas de citocinas em 

pacientes portadores de periodontite apresentando DM. Entretanto, um número muito restrito de 

estudos (apenas dois) focaram na avaliação dos níveis circulantes de citocinas em fumantes com 

periodontite.  

Em relação ao DM, Dağ et al. (2009) não observaram diferenças nos níveis sistêmicos de 

TNF- entre pacientes com DM (mal e bem controlados) e pacientes não-diabéticos com 

periodontite. Em 2014, Longo et al. avaliaram a influência do DM controlado e não-controlado 

associado à periodontite nos níveis séricos de IL-6, IL-8 e MCP-1. Não foram encontradas 

diferenças entre os grupos para as citocinas estudadas. Acharya et al. (2015) avaliaram os níveis 

séricos de IL-10 em pacientes com periodontite e/ou DM. Os autores observaram que, os níveis 

dessa citocina anti-inflamatória foram maiores no grupo controle periodontalmente e 

sistemicamente saudável. Além disso, o grupo que apresentava apenas periodontite crônica 

exibiu os menores níveis séricos de IL-10.  Mais tarde, esse mesmo grupo de pesquisa (Acharya 

et al. 2017) compararam os níveis séricos de citocinas pro-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-) e 

anti-inflamtórias (IL-4 e IL-10), bem como suas proporções, entre pacientes com DM portadores 

ou não de periodontite, pacientes sistemicamente saudáveis com periodontite e pacientes 

sistemicamente e periodontalmente saudáveis. De acordo com os resultados, as proporções entre 

as citocinas pro- e anti-implantórias foram menores no grupo controle em relação aos demais 

grupos doentes. Além disso, os pacientes com DM e periodontite apresentaram as maiores 

proporções de citocinas pró-inflamatórias em relação às anti-inflamatórias.  

Em relação ao tabagismo, Ikezawa-Suzuki et al. (2008) não encontraram diferenças nos 

níveis séricos de TNF- entre fumantes e não-fumantes com periodontite crônica. Anil et al. 

(2013) observaram maiores níveis da quimiocinas MCP-1 no soro de pacientes fumantes com 

periodontite, quando comparado aos não-fumantes com e sem periodontite. 

 Assim, existem evidências científicas de que a periodontite pode contribuir para a carga 

inflamatória sistêmica, alterando os níveis de algumas citocinas, o que pode, em última análise, 

aumentar o risco de doenças cardiovasculares, resistência à insulina e complicações relacionadas 

ao DM. Entretanto, até o presente momento, há poucas evidências sobre o possível papel do DM 

e do tabagismo na alteração dos níveis circulantes de citocinas e na modificação do estado 
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inflamatório sistêmico induzido pela periodontite. Além disso, o feito combinado do DM e do 

tabagismo nas citocinas circulantes não foi investigado.   
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2. Proposição 

 O objetivos deste estudo foram: 

1- Avaliar as razões entre citocinas pró- e anti-inflamatórias no soro de pacientes com 

periodontite crônica generalizada;  

2- Avaliar as razões entre citocinas pró- e anti-inflamatórias no soro de pacientes com 

periodontite crônica generalizada apresentando DM tipo 2, hábito de fumar e ambas as 

condições;  

3- Avaliar as interrelações entre as citocinas presentes no soro de pacientes com periodontite 

crônica generalizada com e sem esses fatores de riscos.  
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3. Artigo Científico  

The ratios between pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in the serum of 

patients with chronic periodontitis with and without type 2 diabetes and/or smoking habit. 

Artigo submetido ao Clinical Oral Investigations  
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Abstract 

Objective:  This study assessed the impact of chronic periodontitis (CP) and CP associated with 

type 2 diabetes mellitus (DM) and/or smoking on the serum ratios of pro- and anti-inflammatory 

cytokines. Materials and methods: Subjects were assigned into one of the following groups: 

Control (n=25)- non-diabetic non-smokers with no history of periodontitis; CP (n=26)- non-

diabetic non-smokers with CP; DMCP (n=30)- non-smokers with DM and CP, SCP (n=27)- non-

diabetic smokers with CP and, SDMCP (n=22)- smokers with type 2 DM and CP. Serum levels 

of eighteen cytokines were measured using multiplex immunoassays. Results: Six ratios of pro-

inflammatory to anti-inflammatory cytokines were significantly higher in the CP group than in 

the control group (p<0.05). Eleven, seventeen and nine ratios of pro-inflammatory to anti-

inflammatory cytokines were significantly higher in the DMCP, SCP and SDMCP groups than in 

the control group, respectively (p<0.05). The SCP group presented higher serum ratios of tumor 

necrosis factor (TNF)-α/interleukin (IL)-4, TNF-α/IL-5, IL-17/IL-13 and IL-6/IL-13 (p<0.05) 

than the CP group. Cluster analysis revealed a relevant cluster composed of ten cytokines (IL-17, 

IL-23, interferon-γ, IL-12, IL-1β, IL-2, IL-21, IL-6, IL-4 and granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor [GM-CSF]) in the serum of subjects from the DMCP group. Conclusions: The 

ratios of pro- and anti-inflammatory cytokines shifts to favor a proinflammatory status in the 

serum of patients with CP and even more when CP is associated with one or both risk factors. 

