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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT) como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo-cirargico (TPNC) sobre o
quadro periodontal e controle metabdlico em pacientes portadores de diabetes
mellitus tipo 2 com periodontite crénica (moderada/grave). Foram incluidos 12
pacientes diabéticos divididos em dois grupos aleatérios de tratamento: 6 pacientes
receberam TPNC associada a aPDT (G1) e 6 pacientes receberam a TPNC (G2). O
estudo constou de cinco momentos, TO, T1, T2, T3 e T4 respectivamente, preparo
do paciente, tratamento, 30, 90, 180 dias. Em todos os periodos, exceto TO, foi
realizada avaliacdo dos parametros clinicos periodontais e dosagem de frutosamina,
sendo realizada ainda, em T1 e T2, a coleta de fluido crevicular gengival para exame
de PCR (reacdo de polimerase em cadeia) em tempo real de citocinas e marcador
da resposta inflamatoéria e, em T1, T3 e T4 as dosagens de hemoglobina glicada
(HbAlc). A amostra foi composta por 8 pacientes do sexo feminino e 4 do sexo
masculino, sendo 5 pacientes do sexo feminino no grupo teste e 3 no controle, 1
paciente do sexo masculino no grupo teste e 3 no controle. A idade média foi de
52,17 anos e o tempo médio de diabetes foi de 9,58 anos. Em relacdo a medicacao
utilizada, 67% dos pacientes faziam de hipoglicemiante oral, 8,3% de insulina e
24,7% associavam estas medicacdes. Os grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes quando analisados o0s parametros clinicos e
metabdlicos iniciais. Foi utilizado o teste de Mann Whitney para comparacao entre os
grupos e o teste de Wilcoxon para avaliar a evolugdo dentro de cada grupo nos
periodos de avaliacdo. O indice de placa ndo sofreu variaces significativas dentro
de cada grupo, mas em T2 (30 dias) foi demonstrado que o grupo teste apresentava
este indice significativamente menor que o grupo controle (p = 0,02). Em relagéo ao
sangramento a sondagem, ambos os grupos demonstraram reducdo significativa
entre TL e T2 (p = 0,046 e p = 0,04, G1 e G2 respectivamente), ndo havendo
diferenca entre os grupos. Em relacdo a profundidade & sondagem e nivel de
insercado clinica, os grupos nao apresentaram diferencas entre si, mas houve
reducdo das mesmas, que foram mantidas em todos os periodos de avaliacao
quando comparadas a T1. Em relagdo a hemoglobina glicada e frutosamina, nédo
houve diferenca significativa entre os grupos ou dentro dos mesmos em nenhum

momento. A analise por PCR em tempo real dos niveis de expressdo do mRNA



demonstrou ndo haver diferenca significativa na expressdo TNF-a, IL-13, MCP-1 e
TGF-p antes e ap6s o tratamento periodontal porém, no periodo de 30 dias apés o
tratamento observou-se uma reducédo significativa na expressao génica da citocina
IFN-y e marcador celular CD4*CD28* e aumento na expressao de IL-10. Dentro das
limitacdes deste estudo, pode-se concluir que: a) a TPNC, associada ou ndo a aPDT
melhora o quadro periodontal em pacientes diabéticos de forma semelhante; b) a
TPNC, associada ou ndo a aPDT nao interferem no controle glicémico de diabéticos
e c) o tratamento periodontal ndo cirdrgico parece influenciar a expressdo de

citocinas inflamatérias no fluido crevicular gengival de pacientes diabéticos.

Palavras-chave: Citocinas. Diabetes Mellitus. Doenga Periodontal. Terapia

Fotodindmica. Reacdo de Polimerase em Cadeia.
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of antimicrobial photodynamic therapy (aPDT)
as an adjunct to non-surgical periodontal treatment (NSPT) on the periodontal status
and metabolic control in patients with type 2 diabetes mellitus and chronic
periodontitis (moderate / severe). Twelve diabetic patients were included in two
randomized treatment groups: 6 patients received NSPT associated with aPDT (G1)
and 6 patients received NSPT (G2). The study consisted of five moments, TO, T1, T2,
T3 and T4 respectively, patient preparation, treatment, 30, 90, 180 days. In all
periods, except TO, reviewed periodontal clinical parameters and serum fructosamine
was performed, being held in T1 and T2 collecting gingival crevicular fluid for
examination real time PCR (polymerase chain reaction) cytokine and marker of the
inflammatory response, and T1, T3 and T4 assay of glycated hemoglobin (HbAlc).
The sample consisted of 8 females and 4 males, 5 females in the test and 3 in control
group, 1 male patient in the test group and 3 in the control. The average age was
52.17 years and mean duration of diabetes was 9.58 years. Regarding medication
use, 67% of patients used oral hypoglycemic agents, insulin 8.3% and 24.7%
associated these medications. The groups showed no statistically significant
differences when analyzed baseline clinical and metabolic parameters. The Mann
Whitney test used for comparison between groups and the Wilcoxon test was used to
assess progress within each group in the evaluation periods. The plaque index did
not change within each group, but in T2 (30 days) showed that the test group had
significantly lower this index the control group (p = 0.02). Regarding the bleeding on
probing, both groups showed a significant reduction between T1 and T2 (p = 0.046
and p = 0.04, G1 and G2 respectively), with no difference between groups. In relation
to probing depth and clinical attachment level, the groups did not differ from each
other, but there was a reduction of the same, which were maintained in all evaluation
periods compared to T1. In relation to glycated hemoglobin and fructosamine, there
were no significant differences between groups or within the same in any moment.
Analysis by real time PCR of mRNA expression levels showed no significant
difference in the expression of TNF-a, IL-13, MCP-1 and TGF-B before and after
periodontal treatment but, within 30 days after treatment there was a significant
decrease in the IFN-y cytokine and cell marker CD4*CD28* gene expression and

increased expression of IL-10. Within the limitations of this study, we can conclude



that: a) TPNC, associated or not with aPDT, improves similarly periodontal status in
diabetic patients; b) TPNC, associated or not with aPDT not interfere with glycemic
control in diabetic and c) TPNC appears to influence the expression of inflammatory
cytokines in gingival crevicular fluid of diabetic patients.

Key words: Cytokines. Diabetes Mellitus. Periodontal disease. Photodynamic
Therapy. Polimerase Chain Reaction.



LISTAS (ILUSTRACOES, GRAFICOS, TABELAS E
ABREVIATURAS



LISTA DE ILUSTRACOES (FIGURAS E QUADROS)

FIGURA 1 - Diagrama de JablonSKY........ccccoiiiiiiiiiiiiieeeeeics s e 41
FIGURA 2 - Diagrama d0O €STUAO...........uuuiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 61
QUADRO 1 - Citocinas, tipo de resposta e atividade na doenca periodontal........ 38
QUADRO 2 - Significado dos escores do indice de placa............cccuveeeeeeiiiiiiennnn. 53
QUADRO 3 - Distribuicdo dos grupos em relacdo ao tratamento.......................... 55

QUADRO 4 - Primers UtiliZados. ........ccooeiiiiiiiiieeeeeiiices e 59



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 - Variacdo da Hemoglobina Glicada (HbA1C) entre os grupos, por

PEriodo de aValIAGAO. ...........uuuveiiiiiiie e ei e e e e e e e e e e e e e e e e e

GRAFICO 2 - Variagdo da frutosamina entre os grupos, por periodo de

oY= 1= Lo > Lo

GRAFICO 3 - Variac6es nos niveis de TNF-o. de G1 e G2 entre os periodos T1 e

69

69

70

70

71

71

72

72



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Caracterizacdo demografica e médica dos grupos............ccceevvvvvnnnens

TABELA 2 - Avaliacdo da homogeneidade entre os grupos pelos parametros
periodontais, metabdlicos e tempo de diabetes..............oeeeiiiiiiiiiiii i

TABELA 3 - Medidas descritivas e comparativas dos indices periodontais por

modalidade de tratamento e periodo de avaliaGao............c.eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e

TABELA 4 - Medidas descritivas e comparativas dos parametros clinicos por

modalidade de tratamento e periodo de avaliaGao............ccceevvvvvvviiiiiiiieeeeeeeeeee,

TABELA 5 - Medidas descritivas e comparativas da Hemoglobina Glicada
(HbAL1C) por modalidade de tratamento .............coovviiiiiiiiiiiiiiiiie e e e

TABELA 6 - Medidas descritivas e comparativas da Hemoglobina Glicada
(HbAL1C) por periodo de avaliaGa0...........cceeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeee e

TABELA 7 - Medidas descritivas e comparativas da Frutosamina por

modalidade de tratamMENTO. ... oo e

TABELA 8 - Medidas descritivas e comparativas da Frutosamina por periodo de

o \VZ= 1= (o= o J PRSPPI

64

65

66

67

67

68



LISTA ABREVIATURAS

aPDT - Terapia fotodinamica antimicrobiana
CD4 - Agrupamento de diferenciacdo CD4
CD8 - Agrupamento de diferenciagcdo CD8
CD28 - Agrupamento de diferenciagao CD28
cDNA - DNA complementar

FCG — Fluido crevicular gengival

G1 - Grupo teste

G2 - Grupo controle

GAPDH - Desidrogenase de Gliceraldeido 3-fosfato
HbAlc - Hemoglobina glicada

IL-1B - Interleucina-1p

IL-4 - Interleucina 4

IL-6 - Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

IL-10 - Interleucina 10

IL-17 - Interleucina 17

IFN-y - Interferon y

IP - indice de placa

MCP-1 - Proteina quimiotéatica para mondcitos 1
MMP - Matriz de metaloproteinase

MRNA - RNA mensageiro

NIC - Nivel de insercéo clinico

NK - Células natural killer

PCR - Reacgéo de Polimerase em Cadeia
PDT - Terapia fotodinamica

PGE: - Prostaglandina E2

PS - Profundidade a sondagem

RAR - Raspagem e alisamento radicular
SSG - Sangramento a sondagem gengival
TGFp - Fator de crescimento transformador 3
Thl - Células T helper 1