Clinical Relevance: CP and CP associated with hyperglycemia and/or smoking might contribute 

to a systemic inflammatory burden and increased risk of systemic complications.  
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Introduction 

 Cytokines are biologically active proteins that are secreted in a sequential cascade during 

infectious and inflammatory processes, in turn playing a specific role in the communication 

between cells. The cytokine superfamily includes interleukins (IL), chemokines, colony-

stimulating factors (CFS), interferons (IFN), transforming growth factor (TGF) and tumor 

necrosis factor (TNF); all of these exhibit pleiotropic (multiple), redundant (shared), antagonistic 

and/or synergistic biological activities [1-3]. 

 Previous investigations have shown that the different groups of cytokines are produced 

locally in the periodontal tissues and that imbalances in these molecules are involved in the 

pathogenesis of periodontal diseases [4-6]. Diabetes mellitus (DM) and smoking are well-known 

risk factors for periodontitis, as several investigations have shown that both increase the 

prevalence, severity and progression of disease [7]. Although the exact biological mechanisms 

that make these factors risks for periodontitis are still unclear, evidence suggests that DM and 

smoking might modify the nature of the inflammatory, innate and adaptive immune responses 

against pathogens and local cytokine networks [8-11]. 

 Besides its local effects, it has been suggested that periodontitis, like other chronic 

infections, might contribute to a low-grade systemic inflammatory burden. This inflammatory 

burden is related to the release of bacterial and virulence factors and/or inflammatory mediators 

from the periodontal tissues into the bloodstream. In turn, these factors may alter the circulating 

levels of cytokines and enhance the risk for cardiovascular diseases, insulin resistance and DM-

related complications, among other systemic diseases [12-22]. To date, there is little evidence 

regarding the impact of CP, combined with hyperglycemia and tobacco exposure, on circulating 

levels of cytokines and the systemic inflammatory state [19, 23-27]. Therefore, the main aim of 
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this study is to assess the impact of CP and CP associated with type 2 DM, smoking habit or both 

conditions on the ratios of pro- and anti-inflammatory cytokines in the serum. The secondary aim 

was to assess the relationships among serum cytokines in subjects presenting CP, with and 

without these risk factors. All cytokines studied (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, 

IL-12, IL-13, IL-17, IL-21, IL-23, TGF-β, IFN-γ, TNF-α, macrophage inflammatory protein 

[MIP]-1α and granulocyte macrophage-CSF [GM-CSF]) are thought to be critical for the 

pathogenesis of periodontitis, DM and complications related to smoking.  

Material and Methods 

Study Population 

Subjects with generalized CP and periodontal health (PH) were consecutively selected 

from the population seeking treatment in the Periodontal Clinic of Guarulhos University 

(Guarulhos, SP, Brazil) and distributed into one of the following groups: control: non-diabetic 

non-smokers with no history of periodontitis; CP: non-diabetic non-smokers with CP; DMCP: 

non-smokers with type 2 DM and CP, SCP: non-diabetic smokers with CP and, SDMCP: 

smokers with type 2 DM and CP. During the screening of volunteers, the levels of glycated 

hemoglobin (HbA1c; High-performance Liquid Chromatography method) and fasting plasma 

glucose (FPG; Glucose Oxidase method) were assessed by the Guarulhos University Clinical 

Analysis Laboratory. All eligible individuals were invited to participate in the study, informed of 

its nature, potential risks and the benefits of their participation in the study and signed their 

informed consent. This study protocol was approved by the Ethics Committee in Clinical 

Research of the Guarulhos University (CAAE: 25526913.8.0000.5506). Subjects were referred to 

the University Dental Clinic in order to receive periodontal treatment, as necessary. 

Inclusion criteria  



 

 

 

 

32 

General - All subjects were > 30 years old, had at least 15 teeth, excluding third molars.   

Subjects with CP - Subjects with CP had generalized [28] disease, defined as >30% of sites with 

concurrent probing depth (PD) and clinical attachment level (CAL) ≥ 4mm and bleeding on 

probing (BoP), and a minimum of six teeth distributed in the four quadrants presenting at least 

one site with PD and CAL ≥ 5 mm and BoP.  

Subjects with PH - Subjects with no history of periodontitis, no sites with PD and CAL > 3 mm 

concurrently and <10% of the sites with gingival bleeding and/or BoP. 

Smokers - Cigarette smoking history was obtained by questionnaire. The smokers should have 

smoked at least 10 cigarettes per day for at least the past 10 years.  

Diabetic subjects - The diabetic subjects required a diagnosis of DM confirmed by a physician, 

dating from at least 3 years prior to the study. In addition, all diabetic patients were required to 

have a glycated HbA1c > 6.5% and FPG > 99 mg/dl.  

Non-diabetics - Subjects with no history of DM presenting HbA1c ≤6.0% and FPG <99mg/dl.  

Non-smokers - The non-smokers had never smoked. 

Exclusion criteria  

Exclusion criteria were: pregnancy, breast-feeding, subgingival periodontal therapy 

during the previous 12 months, use of antibiotic, anti-inflammatory, and/or immunosuppressive 

therapies during the previous 6 months, regular use of mouthrinses containing antimicrobials, 

use of orthodontic appliances, presence of other infectious, immunological and/or inflammatory 

systemic conditions (e.g. immunological disorders, rheumatoid arthritis, obesity [defined as BMI 

≥ 30kg/m2], etc.) and major complications of DM (i.e. ulcers, gangrene, amputation, neuropathy 

and nephropathy).  

Periodontal measurements  
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One examiner (T.S.M) performed clinical examinations. The following parameters were 

assessed at six sites per tooth, excluding third molars, using a periodontal probe (UNC15, Hu-

Friedy, Chicago, IL, USA): plaque accumulation (1/0), BoP (presence/absence), PD (mm) and 

CAL (mm). Calibration was performed according to Araujo [29], and the standard error of 

measurement (SE) was calculated. The intra-examiner variability was 0.22mm for PD and 

0.23mm for CAL. The agreement for categorical variables (i.e. BoP, MB) was 94% (Kappa-light 

test).  

Cytokine evaluation 

Fasted peripheral blood samples were collected in the morning, within one week after 

clinical examination, into an appropriate tube (Serum BD Vacutainer® Plus Plastic Serum Tubes, 

BD, Franklin Lakes, NJ). Immediately after blood collection, the serum was separated by 

centrifugation (10 min at 1,300 rpm, 4C) and stored in aliquots at -80C.  

The serum levels of eighteen cytokines (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, 

IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, IL-21, IL-23, TGF-β1, IFN-γ, TNF-α, MIP-1α and GM-CSF) were 

analyzed by means of a multiplex fluorescent bead-based immunoassay using commercially 

available kits (Milliplex® MAP Human High Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel and 

Milliplex® MAP TGF-β1 Single Plex Magnetic Bead Kit, EMD Millipore Corporation, Billerica, 

MA, USA) and a plate reader (Magpix®, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), 

according to the manufacturer’s recommendations. The amount of protein in each sample was 

extrapolated from standards and calculated using appropriate software (Luminex xPonent® and 

Milliplex® Analyst 5.1, EMD Millipore, Billerica, MA, USA). The minimum detectable 

concentrations for each cytokine were as follows: IL-1β: 0.14 pg/ml, IL-2: 0.19 pg/ml, IL-4: 1.12 

pg/ml, IL-5: 0.12 pg/ml, IL-6: 0.11 pg/ml, IL-7: 0.42 pg/ml, IL-8: 0.13 pg/ml, IL-10: 0.56 pg/ml, 
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IL-12 (p70): 0.15 pg/ml, IL-13: 0.23 pg/ml, IL-17A: 0.33 pg/ml, IL-21: 0.14 pg/ml, IL-23: 3.25 

pg/ml, TGF-β: 6.0 pg/ml, IFN-γ: 0.48 pg/ml, TNF-α: 0.16 pg/ml, MIP-1α: 0.94 pg/ml and GM-

CSF: 0.35 pg/ml.  

Statistical Analysis 

 A post hoc analysis was conducted to determine the power of the analyses presented in 

this study. Considering differences of at least 0.56 pg/ml for the serum ratio of between IFN-

γ/IL-4 (primary outcome variable) between the control and DMCP group and a standard 

deviation of 0.51 pg/ml, it was determined that 17 subjects per group would provide 90% power 

with an alpha of 0.05. However, all subjects that met the inclusion criteria during the period of 

recruitment entered the study.   

 Clinical data were examined for normality by the Shapiro-Wilk test. The significance of 

differences for periodontal parameters, age and HbA1c was compared using ANOVA, followed 

by the Tukey test. The t-test was used to compare years of cigarette smoking, number of 

cigarettes smoked per day and duration of DM. The significance of differences for gender was 

compared by the Chi-square test. Ratios were obtained by dividing the absolute serum levels of 

pro-inflammatory cytokines by the anti-inflammatory cytokine levels. Cytokine data were first 

transformed using Box-Cox to correct for asymmetry, generate normal distribution of the data 

and stabilize variance. Subsequently, data were analyzed using mixed-model ANOVA for the 

comparison of levels and ratios of cytokines with adjustments for age and gender, using 

individuals as the random effect and, CP, smoking + CP, DM + CP and, smoking + DM + CP as 

fixed effects (SAS PROC MIXED, SAS 9.1.2, SAS Institute Inc., Cary, NC). Afterwards, post 

hoc analyses with the Bonferroni correction were performed. The level of significance for this 

analysis was set at 5%. The residual analysis validated the assumed models. Pearson correlations 
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were calculated for all pairs of cytokine in each group. Statistically significant pairs of cytokines 

were considered and presented when correlation coefficients were ≥0.75 and p <0.001. Ward's 

method and Euclidean distance were applied in hierarchical cluster analysis to group the 

cytokines into the provided dendrograms.  

Results 

This study was conducted between August 2013 and September 2016. One hundred and 

thirty patients ranging from 34 to 70 years of age were selected out of almost 600 screened, 

totalizing 25 subjects in the control group, 26 in the CP group, 30 in the DMCP group, 27 in the 

SCP group and 22 in the DMSCP group.  

Table 1 presents the demographic characteristics and periodontal parameters of the study 

population. There were no differences among groups for gender and age. As expected, HbA1c 

levels were significantly higher in both groups with DM than in the other groups (p<0.05). The 

control group exhibited lower mean clinical parameters than all the groups with CP (p<0.05). DM 

treatment included diet, use of oral hypoglycemic agent (metformin) and insulin and did not 

differ between the two diabetic groups (data not shown).  