Th2 - Células T helper 2

Th17 - Células T helper 17

Treg - Células T regulatérias
TNF-a - Fator de necrose tumoral a

TPNC — Tratamento periodontal ndo cirdrgico



SUMARIO



SUMARIO

(L RESI0] 51U 07X 0 J TR 24
2 REVISAO DA LITERATURA . .....oouiiieeeeeeeeeee et n sttt 27
2.1 Influéncia do diabetes mellitus na doenca periodontal......................... 30

2.2 Influéncia da doenca periodontal no controle metabdlico do diabetes

MBI ITUS e e ettt e e e e e e e e e e e e e bbb e ren e 31
2.3 Citocinas e marcadores da resposta inflamatéria na periodontite....... 33
2.4 Terapia fOtOdINAMICA. . .cciiiiiiiii e 39

S OBUIETIVOS... ettt ettt ettt rab e s e e s ann e e 43
3.1 ODJEIVO GEIAL. ..o 44
3.2 Objetivos €SPECITICOS. ..iiii it 44

A HIPOTESES. ..ottt ettt s st s e s s s e e e s s nees 45
S METODOLOGIA . ... oot e e e e e e e et e e e et e e en eeeanaeeenes 47
5.1 Delineamento dO €StUAO........cooeiiiiiiiiiieeiiiiie e 48
5.2 ASPECIOS BlICOS . uuiiiii i i i e e e e e ——————— 48
5.3 SElECA0 UA AMOSIIA. .. ciiiii i e 48
5.4 Avaliagao clinica periodontal..........c..ooeiiiiiiiiiiiie e 51
5.4.1 Profundidade & SONAagem........c..ueeiiiieiiiiiiiiieee e 52

5.4.2 Nivel de inSergao CliNICO........cccooeiiiiiiiceee e, 52

5.4.3 INAICE UE PlACA....c.eeiiiee ettt 52

5.4.4 Sangramento gengival & SoNdagem..........cccuueeeeeeriiiiieeeeen e 53

5.5 Avaliacdo do controle metabdlico do diabetes mellitus....................... 53
5.6 Terapéutica periodontal e acompanhamento clinico............................ 54
5.7 Andlise da resposta inflamatoria...........ccccoeevviiiiiiiiiiiee e, 56
5.7.1 ObtenGao das amOSTIasS......ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiieiieeee et 56

5.7.2 Extracéo e quantificagc8o de RNA .........ccuuiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 57

5.7.3 0DtenGa0 dO CDNA ... ..o 58

5.7.4 Deteccéo e quantificacao das citocinas/marcador.............cce...... 58



5.8 ANALISE dOS HAUOS .. e e 60

5.9 Diagrama dO @StUAO.......coeiiiiiiiiiiiiiiie et e e 60
0 RESUL T AD DS ... 62
T DISCUSSAOD. ..ot ettt ettt e e eree s 74
B CONCLUSODES. ..ottt ettt e ettt e et et ee e ere e e e e 86
REFERENCIAS. ...ttt ettt e et et e e e e e e e e s sestessnes s s s e s et eean s e s enenennanns 88
ANEXOS E APENDICES . ...coc e et e ettt ee e et e e e e aeiane s 99
ANEXO A - Aprovagao dO COEP.........ocooeiiiiiiiiiiie et 100
APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido.......cc........... 101
APENDICE B - FICA ClINICA. ..ttt eee ettt ettt et eennesanesssessne s s smes 102
APENDICE C - AvaliaGa0 Periodontal..........cccceevieeeeeeee e 103
APENDICE D - Avaliaga0 MetabOliCa..........ccoveeeveueeeeeeeeeeeeeee e 104

ARTIGO SUBMETIDO......cuuiiiiiieei ettt 105



24

1 INTRODUCAO



25

1 INTRODUCAO

A periodontite tem como determinante o biofilme bacteriano, no entanto,
doencas sistémicas podem atuar sobre o seu curso interferindo na capacidade dos
tecidos periodontais de reagir a agressdo ou modulando essa acao, e aumentando o
risco de desenvolvimento e a gravidade da doenca ja instalada (SOUTHERLAND;
TAYLOR; OFFENBACHER, 2005).

Dentre os fatores sistémicos de risco a periodontite, o diabetes mellitus ocupa
um quadro de destaque e determinou muitas pesquisas para que 0 seu mecanismo
de acao sobre o periodonto, e vice-versa, fosse elucidado (CORBELLA et al., 2013).

O diabetes é um distarbio enddcrino-metabdlico caracterizado pelo aumento
dos niveis de glicose sanguineos causado pela deficiéncia parcial ou total na
secrecdo de insulina pelas células P pancreaticas e/ou por resisténcia a sua acao.
Essa alteracdo metabdlica conduz o individuo a um quadro de hiperglicemia crbénica
que acarreta danos a diversos 6rgdos e anormalidades sistémicas incluindo
alteracdes vasculares, disfuncédo de neutrofilos e metabolismo anormal do colageno
(MEALEY; OCAMPO, 2007).

Infec¢des tém sido associadas a alteracfes da resposta enddcrino-metabdlica
do hospedeiro com piora do controle glicémico e, neste contexto, a periodontite
parece exercer influéncia sobre o controle metabdlico do diabetes. O diabetes, por
sua vez, parece influenciar a gravidade da periodontite, demonstrando a existéncia
de uma relacédo bidirecional entre estas patologias (MEALEY; OATES, 2006;
ALMEIDA et al., 2013).

A presenca de microrganismos periodontopatdégenos, por sua vez, esta
relacionada a resposta imunoldgica, pois a presenca ou auséncia dos mesmos pode
afetar a liberacdo de mediadores inflamatorios associados a degradacédo tecidual.
Alguns mediadores inflamatérios como, fator de necrose tumoral o (TNF-a),
interleucina-1p (IL-1pB), interleucinas 4, 6 e 10 (IL-4, IL-6 e IL-10), prostaglandina E2
(PGE2), matriz metalo-proteinases (MMP), interferon y (IFN-y), fator de crescimento
transformador B (TGF-B), e quimiocinas se apresentam em quantidade alterada na
doenca periodontal (O'CONNEL et al., 2008; ESCOBAR, 2009; LAGES, 2011,
PRESHAW; TAYLOR, 2011; PRESHAW, 2012).
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Estudos avaliaram o impacto da terapia periodontal ndo cirdrgica, com
raspagem e alisamento radicular (RAR), sobre o controle glicEmico de diabéticos e
evidéncias da melhora metabdlica destes pacientes foram demonstradas (KIRAN et
al. 2005; FARIA-ALMEIDA; NAVARRO; BASCONES, 2006; NAVARRO-SANCHEZ;
FARIA-ALMEIDA; BASCONES-MARTINEZ, 2007, KOROMANTZOS et al.,, 2011),
bem como diminuicdo da inflamacédo sistémica com reducdo de mediadores da
resposta inflamatéria (CORREA et al., 2008; O’'CONNELL et al., 2008; CORREA et
al., 2010).

Apesar da RAR ser considerada o padrdo ouro para o tratamento da
periodontite, muitas vezes ndo € capaz de eliminar completamente a infeccao
periodontal e o processo inflamatorio associado, principalmente em individuos com
comprometimento sistémico e propensao a casos mais graves de periodontite, como
diabéticos. Diante desta limitacdo, a utilizacdo de associacfes a tratamentos
alternativos tem sido proposta sendo o uso de antibioticoterapia, local ou sistémica,
a mais difundida (JONES et al., 2007; O'CONNELL et al., 2008; AL-ZAHRANI et al.,
2009; ENGEBRETSON; HEY-HADAVI, 2011; GILOWSKI et al., 2012; BOTERO et
al., 2013; MUNENAGA et al., 2013; MACEDO et al., 2014).

A antibioticoterapia sistémica, apesar de demonstrar alguns beneficios na
associacdo a RAR, apresenta como restricbes a resisténcia bacteriana e efeitos
colaterais. Com o0 objetivo de minimizar estes efeitos novas opc¢bes tem sido
testadas para potencializar o efeito da terapia periodontal, como o caso da terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT) que, objetiva a inativacdo de microrganismos

associados as condi¢des patoldgicas do periodonto (ALMEIDA et al., 2006).

Esta terapia consiste na irradiacdo por um laser de baixa intensidade sobre
areas infectadas que, previamente coradas por um fotossensibilizador especifico e
na presenca de oxigénio, inicia reac6es fotoquimicas que irdo levar a formacgéo de
espécies reativas de oxigénio toxicas ao microrganismo podendo, por diferentes
mecanismos, diminuir sua acdo patologica ou até mesmo elimina-lo (AMORIM,
2007).

Estudos tém demonstrado que a terapia fotodinAmica antimicrobiana possui a
capacidade de reduzir microrganismos associados a periodontite e inativar citocinas,
0 que impacta positivamente o tratamento periodontal (CHAN; LAI, 2003; SOUSA,
2007; O’'CONNELL et al., 2008; BRAHAM et al., 2009).
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Esta pesquisa objetiva avaliar a efetividade da terapia periodontal néo
cirdrgica, através da RAR associada a aPDT em pacientes diabéticos, avaliando sua
influéncia sobre o controle metabdlico do diabetes em individuos com periodontite
moderada e/ou grave, assim como estudar as alteracbes na expressao de citocinas

inflamatorias relacionadas a periodontite no diabético.

A condicao atual do conhecimento sobre a relacdo da influéncia da condicao
periodontal no controle metabdlico do diabetes ndo apresenta, até o momento, um
consenso ou possui critérios especificos para uma abordagem propedéutica,
necessitando maiores informacdes para formulacdo de condutas que contribuam

para a melhoria das respostas ao tratamento realizados em diabéticos.

2 REVISAO DA LITERATURA



28

2 REVISAO DA LITERATURA

As doencas periodontais sdo caracterizadas por uma reacéo inflamatoria nos tecidos de
suporte dos dentes em decorréncia de uma infec¢do provocada por um grupo especifico de
bactérias organizadas num biofilme que, caso ndo seja tratada evolui para um quadro de

periodontite, resultando em destruicdo Gssea e posterior perda dental (GIANNOBILE, 2008).