Table 2 presents the absolute levels of serum cytokines. When compared to the control, 

the levels of the anti-inflammatory cytokines, IL-4 and IL-5, were significantly lower in all 

groups with CP (p<0.05). The levels of MIP-1α, IL-6, IFN-γ, IL-17 and IL-7 were lower in the 

DMCP, SCP and SDMCP groups than in the control group (p<0.05). The levels of IL-13, IL-1β, 

IL-12, IL-23 and IL-2 were lower in the DMCP and SCP groups than in the control group 

(p<0.05). The SCP group presented lower levels of IL-10 and TNF-α, while the DMCP group 

presented lower levels of GM-CSF than the control group (p<0.05). When compared with the CP 
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group, the DMCP group exhibited lower levels of IFN-γ, IL-12 and IL-2 (p<0.05). Furthermore, 

the SCP group presented lower levels of IL-10, IL-4, IL-5, IL-13, MIP-1α, IL-1β, IFN-γ, IL-12, 

IL-17 and IL-2 than the CP group (p<0.05). The levels of IL-5 and IFN-γ were lower in the 

SDMCP group than in the CP group (p<0.05).  

Table 3 presents the serum ratios of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines 

that achieved statistical significance when comparing the groups (p<0.05). The IL-12/IL-4, IL-

17/IL-4, IL-1β/IL-4, IL-6/IL-4, IFN-γ/IL-4 and IL-1β/IL-5 ratios were higher in all groups with 

CP than in the control (p<0.05). The DMCP, SCP and SDMCP groups presented higher ratios of 

TNF-α/IL-4, IL-17/IL-5 and TNF-α/IL-5 than the control group (p<0.05). The DMCP and SCP 

groups presented higher ratios of IL-23/IL-4 and IL-6/IL-5 than the control group (p<0.05). The 

SCP group exhibited higher ratios of TNF-α/IL-10, IL-7/IL-4, IL-12/IL-5, IL-17/IL-13, IL-6/IL-

13 and TNF-α/IL-13 than the control group (p<0.05). When compared to the CP group, the SCP 

group presented higher ratios of TNF-α/IL-4, TNF-α/IL-5, IL-17/IL-13 and IL-6/IL-13 (p<0.05).  

Table 4 presents the correlation coefficients for cytokines. Statistically significant pairs 

of cytokines were considered when correlation coefficients were >0.75 and p<0.001. In the 

control group, IL-5 and IL-13 presented correlation; while in the CP group, statistically 

significantly correlating pairs of cytokines included MIP-1α and IL-8, and IL-5 and IL-13. In the 

DMCP group, statistically significant correlations were identified among IL-13, IL-5 and IL-8. 

Furthermore, significant correlations were also observed among IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, 

IL-17, IL-21, IL-23 and IFN-γ. In the SCP group, statistically significant correlations were 

observed among IL-17, IL-5 and IL-8. Furthermore, statistically significant pairs of cytokines 

also included IL-1β and IL-2, and TGF-β and GM-CSF. In the SDMCP group, statistically 

significant associations were also observed between TNF-α, MIP-1α, IL-6 and IL-8. In addition, 
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IL-1β and IL-2 correlated significantly in this group. Correlations were all positive. The 

associations among all cytokines are illustrated in the dendrogram plots (Figure 1).  

Discussion 

 This study assessed the ratios of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in 

subjects with CP and with CP presenting DM, smoking habit or both conditions. The overall 

results indicated that CP is related to an imbalance of pro- and anti-inflammatory cytokines, in 

favor of a systemic pro-inflammatory burden. CP, when associated with one or both risk factors 

(but especially with smoking only), was associated with a circulating profile of cytokines that 

further favored a pro-inflammatory load. Furthermore, the relationship among cytokines was 

modulated by each risk factor in a distinctive manner, with a more evident and close interplay 

between cytokines in non-smokers with DM.  

 When compared to the control group, the ratios of five pro-inflammatory cytokines (IL-

12, IL17, IL-1β, IL-6, IFN-γ) to IL-4 and the IL-1β/IL-5 ratio were higher in the CP group, 

indicating that periodontal infection might be related to a systemic pro-inflammatory state. These 

findings are partially supported by previous studies that have shown higher ratios of pro-

inflammatory to anti-inflammatory cytokines in patients with CP than in periodontally healthy 

controls [13,27]. The majority of studies focusing on the evaluation of the impact of periodontitis 

on systemic biomarkers have reported on the levels, but not the ratios, of pro-inflammatory and 

anti-inflammatory mediators. Some studies have reported that the circulating levels of pro-

inflammatory cytokines (e.g. IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-8, IL-17) [12-13, 16-22] were higher while 

the levels of anti-inflammatory cytokines (e.g. IL-10) [19,26] were lower in subjects with CP 

than in periodontally healthy subjects. On the other hand, other investigations have shown that 
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the systemic levels of cytokines did not differ between patients with and without CP [15, 30-37]. 

Divergences among studies might be explained by differences in sample size, severity of 

periodontitis, presence of confounders (e.g. smoking) and the method used to detect the cytokine.  

 The serum levels of three (IL-4, IL-5, IL-13), four (IL-10, IL-4, IL-5, IL-13) and two (IL-

4 and IL-5) classic anti-inflammatory cytokines were lower in the subjects with CP presenting 

DM, smoking habit and both conditions, respectively. Furthermore, the levels of the majority of 

the pro-inflammatory cytokines studied were also lower in at least one of the groups with CP 

presenting risk factors. One would expect that the absolute levels of anti-inflammatory cytokines 

should have been lower while the levels of pro-inflammatory cytokines should have been higher 

in subjects with risk factors, when compared to those without these factors. However, the 

literature has not been consistent in proving this hypothesis. Some reports have shown that the 

systemic levels of pro- and anti-inflammatory cytokines (e.g. IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, 

IL-10, IL-12, IL-17, IL-23, TGF-β, IFN-γ, TNF-α) did not differ between type 2 diabetics and 

non-diabetics [38-42] and between smokers and non-smokers [43]. On the other hand, evidence 

also demonstrates that the levels of cytokines, including IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-γ 

and TNF-α, are higher in type 2 DM diabetics than in non-diabetics [38-40] and in smokers than 

in non-smokers [44]. In agreement with the current findings, other studies have shown reduced 

levels of cytokines (e.g. IL-1β, IL-2, IL-6, IL-17, TNF-α) in the serum of patients with type 2 

DM [38, 45] and smoking habit [43]. As pro-inflammatory cytokines amplify and anti-

inflammatory cytokines limit inflammatory reactions, the overall effect of an inflammatory 

response is driven by the balance between them. In the current study, eleven, seventeen and nine 

ratios between pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines were higher in the DMCP, 

SCP and SDMCP groups than in the control group. Of note, the ratios of TNF-α/IL-10, IL-7/IL-
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4, IL-12/IL-5, IL-17/IL-13, IL-6/IL-13 and TNF-α/IL-13 were exclusively higher in smo][;lers 

without DM. These findings indicate that CP, associated with DM and/or smoking habit, is 

related to a critical systemic pro-inflammatory condition. The findings of the DMCP group were 

partially supported by those of a previous study [27], which also reported that the ratios of pro-

inflammatory cytokines (i.e. IL-1β, IL-6, TNF-α) to IL-4 were elevated in the serum of subjects 

with DM and CP, compared to systemically and periodontally healthy controls.  

 To date, a limited number of studies have focused on the comparison of systemic levels of 

cytokines among patients with CP, with and without risk factors. Furthermore, the few studies 

focusing on this subject have assessed a restricted number of cytokines, hampering direct 

comparisons with our study. In accordance with the current study, previous investigations have 

reported no differences in the absolute serum levels of some cytokines between diabetic and non-

diabetic subjects (TNF-α, IL-4, IL-6, IL-10 and IL-8) [24-27] and between smokers and non-

smokers (TNF-α and IL-6) [19,23] with periodontitis. A previous study [27] reported higher 

ratios of some pro-inflammatory to anti-inflammatory cytokines in subjects with type 2 DM and 

CP than in subjects with CP only. However, the diabetic patients of the Acharya study [27] 

presented higher mean levels of HbA1c (8.9%) compared to the subjects of our diabetic groups 

(7.8% and 7.6% for the DMCP and SDMCP groups, respectively). One of the most important 

findings of the current study is that the SCP group exhibited higher serum ratios of TNF-α/IL-4, 

TNF-α/IL-5, IL-17/IL-13 and IL-6/IL-13 than subjects with CP only. Therefore, non-diabetic 

smokers with CP presented a worse systemic inflammatory profile not only in relation to the 

periodontally and systemically healthy subjects, but also with regard to the subjects presenting 

CP alone. These findings of the SCP group open prospective for future investigations, as follow: 

i. whether this unfavorable inflammatory systemic profile is a consequence of the release of 
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pathogens and/or inflammatory biomarkers from the periodontal tissues into the circulation; ii. 

whether this systemic inflammation might have a detrimental impact on the periodontal 

destruction; iii. whether and, to what extent, this pro-inflammatory profile might trigger systemic 

pathological conditions; iv. why and how the presence of DM changes the relationship between 

periodontitis, smoking and systemic levels of cytokines; v. whether any other cytokine panel 

would be more influenced by diabetes than by smoking. 

 Considering that cytokines play roles in network organization, we established correlations 

and hierarchical clusters to verify the relationships of cytokines in the serum. Data revealed 

distinct clustering of cytokines according to each study groups. The most robust cluster was 

observed in the DMCP group. Eight pro-inflammatory cytokines, including IL-17, IL-23, IFN-γ, 

IL-12, IL-1β, IL-2, IL-21 and IL-6, clustered closely, as did the anti-inflammatory cytokine, IL-

4. These cytokines cluster at a branch further away from the leaf node, which included GM-CSF, 

to make a larger group of ten proteins. Notably, such relationships were not observed in diabetic-

smokers, suggesting that smoking habit might interfere in the cytokine interactions in subjects 

with DM. In fact, all these cytokines interact with each other in autoimmune, infectious and 

inflammatory diseases. IL-17 and its congeners, IL-21 and IL-23, are related to T helper (Th)-17 

cells, and upregulate the expression of other pro-inflammatory mediators such as GM-CSF, IL-

1β and IL-6 [46-47]. IL-17 also exerts its role as a counterpart of IFN-γ. During immune 

responses, both IL-17 and IFN-γ are often found at the site of inflammation, either coproduced 

by Th17 cells in the presence of IL-12 or produced individually by Th1 or Th17 cells and other 

cells [48-49]. The induction and function of Th17 and Th1 cells is regulated directly and 

indirectly by cytokines including IL-4, IL-10 and TGF-β, secreted by the other major subtypes of 

T cells, including Th2 and regulatory T cells (Treg) [50]. Finally, IL-2 is a pleiotropic cytokine 
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that drives all T-cell growth and expansion, but can also inhibit the differentiation of Th17 cells 

[51-52]. If and, to what extent, these cytokine interactions may affect the periodontal destruction 

in diabetic patients needs to be further investigated. Furthermore, further studies are needed to 

clarify the systemic consequences of such interactions.  