Geralmente, o diagnostico clinico de periodontite se baseia na extensdo das medidas
de bolsas periodontais, perda de insercéo clinica e no padréo e extensdo da perda 6ssea

alveolar, podendo estas medidas ser avaliadas em combinacdo ou ndo (PAGE; EKE, 2007).

A periodontite é uma doenca complexa, pois sua a expressdo envolve a interacdo do
biofilme bacteriano com a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro, podendo ser modificada
por fatores ambientais e/ou sistémicos (KORNMAN, 2008).

Dois grandes grupos foram definidos na atual classificacdo das doencas periodontais, a
periodontite crbnica e a agressiva, sendo as duas formas distintas, principalmente, através da
quantidade de placa e padréo de destruicdo periodontal, idade e status médico (ARMITAGE,
2004).

Tem sido demonstrado que a periodontite cronica é a forma mais comum da doenca,
sendo que afeta a maioria dos pacientes de forma moderada (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2005).

A periodontite crénica pode se manifestar com diferentes padrdes de extenséo,
localizada ou generalizada sendo que, ambas as formas apresentam a mesma etiologia
variando somente em relacéo ao percentual de sitios ou dentes afetados, sendo considerada
localizada quando encontrado um percentual menor ou igual a 30% e generalizada quando
maior que 30% (ARMITAGE, 2010).

Ao longo dos anos, doencas sistémicas tém sido associadas a periodontite,
aumentando o risco de desenvolvimento e a gravidade da doenca periodontal.
Dentre os quadros sistémicos associados a doenca periodontal, o diabetes mellitus
figura com destaque (SOUTHERLAND; TAYLOR; OFFENBACHER, 2005).

O diabetes compreende um grupo de doencas metabdlicas caracterizado por
uma hiperglicemia crénica resultante de alteragdes na secrecdo de insulina, agdo da
insulina ou ambos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013).
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O Ministério da Saude (2012) reportou uma prevaléncia de 11,7 % de
diabéticos no Brasil no ano de 2012 e estima-se que, atualmente, 382 milhdes de
pessoas no mundo tem diabetes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2013).

Dois grandes grupos tem destaque na classificagdo do diabetes mellitus: tipo
1 e tipo 2. No diabetes do tipo 1 ocorre uma destruicdo primaria das células B
pancreaticas, geralmente associada a processos autoimunes relacionados a
predisposicdo genética e fatores ambientais. No diabetes do tipo 2 ocorre uma
combinacdo de resisténcia a ag¢do da insulina e uma resposta compensatoria
inadequada. Esta Ultima categoria apresenta maior prevaléncia e, um grau de
hiperglicemia crénica assintoméatico pode estar presente por um longo periodo antes
da deteccdo do diabetes, e podendo causar alteraces patoldgicas e funcionais em
diversos 0rgdos na auséncia de sintomas clinicos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2013).

Sintomas da hiperglicemia grave incluem polidria, polidpsia, perda de peso,
polifagia e comprometimento visual. Complicacbes agudas e ameacadoras sédo a
cetoacidose diabética e o estado hiperglicémico hiperosmolar. As complicacdes
cronicas do diabetes podem ser microvasculares (retinopatia, nefropatia, neuropatia)
e macrovasculares (doenca cardiovascular aterosclerética, doenca vascular
periférica e doenca cérebro-vascular). A hipertensdo arterial, anormalidades do
metabolismo das lipoproteinas e a periodontite estdo frequentemente presentes em
diabéticos (MEALEY; OCAMPO, 2007).

A hiperglicemia crénica promove ainda alteracbes na resposta
imunoinflamatéria que contribui para uma susceptibilidade aumentada a infeccdes
que, nas suas formas agudas, tém sido associada a piora do controle glicémico
(MEALEY; OCAMPO, 2007; CASQUEIRO; CASQUEIRO; ALVES, 2012; ALMEIDA
et al., 2013).

Assim, cada vez mais o diabetes e periodontite estdo relacionados,
demandando pesquisas no sentido elucidar o mecanismo de agéo do diabetes sobre

o periodonto e da condi¢éo periodontal sobre o diabetes (ALMEIDA et al., 2013).
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2.1 Influéncia do diabetes mellitus na periodontite

Estudos relatam que diabéticos apresentam uma probabilidade duas a trés
vezes maior de ocorréncia da periodontite, principalmente devido as mudancas
vasculares, falta de oxigenacdo, renovacdo metabdlica inadequada, disfuncdo de
leucécitos e outras alteragBes imunoldgicas e metabdlicas no tecido conjuntivo
(MEALEY; OCAMPO, 2007; ALMEIDA et al., 2013).

A maior causa das alteracbes vasculares é a prolongada exposicdo a
hiperglicemia crénica que promove alteracbes na membrana basal dos vasos
sanguineos levando a obstrucdo dos capilares que determina uma microangeite
diabética nos tecidos bucais. Esta alteracdo estd relacionada com a durag¢do do

diabetes e seu controle metabolico (ANDERSEN et al., 2007).

Mealey e Rose (2008) relataram que no diabetes existe maior deficiéncia da
resposta imune, sendo observada a diminuicdo da quimiotaxia, aderéncia e
fagocitose em macréfagos e polimorfonucleares, considerados causa potencial de
infeccdo bacteriana.

O diabetes também esta relacionado a uma diminuicdo na sintese do
colageno, depressao no crescimento e na proliferacdo de fibroblastos, reducédo na
sintese de matriz 6ssea, aumento no nivel da colagenase gengival e degradacao do
colageno recém formado (MEALEY; OATES, 2006).

A base bioguimica para tais alteracbes é a formacdo de produtos de
glicosilacdo avancada (AGEs) resultantes da alta concentracdo de glicose no
sangue, levando a danos indiretos a células endoteliais, epiteliais, linfocitos e
mondcitos. Assim, o aumento da colagenase gengival e diminuicdo da sintese de
coldgeno sdo observados nos quadros hiperglicémicos, bem como a diminuicdo da
funcdo neutrofilica, desregulacdo na producdo de osteoblastos, aumento da
apoptose de osteoblastos e fibroblastos periodontais, alteracdo na membrana basal
dos vasos que resulta em microangiopatia gengival e alteracdo na secrecdo de
citocinas como IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TGF-B, e TNF-a. (ANDERSEN et al.,
2007; KING, 2008; PRESHAW; TAYLOR, 2011).

Iniciado este processo, um ciclo catabodlico de expressdo e secrecdo de

citocinas € estabelecido pela inflamacédo, o que leva a expressdao de matriz
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metaloproteinases (MMPs), destruicdo de tecido conectivo e reabsor¢cdo do 0sso
alveolar (MEALEY; OCAMPO, 2007).

Segundo Southerland et al. (2006) a possivel ligacdo entre diabetes e
gravidade da doencga periodontal pode ser consequéncia de uma resposta
inflamatoria monocitica exagerada induzida por acumulo de AGEs resultando na
secrecdo exagerada de mediadores locais e sistémicos que conduzem a quadros
graves de periodontite.

Acredita-se que o controle metabdlico e duracdo do diabetes também tenham
influéncia sobre o desenvolvimento e gravidade da periodontite, o que esta
associado com a exposicdo prolongada a hiperglicemia e a presenca de
complicacBes microvasculares (MEALEY; OATES, 2006; ALMEIDA et al., 2013).

Pacientes com diabetes apresentam maior prevaléncia, com formas mais
graves e rapidamente progressivas de periodontite que individuos ndo diabéticos,
apresentando maior risco para a perda dental (AL-SHAMMARI et al., 2005; KAUR et
al., 2009).

Patel, Kumar e Moss (2013), utilizando dados do “National Health
and Nutrition Examination Survey, 2003-2004”, demonstraram uma
prevaléncia de 28% de edentulismo em pacientes diabéticos, sendo que
0S mesmos apresentam duas vezes mais chances de perda dental
comparados a pacientes saudaveis.

Estas evidéncias suportam o conceito de periodontite como uma complicacao
do diabetes, sendo a periodontite reconhecida por Lde (1993) como a sexta

complicacdo mais frequente do diabetes.

2.2 Influéncia da periodontite no controle do diabetes mellitus

O diabetes aumenta o risco e gravidade para a periodontite que, por sua vez,
associa-se ao risco para o desenvolvimento de diabetes, bem como pode complicar
seu controle metabolico (PRESHAW et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013).

A periodontite tem sido associada ao mau controle glicémico, sugerindo que
infeccbes periodontais possam desencadear um estado de hiperglicemia cronica
(PRESHAW et al., 2012).
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O grau de inflamacé&o periodontal parece influenciar o controle metabdlico do
diabetes através de alterac6es nos niveis de HbAlc, o que ja foi demonstrado em

uma resposta dose-dependente (NESSE et al., 2009).

Microrganismos envolvidos na periodontite tém a capacidade de estimular
fibroblastos e macréfagos presentes no tecido resultando num aumento de citocinas
e outros mediadores da resposta inflamatéria que produzem alteragcbes no
metabolismo de glicose e lipideos (O'CONNELL et al.,, 2008). Desta forma, o
controle glicémico dos pacientes pode ser afetado, visto que esta alteracao
imunoinflamatéria pode contribuir para a resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose (ALMEIDA et al., 2013).

Pacientes diabéticos, muitas vezes, podem se apresentar descompensados
metabolicamente pela presenca da periodontite e sugere-se que o tratamento desta
condigcéo poderia auxiliar o controle glicémico (MEALEY; OATES, 2006; ALMEIDA et
al., 2013).

Alguns estudos tém examinado o impacto do tratamento periodontal sobre o
controle glicémico e evidéncias da melhora do mesmo ap6s tratamento periodontal
foram demonstradas (KIRAN et al. 2005; PROMSUDTHI et al. 2005; FARIA-
ALMEIDA; NAVARRO; BASCONES, 2006; NAVARRO-SANCHEZ; FARIA-
ALMEIDA; BASCONES-MARTINEZ, 2007; SANTOS et al., 2009; KATAGIRI et al.,
2012).

Santos et al. (2009) avaliaram os efeitos clinicos e metabdlicos da raspagem
e alisamento radicular em pacientes diabéticos, comparando a raspagem realizada
de forma parcial, ou seja, com intervalos maximos de 21 dias ou na modalidade de
boca completa, realizada em duas sessGes com intervalo maximo de 24 horas.
Observaram que os parametros clinicos periodontais melhoraram em ambos os
grupos, mas ndo houve melhora significativa no controle metabélico dos mesmos.
Concluiram que as duas modalidades de tratamento sdo efetivas para o tratamento
periodontal em diabéticos, porém néo influenciam o controle glicémico.

A associacéo de antibioticoterapia ao tratamento periodontal néo cirdrgico pa-
rece trazer beneficios pela reducdo adicional de patdégenos periodontais, inibicdo da
secrecdo de citocinas inflamatérias e efeito inibitério sobre a glicosilacdo néo

enzimatica em diabéticos. Os antibidticos mais utilizados sao tetraciclinas,
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administradas de forma sistémica (JONES et al., 2007; O'CONNELL et al., 2008; AL-
ZAHARANI et al., 2009; MUNENAGA et al., 2013; MACEDO et al., 2014).

Meta-analises avaliaram o potencial efeito do tratamento periodontal na
reducdo dos niveis glicémicos de pacientes diabéticos. Os resultados sugeriram que
o tratamento periodontal poderia levar a uma reducéo significativa na hemoglobina
glicada, mas este indicativo deve ser visto com cautela, visto que os estudos
apresentam diferencas metodologicas e estudos com amostras maiores e eliminacao
de varidveis interferentes sdo necessarios para determinar realmente se o
tratamento periodontal beneficia de forma significativa o controle glicémico e para
definir o tipo de tratamento periodontal ideal (JANKET et al., 2005; DARRE et al.,
2008; TEEUW; GERDES; LOOS, 2010).

Recente ensaio clinico multicéntrico avaliou o efeito da terapia periodontal
isolada com raspagem e alisamento radicular (RAR) num grupo de 257 diabéticos,
comparado a 257 diabéticos sem tratamento periodontal. Os dados mostraram que a
terapia isolada ndo é capaz de provocar mudancas significativas nos niveis
glicémicos, concluindo que o uso de tratamento periodontal ndo-cirdrgico padréo,
constando somente de RAR, néo é valido com a finalidade de reduzir os niveis de
HbAlc (ENGEBRETSON et al., 2013).

Atualmente, o reconhecimento desta relacdo de dupla via entre o diabetes e
periodontite tem sido confirmado pela comunidade médica, sendo que a Federacéo
Internacional de Diabetes, apés amplo debate junto a profissionais de odontologia,
produziu um manual especifico para cuidados orais em diabéticos, recomendando
gue o mesmo deve ser adotado como um guia pelos profissionais e estudantes de
ambas as areas (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2009).

2.3 Citocinas e marcadores da resposta inflamatoria na periodontite

Como ja visto, um modelo de dupla via, relacionando a influéncia da
periodontite no diabetes e vice-versa, foi estabelecido. As alterac6es imunoldgicas
influenciadas por ambas as condigBes tém importante papel na progressao destas
doencgas (PRESHAW, 2012).

Na periodontite, diversos mediadores relacionados a resposta inflamatoéria se

mostram alterados como resultado direto da exposi¢cdo continua aos produtos
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bacterianos presentes na bolsa periodontal. No diabetes, a producéo e ligacédo de
AGEs a macrofagos o0s tornam mais responsivos a agentes bacterianos,
determinando um aumento significativo na producdo de citocinas e outros
mediadores pro-inflamatérios (SOUTHERLAND; TAYLOR; OFFENBACHER, 2005;
MEALEY; ROSE, 2008; MACEDO, 2009).

O aumento destes mediadores da resposta inflamatoria, como as citocinas,
produzem alteracbes no metabolismo da glicose e lipideos, o que pode contribuir
para a resisténcia a insulina, intoleréncia a glicose e maior destruicdo do periodonto
(MEALEY; OCAMPO, 2007; O'CONNELL et al., 2008).

A resposta imune tem sido amplamente estudada na doenca periodontal, pois
a expressao de citocinas e outros marcadores da resposta inflamatéria constituem
importantes elementos diagnésticos da progressdo da doenca (GRAVES, 2008;
ANDRADE, 2010; PRESHAW; TAYLOR, 2011).

As respostas imunes inata e adaptativa sdo responsaveis por combater as
bactérias que invadem os tecidos periodontais e modelos tem demonstrado que
estas respostas participam da formacao de lesdes periodontais (GRAVES; OATES;
GARLET, 2011).

Na doenca periodontal, componentes bacterianos periodontopatogénicos, tais
como lipopolissacarideos, sdo potentes estimuladores da secre¢éo celular de uma
variedade de citocinas e fatores de crescimento, através da resposta mediada por
receptores que, uma vez ativados por produtos bacterianos, levam a producao de
citocinas inflamatérias na resposta inata, contribuindo para a destruicdo tecidual
(SOUTHERLAND et al.,, 2006). Desta forma, diversos mediadores da resposta
inflamatéria sdo estimulados pela presenca de componentes microbianos nos
tecidos periodontais (O'CONNEL et al.,, 2008; PRESHAW; TAYLOR, 2011;
PRESHAW, 2012).

Citocinas sao proteinas sollveis secretadas por células da imunidade natural
e adquirida e sdo responsaveis pela manutencdo de uma complexa rede de
comunicagcdo entre células, desenvolvendo numerosas atividades biologicas
(ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2008). Elas atuam através da ligagdo a receptores
especificos em células alvo, que iniciam cascatas de sinalizagdo intracelular pela
alteracdo na expresséao génica (PRESHAW; TAYLOR, 2011).
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Citocinas apresentam um importante papel na inflamacdo, tem secrecao
breve e auto-limitada, influenciam a secrecdo de outras citocinas e apresentam
efeitos pleiotrépicos sobre um grande numero de tipos de células (ABBAS,
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

O balango entre citocinas determina a destruicdo tecidual ou manutencédo da
homeostase e, a progressdo da doenca, se da pela combinacdo de varios fatores,
incluindo a presenca de periodontopatdogenos, altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, MMPs, PGE:2 e baixos niveis de interleucina 10 (IL-10), fator de
crescimento transformador  (TGF-B) e inibidores de metaloproteinases (MMPS)
(KAYAL, 2013).

Com funcédo essencial na resposta imune inata e inflamacdo, a IL-1p se
destaca na periodontite, regula a imunidade adaptativa e estimula o turn over do
tecido conjuntivo, sendo sintetizada por mondcitos, macrofagos, neutrofilos,
queratinécitos, células epiteliais e fibroblastos (ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2008;
PRESHAW; TAYLOR, 2011).

Na periodontite os niveis da IL-1p apresentam-se aumentados e estdo
relacionados com a expressdao de MMPs, responsaveis pela degradacdo de matriz
extra-celular, sendo consideradas potentes indutoras de reabsorcdo Ossea
(GRAVES, 2008; ANDRADE, 2010; GARLET et al., 2012).

Na reabsorcdo Ossea, esta citocina tem sido associada ao estimulo a
diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos e aumento na sintese de colagenase (LUZ
et al., 2014).

Engebretson et al. (2004) correlacionaram altos niveis no fluido crevicular
gengival (FCG) desta citocina com a HbAlc maior que 8%, firmando a hipotese de
que a hiperglicemia contribui para uma resposta inflamatéria exacerbada, sugerindo
gue este mecanismo possa explicar a associacao entre o pobre controle glicémico e
destruicdo periodontal.

O TNF-a é secretado principalmente por linfécitos T, macrofagos e células B,
além de fibroblastos, osteoclastos, neutréfilos e células epiteliais (PRESHAW,
TAYLOR, 2011). Constitui o principal mediador da resposta inflamatéria aguda a
microrganismos gram negativos (ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Assim como a IL-1B, seus niveis se encontram aumentados na doenca

periodontal, estabelecendo uma relacéo de intensa inflamacgéo periodontal e perda
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0ssea alveolar, explicado pela desregulacdo de adesdo de moléculas a leucdcitos e
células epiteliais que, por sua vez, estimulam a secrecdo de quimiocinas e outros
mediadores da resposta inflamatéria (GARLET et al.,, 2005; GRAVES, 2008;
GARLET et al., 2012).

Segundo Graves, Oates e Garlet (2011), estudos indicam uma relacdo de
causa e efeito entre TNF-a e destruicdo Ossea periodontal justamente pela
regulacéo da adesdo de moléculas a células, producao de outras citocinas, inducao
de migracdo celular, aumento na expressdao de MMPs e ligante do receptor de
ativacdo do fator nuclear kappa B (RANKL), ambos relacionados com a reabsorcao
0ssea.

Foi demonstrado que em diabéticos com pobre controle metabdlico, os niveis
de TNF-a. se encontravam aumentados em bidpsias de sitios com periodontite
crbnica, sugerindo que o diabetes influencia a expressdo desta citocina em sitios
com periodontite (VENZA et al., 2010).

O IFN-y atua na imunidade inata e adaptativa, sendo produzido por células T
helper 1 (Th1) e natural killer (NK) (ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2008). Dependendo
da natureza da resposta imunoldgica, seus niveis na inflamacdo podem estar
aumentados ou diminuidos (GARLET et al., 2012).

O IFN-y atua na resposta inflamatéria aguda e crénica da doenca periodontal
pela atracdo de macréfagos e aumento de fagocitos locais, estimulo a formacgéo de
osteoclastos e inducdo da liberagdo de citocinas (GEMMELL; SEYMOUR, 2004;
ESCOBAR, 2009; DUTZAN et al., 2009), sendo relacionado com a reabsorcéao 6ssea
(GRAVES; OATES; GARLET, 2011).

Um aumento nas concentra¢des de IFN-y tem sido demonstrado em pacientes
portadores de periodontite (TSAI et al., 2007; DUTZAN et al., 2009), sendo seus
niveis diminuidos apés o tratamento (TSAI et al., 2007). Também foi encontrado
aumento nos niveis de IFN-y em pacientes diabéticos portadores de periodontite
comparados a ndo diabéticos com periodontite (RIBEIRO et al., 2011).