 The main strength of this study is the evaluation of a wide panel of pro-inflammatory and 

anti-inflammatory cytokines as well as their ratios. Furthermore, analyses were adjusted for age 

and gender and patients with CP were matched for disease severity to avoid the interference of 

these confounders. This study also presents limitations. Due to its cross-sectional design, it is not 

possible to predict the systemic and periodontal impact of the observed serum cytokine profiles 

over the long term. Furthermore, the evaluation of serum cytokine profiles in patients with DM 

and/or smoking habit without periodontitis would be interesting.  

Conclusion:  

 The ratios of pro- and anti-inflammatory cytokines are shifted to favor a proinflammatory 

status in the serum of patients with CP. Subjects with CP with one or both risk factors exhibited 

an even more pro-inflammatory cytokine profile, with non-diabetic smokers presenting more 

evident imbalances between pro- and anti-inflammatory cytokines. The relationships among 

serum cytokines were differentially influenced by CP only and by CP associated with DM and 

smoking, with diabetic non-smokers exhibiting more evident interplays among cytokines.  
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Table 1 - Demographic characteristics and full-mouth periodontal parameters (mean ± SD) of the 

study population. 

 

 

* A p-value <0.05 indicate differences among groups by One-way ANOVA.  

Different letters indicate differences between groups by and Tukey test (p< 0.05).   

M: male; PD: probing depth; CAL: clinical attachment level; BoP: bleeding on probing; HbA1c: 

glycated hemoglobin; SD: standard deviation; CP: chronic periodontitis; DM: diabetes mellitus; 

S: smoking; SDM: smoking plus DM. 

Parameters 

Groups  

p-value Control CP DMCP SCP SDMCP 

Gender (M %) 30 32.0 40.0 37.0 33.35 0.83 

Age (years) 51.6 ± 7.2 52.7 ± 8.3 55.9 ± 9.2  51.1 ± 7.7 54.5 ± 7.9 0.23 

Years of smoking  - - - 24.1 ± 12.1  27.5 ± 12.4 0.48 

Cigarettes/day (n) - - - 11.6 ± 1.3 17.4 ± 3.8 0.23 

Years of DM - - 6.7 ± 3.2 - 6.2 ± 2.5 0.32 

HbA1c (%) 5.9 ± 0.1 a 5.8 ± 0.1 a 7.8 ± 1.2 b 5.7 ± 0.2 a 7.6 ± 1.0 b 0.0001
*
 

Sites with plaque (%)  17.2 ± 4.1 a 61.1 ± 24.4 b 76.5 ± 20.7 b 72.2 ± 19.6 b 73.3 ± 27.8 b 0.001
*
 

 Sites with BoP (%) 8.2 ± 1.2 a  35.9 ± 26.2 b 44.4 ± 26.2 b 39.2 ± 28.9 b 30.7 ± 16.7 b 0.001
*
 

 PD (mm) 
2.2 ± 0.2 a 3.2 ± 0.8 b 3.8 ± 0.9 b 3.8 ± 1.2 b 3.6 ± 0.8 b 0.001

*
 

 CAL (mm) 2.2 ± 0.2 a  4.2 ± 1.2 b 5.3 ± 1.3 b 4.8 ± 1.6 b 5.0 ± 1.3 b 0.002
*
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Table 2  - Serum levels (median [mean ± SD]) of cytokines (pg/ml).  

Cytokines 
Groups   

p-value 
Control CP DMCP SCP SDMCP 

IL-10 11.3 (14.9 ± 15.4)  9.9 (10.0 ± 5.6)  4.8 (10.5 ± 17.0) 2.4 (5.4 ± 6.2) *† 5.0 (18.1 ± 37.5) 0.003 

IL-4 46.2 (47.6 ± 21.6)  18.2 (21.8 ± 14.9)* 7.9 (16.0 ± 21.6)* 5.0 (12.3 ± 21.4)*†  18.2 (15.1 ± 10.6) * <.0001 

IL-5 1.4 (2.1 ± 3.0)  0.5 (1.2 ± 1.5)* 0.1 (1.4 ± 3.9)*  0.1 (0.6 ± 1.6)*†  0.1 (0.5 ± 0.7)*†  <.0001 

IL-13 3.7 (15.4 ± 42.5)  2.4 (10.4 ± 20.6)  1.3 (11.7 ± 46.4)* 0.2 (1.1 ± 1.5) *† 3.0 (12.8 ± 2.2)  <.0001 

IL-2 1.2 (1.2 ± 0.6)  0.9 (1.1 ± 0.8)  0.4 (0.7 ± 0.9) *† 0.4 (0.6 ± 0.6) *† 1.1 (1.8 ± 3.5)  <.0001 

TGF-β 2.9 (11.3 ± 19.2) 2.2 (2.6 ± 1.8) 2.2 (4.5 ± 5.0) 2.2 (3.0 ± 2.8) 2.2 (2.6 ± 1.3) 0.092 

IL-8 8.0 (15.2 ± 21.9) 3.5 (5.1 ± 5.3) 3.7 (6.8 ± 9.8) 3.5 (4.7 ± 5.3) 5.2 (12.9 ± 26.5) 0.1366 

MIP-1α 18.1 (85.9 ± 326.8)  12.1 (14.7 ± 10.5)  8.8 (40.8 ± 120.4)* 7.4 (7.5 ± 5.3) *† 8.8 (48.1 ± 123.9) * <.0001 