Citocinas quimiotéticas (quimiocinas) também desempenham um grande
papel na evolucdo da doenca periodontal, podendo atrair mondcitos e também
neutroéfilos, de acordo com a familia a qual pertencem (SOUTO, 2014).

As quimiocinas sdo responsaveis pela polarizacdo da resposta imune,

recrutamento e distribuicdo de subconjuntos de leucécitos nos tecidos, regulando a
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migracao e proliferacéo celular e, também, pela migracao, ativacdo e diferenciacao
de células dendriticas. Dentre as quimiocinas, a proteina quimiotatica para
monécitos (MCP-1) ocupa destaque na patogénese da doenca periodontal
(PRESHAW; TAYLOR, 2011; REPEKE et al., 2011; SOUTO, 2014).

A MCP-1 é produzida por células endoteliais e fagodcitos gengivais em
resposta a estimulos por lipopolissacarideos bacterianos e citocinas, tais como:
TNF-o e IL-1B. Através da quimiotaxia de mondcitos, aumenta a gravidade da
inflamacé&o nos tecidos periodontais, sendo mediada por TNF-a e IL-13 que
estimulam sua expressdo no ligamento periodontal (PRADEEP; DAISY; HADGE,
2009). Desta forma, seus niveis estdo diretamente relacionados com a inflamacao
destes tecidos (GRAVES, OATES; GARLET, 2011).

Na periodontite, MCP-1 esta relacionada com a atracdo de precursores de
osteoclastos e remodelacdo éssea inflamatéria (GARLET et al., 2012). Seu alto
potencial quimiotatico para mondcitos na periodontite foi demonstrado pela sua
atividade aumentada no FCG conforme a gravidade da doenga (KAYAL, 2013).

Niveis elevados de MCP-1 foram encontrados em diabéticos do tipo 2 e
relacionam a mesma a resisténcia a insulina (ODEGAARD et al., 2007) e também foi
demonstrado que niveis aumentados de MCP-1 nos tecidos gengivais de ratos
diabéticos sugerem uma inducdo da inflamacdo periodontal pelo diabetes
(SAKALHOGLU et al., 2008).

Segundo Nobrega (2008) MCP-1 esta presente na periodontite cronica
sinalizando ser responsavel, juntamente com outros mediadores, pela manutencao
local de leucdcitos nesta infeccao, expressa clinicamente na perda de insercao e
profundidade a sondagem gengival.

De forma contraria aos efeitos pro-inflamatérios desempenhados pelas
citocinas j4 destacadas, outras proteinas com a mesma caracteristica atuam de
forma a controlar a inflamag&o, como é o caso da IL-10 e TGF-B. A IL-10 pode estar
associada a inibicdo de IL-1p3, enquanto o TGF-B pode induzir a producédo de IL-10,
atuando na supressdao da inflamacdo por inibicdo de polimorfonucleares,
macrofagos, células B e, também, no reparo, regeneracdo e angiogénese
(ANDRADE, 2010; PRESHAW; TAYLOR, 2011).

A IL-10 tem papel protetor na destruicdo tecidual por estimular a

osteoprotegerina (OPG) que, por sua vez inibe a reabsorcdo 0ssea (GARLET et al.,
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2012). Promove ainda a supressao da resposta imune inata num importante papel
imunorregulador, visto que interfere na secrecdo de IFN-y e IL-17 (SOBOKU et al.,
2014).

Esta citocina € produzida por células T helper 2 (Th2) e T regulatérias (Treg)
e, frequentemente, é encontrada com niveis aumentados na periodontite
(GOUTOUDI; DIZA; ARVANITIDOU, 2004; GARLET et al., 2012). Porém, um estudo
realizado em ratos, demonstrou reducéo nos niveis de IL-10 em tecidos gengivais de
ratos diabéticos, sugerindo que o diabetes pode inibir sua secre¢do (SOBOKU et al.,
2014).

O TGF-B é produzido por células Treg, mondcitos e macrofagos, podendo
atuar de forma imunossupressora pela inibicdo dos efeitos inflamatoérios em células T
Thl e Th2, natural killer (NK), células B, polimorfonucleares, macréfagos, prevencao
da maturacéo de células dendriticas e na regulacdo (downregulation) de TNF-a e IL-
1B (PRESHAW; TAYLOR, 2011; GARLET et al., 2012).

TGF-p tem sido associado ao processo de cicatrizagéo e, suas concentragoes
no FCG podem estar aumentadas na periodontite cronica, sugerindo um efeito
modulador na resposta inflamatéria e também a minimizacdo da extenséo da lesdo
relacionada a periodontite (ESCOBAR, 2009).

A principal atividade e tipo de resposta inflamatoria relacionada as citocinas
citadas anteriormente estao descritas no quadro 1.

QUADRO 1 - Citocinas, tipo de resposta e atividade na doenca periodontal.

Citocina Resposta Atividade na doenca periodontal
IL-1B Pro-Inflamatoria Degradacgéo de matriz extra-celular; Reabsorcdo 0ssea.
TNF-a Pro-Inflamatéria | Estimula secrecdo de outras citocinas; Reabsorcao 6ssea.
IFN-y Pré-Inflamatéria Estimulo a formag&o de osteoclastos e indugéo da

liberacdo de citocinas; Reabsor¢éo dssea.

MCP-1 Pro-Inflamatoria Atracdo de precursores de osteoclastos; Remodelacdo
Ossea inflamatoria.

IL-10 Anti-inflamatoria Inibe reabsorcéo 6ssea; Papel imunoregulador.

TGF-B Anti-inflamatoria Inibicdo de efeitos inflamatdrios; Reparo, regeneracéo e
angiogénese.
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A resposta imune inata inicia o desenvolvimento da imunidade adaptativa
através de linfécitos T e B. As células T CD4 podem se diferenciar em células T
helper Thl, Th2, Th17 e Treg. Thl e Thl7 atuam como mediadoras nas respostas
inflamatorias destrutivas e Th2 e Treg sao funcionalmente protetoras (DUARTE et
al.,, 2012). As células Thl secretam IFN-y e promovem uma imunidade celular
mediada pela ativacdo de macréfagos. Células NK, células citotoxicas T CD8%, e Th2
secretam interleucinas 4 e 10 (IL-4 e IL-10). Células Th17 secretam interleucina 17
(IL-17) (com atividades pré-inflamatérias em comum com IL-1B, TNF-a e interleucina
22 (IL-22), enquanto Treg séo responsaveis pela secre¢do de IL-10 e TGF-$, que
atuam de forma a controlar a inflamacédo (GEMMELL; SEYMOUR, 2004; TSIAGBE;
FINE, 2012).

Com relacdo a expressao na superficie celular de moléculas de co-receptoras
de CD4 e CD8 as células T maduras séo divididas em dois sub-grupos, os linfocitos
T CD4* e CD8*, que sdo responsaveis por respostas de linfocitos T na ligacdo com o
complexo maior de histocompatibilidade (BRITO et al., 2012).

A ativagdo das células T requer o reconhecimento do antigeno especifico por
receptor de células T (TCR) e um sinal a partir de moléculas co-estimuladoras,
sendo a molécula CD28 expressa constitutivamente na superficie de mais de 95%
dos linfocitos T CD4* (BRITO et al., 2014).

Linfécitos T CD4 representam um dos principais componentes da resposta
adaptativa e estdo presentes na periodontite (HERNANDEZ et al., 2012). Apesar do
efeito das células T CD8 ndo serem claros nesta patologia, é sugerido um potencial
papel regulador de células T CD4* e T CD8* na periodontite (GRAVES, 2008;
TSIAGBE; FINE, 2012; EBERSOLE et al., 2013).

Assim, o estudo da expressao génica das proteinas e marcadores envolvidos
na formacdo e destruicdo tecidual durante a resposta imunolégica a agentes
bacterianos sobre o periodonto, € fundamental para o entendimento da relacdo entre
a resposta do hospedeiro e progressao da doenca, sendo potenciais marcadores de
diagnoéstico (ANDRADE, 2010; PRESHAW; TAYLOR, 2011).

2.4 Terapia fotodinamica
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A terapia fotodinamica (PDT) moderna teve inicio em 1970 sendo utilizada
para o tratamento de neoplasias e, a partir da década de 1990, os estudos de sua
acao sobre bactérias foram intensificados (AMORIM, 2007).

A PDT contemporanea, designada terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT), € uma alternativa promissora na periodontia, pois ndo promove resisténcia
bacteriana como na antibioticoterapia, mostrando efeitos destrutivos sobre
microrganismos de forma segura e eficaz (KARLSSON; LOFGREN; JANSSON,
2008).

Em contraste com a PDT para tratamento de neoplasias, onde o corante é
injetado na corrente sanguinea acumulando-se no tumor, a aPDT para eliminacao
de microrganismos é feita por aplicacéo local (PERUSSI, 2007).

A eficiéncia da inativacéo € considerada melhor em bactérias Gram-positivas
do que Gram-negativas, que sdo significantemente resistentes a muitos
fotossensibilizadores, isto justificado pela diferenca estrutural na parede das células,
0 que pode ser superado pela associacdo de polimeros catidbnicos ou por
coadministracdo de peptideos permeabilizantes aos fotossensibilizadores
(PERUSSI, 2007).

Na acdo sobre bactérias as mesmas sofrem efeitos citotoxicos, que véao
depender da absorcdo do corante fotossensibilizador. Bactérias gram-positivas
absorvem fotossensibilisadores anibnicos e catibnicos, porém as gram-negativas,
devido a diferenca na membrana, que é dupla, s6 absorvem fotossensibilizadores
catibnicos ou anibnicos com polipeptideos catibnicos (O’'RIORDAN; AKILOV;
HASSAN, 2005).

Na aplicagdo da aPDT, tantoa dosagem do fotossensibilizador, o
comprimento de onda e a densidade de energia sdo fatores determinantes para sua
eficacia (CHAN; LAI, 2003).

O comprimento de onda da radiacdo da aPDT deve levar em conta a
capacidade de penetracdo da luz nos tecidos e o maximo de absorcdo do
fotossensibilizador que, clinicamente exige luz com caracteristicas da regido
espectral do vermelho e infravermelho (650 a 800 nm). Comprimentos de onda
superiores ndo possuem energia suficiente para ativar os fotossensibilizadores
(SILVA, 2007).
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A aPDT requer a presenca de trés fatores que interagem concomitantemente:
corante (agente fotossensibilizador), uma fonte de luz e o oxigénio, compondo um
complexo sistema que ndo atua isoladamente (AMORIM, 2007). No momento em
que a luz é absorvida pelo corante, rea¢des quimicas produzem oxigénio singleto e
reativo, que sdo capazes de promover alteracdes celulares, podendo resultar em
alteracbes de membrana celular com quebra de DNA e alteracbes de
permeabilidade, necrose e apoptose (ALMEIDA et al., 2006).

Na aPDT a reagdo ndo ocorre por aumento de temperatura e requer
interacdo da luz, fotossensibilizador e substrato, o que resulta em reacdes
fotoquimicas (AMORIM, 2007).

O tempo pré-irradiagdo também influencia a aPDT. Este tempo consiste no
intervalo entre a aplicacao do agente fotossensibilizador e a irradiagéo da luz, o qual
€ necessario para que o corante possa interagir com 0s microrganismos e, estima-se
gue o mesmo seja de um a dez minutos (SOUSA, 2007).

Na presenca do oxigénio das células, o fotossensibilizador ativado reagira
com moléculas vizinhas por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a
producdo de radicais livres (reacdo do tipo I) ou por transferéncia de energia ao
oxigénio (reacdo do tipo Il), levando a producédo de oxigénio singleto. Os dois tipos
de reacdo podem levar a morte celular e a destruicdo do tecido doente (PERUSSI,
2007).

Segundo Yin et al. (2013) o efeito fotodindmico inicia-se quando ha a
absorcdo da luz pelo corante, que sai de seu estado de repouso, assumindo um
estado mais energético (singleto). Neste nivel de energia ha instabilidade e a
molécula tem curto periodo de vida retornando a um nivel de energia mais baixo ou
ao seu estado de repouso (reacdo do tipo I). O excesso de energia pode ser
transferido ao substrato por meio de fluorescéncia onde o fotossensibilizador emite
energia em forma de fétons podendo ainda atingir um nivel intermediério,
denominado estado tripleto, que se situa entre o estado de repouso e singleto e
onde a um maior tempo de vida (reacdo do tipo II). O diagrama de Jablonski explica

a ocorréncia das mesmas (FIGURA 1).

FIGURA 1 — Diagrama de Jablonski
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Fonte: http://www.chemistry.adelaide.edu.au/external/soc-rel/content/jablonsk.htm
Este tipo de tratamento € particularmente interessante na inativacdo de

microrganismos e suas respostas imuno-inflamatorias, pois no momento em que héa
falha de um tratamento convencional, normalmente introduz-se uma terapia
antibiotica e, atualmente, € preocupante o numero de bactérias resistentes aos
antibioticos tradicionais. Na aPDT é improvavel que ocorra esta resisténcia, visto que
0s microrganismos alvo podem sofrer diferentes efeitos deletérios (YAMADA JR.;
HAYEK; RIBEIRO, 2004; PERUSSI, 2007).

Na odontologia, o tratamento convencional com laser de alta intensidade,
apesar de seus efeitos destrutivos sobre microrganismos, gera aumento de
temperatura intrapulpar e do ligamento periodontal, podendo ocasionar reabsorcéo
O0ssea e necrose pulpar. A terapia fotodinamica, realizada com lasers de baixa
intensidade, minimiza estes quadros e pode produzir morbidade das bactérias orais
sem a ocorréncia estas alteracdes patoldgicas (YAMADA JR.; HAYEK; RIBEIRO,
2004).

Apesar de resultados extremamente variados nos beneficios a terapia
periodontal (KARLSSON; LOFGREN; JANSSON, 2008; AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2011), estudos demonstram a capacidade da terapia
fotodindmica para reduzir microrganismos e inativar citocinas associadas a
destruicdo periodontal, bem como melhorias nos parametros clinicos periodontais
(SOUSA, 2007; BRAHAM et al., 2009; CHONDROS et al., 2009; GE et al., 2011;
CAMPOS et al., 2013).
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Neste sentido, buscam-se solucdes para melhorias do tratamento periodontal
convencional em pacientes diabéticos, com o objetivo de se obter beneficio adicional

para o quadro periodontal e sistémico.

3 OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) como
coadjuvante a terapia periodontal ndo-cirdrgica (TPNC) sobre a condi¢ao periodontal

e controle metabdlico em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar o efeito da TPNC sobre o controle metabdlico e condicao
periodontal nos diabéticos;

o Avaliar o efeito da TPNC associada a aPDT sobre o controle
metabdlico e a condicdo periodontal nos diabéticos;

o Comparar os efeitos da TPNC, associada ou ndo a aPDT, sobre o
controle metabdlico e a condigédo periodontal nos diabéticos.

o Caracterizar os niveis de expressédo das citocinas TNF-a, IL-1, MCP-
1, IFN-y, IL-10, TGF-B e marcador para linfécitos T CD4* (CD28), em pacientes

diabéticos, antes e apds o tratamento periodontal.
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4 HIPOTESES
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4 HIPOTESES

o A terapia fotodinamica (aPDT) tem efeito coadjuvante ao tratamento
periodontal no quadro periodontal de pacientes diabéticos tipo 2;

o O tratamento periodontal em pacientes diabéticos influencia o controle
metabolico do diabetes;

o A tratamento periodontal influencia os niveis de expressdo das
citocinas TNF-a, IL-13, MCP-1, IFN-y, IL-10, TGF- e do marcador para linfécitos T
CD4* (CD28) em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2.
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5 METODOLOGIA
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5 METODOLOGIA

5.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado controlado simples-cego, no qual
foi avaliado o efeito da terapia fotodindmica (aPDT) como coadjuvante ao tratamento
periodontal ndo-cirargico (TPNC) sobre o quadro periodontal e controle metabdlico
em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2.

O CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) foi utilizado como

um guia e auxilio durante a realizacéo do ensaio e seu relato (CONSORT, 2010).

5.2 Aspectos éticos

Este trabalho foi realizado de acordo com as normas e diretrizes da
resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude que regulamenta a pesquisa
com envolvimento de seres humanos, sendo previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(Parecer n° 0645.0.203.000-10) (ANEXO A).

Os individuos selecionados receberam informacdes verbais e por escrito
sobre o estudo e foram convidados a participar do mesmo. Agueles que se
dispuserem a participar leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

5.3 Selecao da amostra

A populacdo alvo deste estudo foi composta por pacientes cadastrados no
“Programa HiperDia” dos municipios de Itauna e ltatiaiugu e por voluntarios que
tiveram conhecimento da pesquisa.

Para a obtencdo da amostra, foram avaliados 653 individuos no periodo de
marco de 2012 a abril 2013.

Foram incluidos portadores de diabetes mellitus tipo 2, com idade de 35 a 65

anos, de ambos o0s sexos, sem distincdo de raca e/ou classe social, em uso de
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hipoglicemiantes orais e/ou insulina, apresentando dosagem de hemoglobina glicada
(HbAlc) > 7% realizada pelo menos até 90 dias antes da selecéo.

Os pacientes deveriam apresentar um quadro de periodontite cronica
moderada e/ou grave. Para tanto, foi utilizado o critério proposto por Page e Eke
(2007), que estabelece o diagnostico de periodontite moderada com a presenca de
dois ou mais sitios (em dentes diferentes) com perda de insercdo interproximal >
4mm ou profundidade & sondagem interproximal > 5mm em dentes diferentes e,
para a periodontite grave, a perda de inser¢cdo > 6mm em dois ou mais sitios
interproximais (em dentes diferentes) e um ou mais sitios com profundidade a
sondagem > 5mm.

Todos os individuos deveriam possuir no minimo 15 dentes, com excecéo dos
terceiros molares, os quais nao foram componentes do estudo, visto a variabilidade
anatdbmica e dificuldade de tratamento. Entre os dentes presentes mais de 30%
apresentavam periodontite, caracterizando a doenca como generalizada
(ARMITAGE, 2010).

Foram excluidos:

o Pacientes que receberam tratamento periodontal nos ultimos 6 meses;
o Pacientes com necessidade de antibiioticoterapia profilatica para realizacéo
do tratamento (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2010);

o Pacientes sob antibioticoterapia nos ultimos trés meses;

o Gravidas ou lactantes;

. Fumantes ou ex-fumantes a menos de 5 anos;

o Pacientes com outro quadro de doenca sistémica relacionada ao risco para

doenca periodontal,
o Pacientes com infec¢cdes maiores da cavidade bucal e/ou com necessidade
de tratamento endodéntico, exodontias, e/ou outros tratamentos cirargicos
odontoldgicos;
o Pacientes com condi¢fes interferentes no resultado da hemoglobina glicada
(GRUPO INTERDISCIPLINAR DE PADRONIZAC}AO DA HEMOGLOBINA GLICADA
— Al1C, 2009):
e Condicdes que promovem reducéo do valor real da HbAlc em funcéo
da diminuigdo do numero de eritrocitos, dos niveis de hemoglobina e

do hematdcrito:
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o Anemias hemoliticas de diferentes etiologias;

o Hemoglobinopatias;

o Comprometimento da medula Ossea por radiagdo, toxinas,
fibrose, tumores;

o Deficiéncia nutricionais de acido folico, vitaminas B6 e B12;

o Condi¢cdes que promovem aumento do numero de globulos
vermelhos e/ou do valor do hematdcrito;

o Hipertireoidismo;

o Queimaduras graves, com perda de liquido protéico;

o Leucemia;

o Mieloma multiplo;

o Deficiéncia de eritropoietina secundaria a comprometimento
renal;

o Intoxicacdo por chumbo;

o Presenca de grandes quantidades de vitamina C e E (pode inibir
a glicagcédo da hemoglobina).

e Condi¢des que promovem aumento do valor real da HbAlc

o Presenca de hemoglobina carbamilada (hemoglobina
quimicamente modificada e resultante da ligacdo da uréia a
hemoglobina) ocorrendo em pacientes com insuficiéncia renal.

o Deficiéncia nutricional de ferro pode provocar aumento
significativo (>2%) nos niveis de A1C.

o Presenca de hemoglobina acetilada (hemoglobina quimicamente
modificada e resultante da ligacdo do salicilato com a
hemoglobina) ocorrendo em pacientes em uso de doses
elevadas de &cido acetilsalicilico.

o Condi¢cdes que promovem aumento do numero de globulos
vermelhos e/ou do valor do hematdcrito.

o Hiperbilirrubinemia, alcoolismo crénico, hipertrigliceridemia e
adicéo aos opioides (podem falsamente aumentar o resultado do
teste).