IL-1β 1.1 (1.2 ± 0.6)  0.9 (1.1 ± 0.8)  0.4 (0.7 ± 1.1)*  0.4 (0.5 ± 0.4) *† 0.9 (1.5 ± 1.8)  <.0001 

TNF-α 4.9 (5.0 ± 1.7)  3.5 (4.7 ± 2.9) 3.5 (4.4 ± 2.4) 3.4 (3.5 ± 1.1) * 4.4 (6.2 ± 4.6) 0.0108 

IL-6 3.6 (3.5 ± 1.4)  2.5 (2.9 ± 2.1)  1.6 (2.0 ± 2.5)* 1.5 (1.8 ± 1.2) * 1.3 (2.1 ± 2.5) * 0.0002 

INF-γ 7.5 (7.3 ± 2.5)  5.9 (5.8 ± 2.4)  3.1 (3.8 ± 3.8)*† 2.7 (2.9 ± 2.4) *† 2.9 (4.6 ± 2.5) *† <.0001 

IL-12 2.7 (2.6 ± 1.2)  2.8 (3.1 ± 2.1)  0.8 (1.4 ± 2.0)*† 1.1 (1.2 ± 0.9) *† 1.6 (2.0 ± 1.6)  <.0001 

IL-17 9.8 (10.2 ± 3.3)  7.8 (8.4 ± 3.4)  6.1 (7.1 ± 7.0)* 5.1 (6.2 ± 5.2) *† 6.8 (7.2 ± 2.9) * <.0001 

IL-21 0.4 (1.2 ± 1.7) 0.1 (0.6 ± 1.2) 0.0 (0.7 ± 1.6) 0.0 (0.7 ± 1.5) 0.2 (1.0 ± 2.1) 0.060 

IL-23 283.3 (396.0 ± 304.6)  157.7 (258.2 ± 218.2)  78.2 (255.7 ± 709.1)* 84.1 (130.3 ± 128.5)* 200.2 (357.4 ± 475.5)  <.0001 

GM-CSF 86.4 (159.1 ± 193.2)  52.9 (109.9 ± 198.3)  35.0 (57.8 ± 63.6) * 43.5 (126.9 ± 351.4)  79.8 (176.5 ± 251.6) 0.022 
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* Significantly different from the control group by the mixed-model ANOVA, followed by post hoc analyses with the Bonferroni 

correction (p>0.05).  

† Significantly different from the CP group by the mixed-model ANOVA, followed by post hoc analyses with the Bonferroni 

correction (p>0.05).  

SD: standard deviation; CP: chronic periodontitis; DM: diabetes mellitus; S: smoking; SDM: smoking plus DM; IL: interleukin, TGF:  

transforming growth factor; MIP: macrophage inflammatory protein; TNF: tumor necrosis factor; IFN: interferon; GM-CSF:  

granulocyte macrophage- colony-stimulating factor.  

  

IL-7 9.9 (10.1 ± 4.5)  7.8 (6.8 ± 4.1) 3.8 (5.2 ± 4.7) * 3.5 (4.5 ± 3.5) * 5.9 (5.2 ± 4.4) * 0.0001 
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Table 3 - Ratios (median [mean ± SD]) of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines that were statistically significantly 

different to that of the control group or CP.  

Ratios 
Groups   

p-value 
Control CP DMCP SCP SDMCP 

TNF-α/IL-10 0.43 (0.80 ± 1.00) 0.45 (0.68 ± 0.57) 0.75 (2.35 ± 3.95) 1.37 (3.98 ± 5.79)* 1.07 (2.15 ± 2.50) 0.0236 

IL-12/IL-4 0.07 (0.06 ± 0.02) 0.16 (0.24 ± 0.27)* 0.11 (0.30 ± 0.52)* 0.22 (1.23 ± 2.48)* 0.14 (0.81 ± 2.24)* <0.001 

IL-17/IL-4 0.24 (0.24 ± 0.08) 0.43 (1.10 ± 2.25)* 0.75 (1.46 ± 1.67)* 0.97 (12.91 ± 41.21)* 0.55 (7.13 ± 26.09)* <0.0001 

IL-1β/IL-4 0.03 (0.03 ± 0.02) 0.11 (0.05 ± 0.17)* 0.06 (0.12 ± 0.15)* 0.12 (1.15 ± 3.57)* 0.12 (0.44 ± 1.34)* <0.0001 

IL23/IL-4 7.13 (8.76 ± 7.66) 10.17 (29.08 ± 75.16) 8.86 (23.33 ± 37.67)* 21.73 (64.06 ± 114.10)* 16.60 (320.93 ± 129.47) 0.0013 

IL-6/IL-4 0.06 (0.09 ± 0.07) 0.12 (0.28 ± 0.61)* 0.15 (0.36 ± 0.57)* 0.36 (2.80 ± 5.59)* 0.21 (0.89 ± 2.46)* <0.0001 

IL-7/IL-4 0.21 (0.24 ± 0.15) 0.31 (0.40 ± 0.32) 0.35 (1.37 ± 2.77) 0.84 (3.44 ± 10.84)* 0.35 (1.84 ± 4.03) 0.0037 

INF-γ/IL-4 0.18 (0.17 ± 0.06) 0.31 (0.87 ± 1.96)* 0.37 (0.73 ± 0.96)* 0.68 (2.60 ± 4.82)* 0.33 (2.91 ± 9.18)* 0.0002 

TNF-α/IL-4 0.10 (0.13 ± 0.08) 0.19 (0.69 ± 1.60) 0.41 (1.37 ± 2.36)* 0.76 (15.78 ± 46.56)*† 0.53 (5.07 ± 17.72)* <0.0001 

IL-12/IL-5 1.73 (3.35 ± 5.21) 5.22 (8.34 ± 9.23) 5.61 (19.05 ± 31.58) 9.44 (18.40 ± 23.55)* 5.99 (21.31 ± 55.57) 0.0079 

IL-17/IL-5 8.16 (14.52 ± 24.99) 14.61 (31.11 ± 47.78) 56.33 (110.17 ± 137.14)* 80.78 (118.53 ± 146.23)* 21.44 (102.67 ± 258.17)* 0.003 