Pacientes com condi¢des interferentes no resultado da frutosamina.

e Condi¢des que promovem reducéao do valor real da frutosamina:
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o Desnutricao.
e Condicdes que podem interferir no resultado do exame:
o Altos niveis de vitamina C;
o Hiperlipidemia;
o Hemodlise;
o Hipertireoidismo.

o Pacientes que, por qualquer razdo, se recusaram a participar do estudo.

Apés avaliacdo dos critérios apresentados na populacdo alvo, uma amostra
de 12 individuos diabéticos foi selecionada. Para a randomizacao, os individuos
foram sorteados através de um programa de computador (Epi Info 6.04, Centers of
Control Disease and Prevention, Atlanta, USA), sendo realizada uma randomizacéao
em trés blocos de quatro individuos, ou seja, a cada quatro individuos selecionados
para compor a amostra, um sorteio foi realizado, determinando em cada bloco de
sorteio, a designacao de dois individuos para cada grupo.

Todos os pacientes avaliados e, que apresentavam alguma necessidade de

tratamento, foram encaminhados ao mesmo.

5.4 Avaliacéo clinica periodontal

Ap6s a anamnese (APENDICE B), os participantes do estudo foram
submetidos ao exame clinico inicial para avaliar o indice de placa, sangramento a
sondagem gengival, profundidade a sondagem e nivel de insercao clinico.

O conjunto de instrumental padronizado para exame incluiu: espelho bucal,
pinca de algodao e sonda periodontal milimetrada modelo Williams (Hu-Friedy, Mgf.
Co. Inc., Chicago, Il, USA), além de gaze e rolete de algoddo. Os dados referentes
ao exame clinico foram devidamente registrados na ficha clinica individual
padronizada de avaliacdo periodontal (APENDICE C).

Anteriormente ao estudo, foi realizada a calibracdo para os exames clinicos.
Oito pacientes portadores de periodontite crénica e que nao faziam parte do estudo
foram avaliados em relacdo a profundidade a sondagem e nivel de insercéo clinico,
sendo realizadas pela examinadora (F.I.B.) duas avalia¢cdes destes pardmetros com

intervalo de 48h. A calibracdo foi aceita para as medidas iniciais e 48h, sendo



52

similares em mais de 90% das medidas duplicadas, quando avaliadas pelo
coeficiente de correlacao intraclasse (ICC).

5.4.1 Profundidade a sondagem

A profundidade a sondagem é a distancia da margem gengival ao fundo do
sulco gengival ou bolsa periodontal (nos casos de doenca periodontal instalada). E
um importante método para a verificacdo do estado periodontal, sendo considerada
a presenca de doenca uma profundidade de sondagem maior que 3,0 mm.

Os dentes envolvidos no presente estudo foram sondados em suas faces
vestibulares nos pontos mésio-vestibular (MV), disto-vestibular (DV), centro-
vestibular (CV), e faces linguais ou palatinas nos pontos mésio-ligual (ML), centro-
lingual (CL), disto-lingual(DL), sendo anotadas as maiores profundidades

encontradas por mesial, distal, lingual e vestibular.

5.4.2 Nivel de inserc¢éo clinico

A importancia de se obter a medida do nivel de insercao clinico € observar o
grau de destruicdo periodontal. Esta medida obtida através da sondagem
periodontal, compreendendo a distancia da juncdo esmalte-cemento até o fundo do
sulco gengival ou bolsa periodontal.

De maneira semelhante a profundidade a sondagem, o nivel de insercéo
clinico foi avaliado com uma sonda periodontal nas faces vestibular e lingual ou
palatina de todos os dentes, sendo registrados os maiores valores encontradas por

mesial, distal, lingual e vestibular.

5.4.3 indice de placa

A higiene bucal foi avaliada através do indice de placa visivel de Ainamo e
Bay (1975) sendo o registro realizado por dente, de forma dicotdmica considerando-
se a presenga ou auséncia de placa.

Para obtencdo do estado de higiene, dividiu-se o nimero de dentes com

placa pelo numero de dentes examinados e, multiplicando-se o resultado por 100
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obtemos a proporcao dos dentes com placa. A interpretacdo do estado de higiene do

paciente foi realizada com base no quadro 2.

QUADRO 2 - Significado dos escores do indice de placa

Porcentagem Significado
0-16% Otimo estado de higiene bucal
17 - 33% Bom estado de higiene bucal
34 - 66% Mau estado de higiene bucal
67 - 100% Péssimo estado de higiene bucal

5.4.4 Sangramento a sondagem gengival

O sangramento € um dos sinais clinicos iniciais da inflamacao gengival e se

Y

deve a atrofia ou ulceracdo do epitélio interno do sulco gengival ou da bolsa
periodontal e a presenca de tecido de granulacdo na parede interna do sulco
gengival.

A leitura clinica dos pontos sangrantes foi realizada no momento da medida da
profundidade a sondagem, considerando-se 30 segundos ap06s a inser¢do da sonda. Foi
utilizado o indice de Ainamo e Bay (1975) modificado, que permite uma avaliacdo dos sitios
gue sangram e 0s que hdo sangram a leve sondagem, mostrando a presenca de inflamacéo

gengival de forma dicotomica.

Para obtencéo do indice de sangramento, o calculo foi realizado da mesma

forma que o indice de placa.
5.5 Avaliagéo do controle metabdlico do diabetes mellitus
Na anamnese foram colhidos dados sobre a historia do diabetes, com

especificacdo dos antidiabéticos utilizados, ades@o ao tratamento farmacoldgico e

ndo farmacoldgico e presenca de condi¢des sistémicas que possam desencadear
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aumento da atividade inflamatoria ndo relacionada ao diabetes ou periodontite.
Estes dados foram anotados em ficha individual padronizada (APENDICE B).

Neste estudo, o acompanhamento do controle metabdlico do diabetes foi
realizado através da dosagem sanguinea de hemoglobina glicada (HbAlc) e
frutosamina, realizados por um dnico laboratério de analises clinicas. Os pacientes
foram orientados a se dirigirem ao laboratorio de referéncia, onde uma amostra de
sangue total foi colhida e analisada, utilizando o método HPLC para HbAlc e
colorimétrico para a frutosamina. Os resultados destes exames foram registrados
em ficha padronizada (APENDICE D).

5.6 Terapéutica periodontal e acompanhamento clinico

Previamente ao tratamento foram realizados procedimentos para eliminacéo
de sitios de retencdo de placa e instrucbes de higiene bucal com o objetivo de
facilitar as manobras do operador e a higiene bucal pelo paciente. As instrucdes de
higiene bucal foram realizadas através da evidenciacdo de placa, seguida de
instrucdes técnicas de escovacao, escovagao supervisionada e polimento coronario.

Estes procedimentos foram iniciados 30 dias antes do protocolo de tratamento
(TO) e os pacientes foram acompanhados recebendo reforco das instru¢des de
higiene bucal conforme necessidade, devendo apresentar ao final dos 30 dias um
indice de placa de no maximo 33,3%.

Todos os pacientes foram submetidos a raspagem e alisamento radicular
subgengival realizada em duas sessf6es com intervalo de 24 horas, sob anestesia de
blogueio da regido, utilizando um aparelho de ultra-som odontol6gico (PROFI I
CERAMIC, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e um jogo de curetas
periodontais (Hu-Friedy, Mgf. Co. Inc., Chicago, Ill, USA), constando de cureta
McCall # 13/14, curetas Gracey # 1/2, 5/6, 7/8, 11/12, 13/14, realizados por um unico
operador, especialista em periodontia (F.1.B.).

Os pacientes foram divididos aleatoriamente em grupo teste (G1) e controle (G2). Os

pacientes do grupo teste receberam como tratamento adjuvante a aPDT (QUADRO 3).
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QUADRO 3 - Distribuicdo dos grupos em relacao ao tratamento

Grupo Modalidade de tratamento

Grupo Teste (G1)
(n=6) RAR + aPDT

Grupo Controle (G2)
(n=6) RAR

A aplicagdo da terapia fotodindmica foi realizada previamente a raspagem
seguindo o protocolo desenvolvido para este trabalho, baseado na literatura
MACEDO, 2009; CAMPOS et al., 2013) e recomendacbes do fabricante do
fotossensibilizador e fonte de luz.

Inicialmente foi realizado o isolamento relativo da &rea a ser irradiada com
roletes de algoddo estéreis e colocacdo dos 6culos de protecdo no paciente, e
procedeu-se a aplicacdo do agente fotossensibilizador azul de metileno (Chimiolux,
Aptivalux, Belo Horizonte, MG, Brasil) no interior da bolsa periodontal (realizada do
fundo do sulco/bolsa até a margem gengival, ao redor de todo o dente) com auxilio
de uma seringa Luer descartavel de 5 cc.

Apés aguardar 5 minutos (tempo pré-irradiagcdo para absorcdo do corante
pelos microrganismos), foi realizada a remocdo do excesso supragengival do
fotossensibilizador com leve irrigagdo com soro fisiologico.

Em seguida, foi feita a colocacdo dos 6culos de protecéo para operador e a
irradiacdo com laser de diodo de baixa intensidade por fora da bolsa periodontal por

um tempo total de 2 minutos. Comprimento de onda 660nm, 40mW de poténcia,



56

emitindo no vermelho do espectro eletromagnético e densidade de energia total em
torno de 100J/cmz (TwinFlex II, MM Optics, Sao Paulo, SP, Brasil).