IL-1β/IL-5 0.84 (1.63 ± 3.00) 1.64 (3.20 ± 4.74)* 2.98 (7.97 ± 10.39)* 5.83 (9.48 ±10.08)* 3.72 (41.66 ± 162.01)* 0.010 

IL-6/IL-5 2.26 (7.17 ± 21.70) 3.88 (7.47 ± 8.24) 12.83 (33.17 ± 67.35)* 20.00 (33.49 ± 39.61)* 10.00 (22.17 ± 40.27) 0.0009 

TNF-α/IL-5 3.56 (8.94 ± 20.36) 6.30 (17.33 ± 25.81) 28.81 (100.25 ± 165.31)* 52.00 (94.13 ± 93.90)*† 17.21 (88.68 ± 222.19)* <0.0001 

IL-17/IL-13 2.31 (3.97 ± 3.89) 3.39 (4.79 ± 5.98) 3.88 (50.36 ± 120.01) 7.17 (52.77 ± 97.63) *† 2.68 (39.54 ± 108.43) 0.0117 

IL-6/IL-13 0.80 (1.55 ± 2.82) 0.93 (1.22 ± 1.26) 0.85 (14.76 ± 35.99) 2.11 (16.71 ± 29.81) *† 1.15 (5.07 ± 9.79) 0.0208 

TNF-α/IL-13 1.32 (2.17 ± 2.82) 1.24 (3.70 ± 6.65) 2.37 (57.78 ± 169.24) 5.55 (37.77 ± 57.52)* 1.98 (35.56 ± 93.01) 0.0095 
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* Significantly different from the control group by the mixed-model ANOVA, followed by post hoc analyses with the Bonferroni 

correction (p>0.05).  

† Significantly different from the CP group by the mixed-model ANOVA, followed by post hoc analyses with the Bonferroni 

correction (p>0.05).  

SD: standard deviation; CP: chronic periodontitis; DM: diabetes mellitus; S: smoking; SDM: smoking plus DM; IL: interleukin, TNF: 

tumor necrosis factor; IFN: interferon.  
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Table 4 - Pearson correlation coefficients for cytokines.  

Groups Cytokines Cytokines 

MIP-1α IL-8 IL-6 IL-5 IL-23 IL-4 IL-21 IL-2 IL-1β IL-17 IL-12 IL-13 TGF-β 

Control IL-5            0.9637 

  

 

 

CP 

MIP-1α  0.9253 
 

           

IL-5            0.8957 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DMCP 

IL-8    0.9001 
 

       0.9094 
 

 

IL-5            0.9509 
 

 

IL-6     0.8544 
 

 0.7763 
 

0.8173 
 

0.8255 
 

0.8640 
 

   

IL-23      0.81640 
 

0.87740 
 

0.8918 
 

0.8959 
 

0.9507 
 

   

IL-4       0.8210 
 

0.8118 
 

0.7924 
 

0.7787 
 

   

IL-21        0.9330 
 

0.9260 
 

0.8430 
 

   

IL-2         0.9770 
 

0.9129 
 

 
 

  

IL-1β          0.9087 
 

   

IL-12   0.8056  0.8676  0.8802 0.9443  

 
0.9425 

 

0.9058 
   

INF-γ     0.8759 0.7774 0.8490 0.9313 0.9254 0.9260 0.8745   
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Statistically significant pairs of cytokines were considered when correlation coefficients was >0.75 and p<0.001.  

 

 

 

SCP 

IL-8    0.8786 
 

     0.7982 
 

   

IL-5          0.8962 
 

   

IL-2         0.8875     

GM-CSF             0.8644 
 

SDMCP TNF-α 0.8677 
 

0.8669 
 

0.7689 
 

          

MIP-1α  0.9953 
 

0.7515 
 

          

IL-8   0.7526 
 

          

IL-2         0.8333 
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Figure legend  

Figure 1 - Dendrogram plots demonstrate hierarchical clustering patterns of biomarkers.  
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4. Conclusões finais  
  

  

 Em conclusão:  

1- As razões entre as citocinas pró- e anti-inflamatórias estão alteradas no soro de pacientes 

com periodontite crônica generalizada, favorecendo um estado pro-inflamatório.  

2- Os indivíduos com periodontite crônica generalizada apresentando um ou ambos fatores de 

risco exibem um perfil de citocinas ainda mais pró-inflamatório, sendo que os fumantes não-

diabéticos apresentam um desequilíbrio mais evidente entre citocinas pró- e anti-inflamatórias.  

3- As relações entre as citocinas séricas são influenciadas de forma diferente pela periodontite 

crônica sozinha e associada à DM e ao tabagismo, sendo que as interrelações mais robustas estão 

observadas nos pacientes diabéticos não-fumantes. 
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