A aplicacdo da terapia fotodindmica no grupo teste foi realizada, em cada
paciente, nos dentes que apresentavam bolsas maiores ou iguais a 4mm. Nestes
dentes, foram irradiadas por 20 segundos por sitio as superficies mésio-vestibular
(MV), disto-vestibular (DV), centro-vestibular (CV), mésio-ligual (ML), centro-lingual
(CL) e disto-lingual (DL). A ponta ativa foi colocada em 90° em relacéo ao longo eixo
da &rea a ser irradiada, sendo a mesma realizada de forma pontual nas superficies
citadas.

O mascaramento dos individuos em relacédo aos tratamentos foi realizado. Para
tanto, a aplicacdo do laser foi simulada no grupo controle sem a aplicacdo do
corante e a ativacéo do laser, mantendo-se os mesmos cuidados e tempos adotados

para o grupo teste.

5.7 Avaliacdo daresposta inflamatoria

No momento dos exames clinicos de T1 e T2 (0 e 30 dias apd6s o tratamento)
foram colhidas amostras de fluido crevicular gengival (FCG) das bolsas periodontais

dos pacientes de ambos 0s grupos.

As amostras obtidas foram submetidas a andalise por Real Time PCR (Reacé&o
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real), um método baseado na analise de

acidos nucléicos, sensivel e rapido para deteccéo e quantificacdo das citocinas.

Foram avaliadas a expressao da interleucina 1B (IL-1B), fator de necrose
tumoral o (TNF-a), interleucina 10 (IL-10), interferon y (IFN-y), fator de crescimento
transformador B (TGF-B), proteina quimioatatica de mondcitos (MCP-1) e do
marcador para linfécitos T CD4* (CD28).

5.7.1 Obtencao das amostras

As amostras do conteddo das bolsas periodontais tiveram como critério de
eleicdo os quatro dentes com as bolsas mais profundas. Anteriormente a coleta, a

regido dos dentes selecionados foi isolada com roletes de algodao estéreis e a placa
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bacteriana supragengival foi removida com o uso de uma cureta periodontal (McCall
# 13/14, Hu-Friedy, Mgf. Co. Inc., Chicago, IL, USA).

Para cada um dos dentes selecionados, quatro cones de papel absorvente
estéreis Cell Pack #30 (Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) foram inseridos no sulco
gengival, com o auxilio de uma pinca clinica estéril, nas superficies mesial, distal,
vestibular e lingual, sendo mantidos no local por 60 segundos. Os cones

contaminados por sangramento local foram descartados.

ApOs sua retirada, os cones foram armazenados em microtubos, devidamente
identificados, contendo 500 uL de solugao de Krebs, e congelados no freezer a -70°

até o momento da analise.

A coleta foi realizada no periodo anterior ao tratamento e 30 dias apés (Tl e
T2), visando estudar as alteracbes na expressdo de citocinas inflamatorias

relacionadas a periodontite em pacientes diabéticos.

Para padronizar os sitios, a extragcdo do RNA de cada paciente foi realizada
nas amostras do dente com maior profundidade de sondagem, localizado mais

anteriormente. As demais amostras foram mantidas em estoque.

5.7.2 Extracao e quantificacdo de RNA

Inicialmente, realizou-se o descongelamento dos microtubos e as amostras de
cada sitio, por dente, foram transferidas, num pool de 4 amostras, para tubos falcon
(individuais por dente), sendo centrifugados por 15 minutos a 4.000 x g a 4°C. ApGs
este procedimento, os cones de papel absorvente foram removidos, mantendo-se
somente a solugdo. A cada tubo foi adicionado 1.000 uL de Trizol e 300 uL de
cloroférmio e, apés homogeneizados e mantidos por 10 minutos em temperatura
ambiente, foram novamente centrifugados por 15 minutos a 4.000 x g a 4°C. A fase
clara (sobrenadante) obtida foi cuidadosamente transferida para um microtubo
adicionando-se 250 pL de isopropanol. A mistura foi incubada em estufa BOD a
25°C por 15 minutos e centrifugada, posteriormente, por 10 minutos a 12.000 x g a

4°C, provocando a precipitacdo do RNA. O sobrenadante foi descartado e foram
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adicionados 250uL de etanol a 75%. Apds este passo, os tubos foram centrifugados
por 10 minutos a 10.000 x g a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e, ap0s aguardar
15 minutos para o escoamento de todo o liquido, foram adicionados 25uL de agua
de alta qualidade tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC) (SIGMA® Chemical Co.,
Louis, MO, USA).

A solucédo contendo o RNA foi avaliada em espectofotometro (Nanodrop® /ND
1000. Wilmington-Delaware, USA) (comprimento de onda 260/280 DO) para sua
quantificacdo pela formula [MRNA-mg/mL] = DO260 x diluicdo x 40. Apds este passo

ser realizado para cada amostra, as mesmas foram congeladas em freezer a -70°C.

5.7.3 Obtencao do cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada através da transcricdo
reversa utilizando-se um mix contendo Desoxirribonucleotideos Fosfatados (DNTPS),
Oligo dTis, Dithiothreitol (DTT), DEPC e tamp&o da enzima transcriptase reversa.
Doze microlitros de mix e 1 ug de RNA de cada amostra foram adicionados a cada
tubo. As amostras foram levadas ao termociclador Thermo Hybaid (PCR Express,
UK) com as condi¢cbes padrao para cDNA: 70°C por 5 minutos, 4°C por 5 minutos,
pausa para adicao de 3 pl da solucéo contendo a enzima (50U), 23°C por 5 minutos,

37°C por 1 hora, 90°C por 5 minutos e 5°C até o recolhimento das mesmas.

5.7.4 Deteccéo e quantificacao das citocinas/marcador

Para a deteccdo das citocinas foram usadas as sequéncias de primers
descritas no Quadro 4. Estes foram desenhados com base nas sequéncias de
nucleotideos disponivel no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) usando
o Primer Express Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo
previamente testados em relacdo a sua eficiéncia, bem como para o tipo de amostra

avaliada.
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QUADRO 4 - Primers utilizados

Iniciador Sequéncia (5’ - 3’) Tm (°C) pb
(gene)
CD4*CD28* | FW: ACAGTG GTAGGA GCAATG CTTTC 72 74

RV: AAT AGC AGC AAATGACATTGTTTT CT

IL-1P FW: TGG CAG AAA GGG AAC AGA A 73 59
RV: ACA ACA GGA AAG TCC AGG CTA

IL-10 FW: GGT TGC CAAGCC TTG TCT GA 81 107
RV: TCC CCC AGG GAG TTCACAT

IFN-y FW: GAA CTG TCG CCA GCA GCT AAA 80 95
RV: TGC AGG CAG GAC AAC CATTA

MCP-1 FW: AAG ACC ATT GTG GCC AAG GA 80 93
RV: CGG AGT TTG GGT TTG CTT GT

TGF-B FW: TCT GCT GAG GCT CAA GTT AAA 77 78
RV: ATC GCC AGG AAT TGT TGC

TNF-a FW: TTC TGG CTC AAA AAG AGA ATT G 76 73
RV: TGG TGG TCT TGT TGC TTA AGG

GAPDH FW: GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA 80 96
RV: TGG CAG TGA TGG CAT GGA

Legenda: FW (forward primer); RV (reverse primer); Tm (Temperatura de anelamento); pb (pares de
base do amplicon)

As reacoes da PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o Step One
Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) empregando-se
o SYBR-Green Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Para
normalizar os niveis de expressdao do mRNA foi utilizado o gene Desidrogenase de
Gliceraldeido 3-fosfato (GAPDH) amplificado (QUADRO 3).

Células mononucleares de sangue periférico humano estimuladas por
lipopolissacarideo (PBMC + LPS) cultivadas por 24 e 48h foram utilizadas como
controle positivo para a amplificacdo dos primers. O controle negativo foi realizado
com agua (DEPC). As amostras foram corridas em duplicata, em um volume de

reacao de 15 pl com 1 ug do cDNA.
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Apo6s a amplificacéo, foi realizada a andlise dos dados com o Sequence
Detection System Software (verséo 2.3) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Os resultados foram obtidos como valores do limiar do ciclo (Ct) e os niveis de
expressao foram calculados usando o método comparativo C(T). Os valores foram
calculados como o valor médio de duplicados para cada paciente, e 0s niveis de
expressdo de mRNAs de todas as amostras foram definidos como a proporcao de

cada um dos iniciadores especificos para a expressdo de GAPDH.

5.8 Analise dos dados

No estudo em questdo, todos os individuos foram submetidos a uma
modalidade de tratamento, e completaram o seguimento de 6 meses.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa SPSS para Windows
(versao 18.0). Os dados foram avaliados inicialmente em relacdo a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e, como os mesmos n&do apresentavam distribuicdo normal,
foram utilizados testes ndo paramétricos sendo o teste de Mann Whitney para
comparacao entre grupos e Wilcoxon para comparacdo intra-grupos. O nivel de

significancia adotado em todas as analises foi de 5%.

5.9 Diagramado estudo

O diagrama a seguir resume todo o protocolo de pesquisa, incluindo selecdo

da amostra, alocacédo, seguimento e analises realizadas (FIGURA 2).



FIGURA 2 — Diagrama do estudo
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6 RESULTADOS

Todos os individuos completaram o estudo, sendo as avaliagfes realizadas
nos periodos determinados. Nenhum efeito adverso foi relatado durante todo o
periodo e o0s mesmos mantiveram-se sob controle de placa individual recebendo, a
cada visita, reforco das instrucdes de higiene bucal.

A amostra final foi composta por 12 pacientes, sendo 67% dos pacientes do
sexo feminino e 33% do sexo masculino. A idade média foi de 52,2 anos e a duracao
média do diabetes relatada foi de 9,6 anos. Em relacdo a medicacgéo utilizada, 67%
dos pacientes faziam uso de hipoglicemiante oral, 8,3% de insulina e 24,7%

associavam estas medicagdes (TABELA 1).

TABELA 1 - Caracterizacdo demografica e médica dos grupos

Variavel G1 (n=6) G2 (n=6) Total
Sexo
Feminino| 5 (83,3%) 3 (50%) 8 (67%)
Masculino| 1 (16,7%) 3 (50%) 4 (33%)
Idade 55,2+9,2 49,2 + 10,8 52,2 + 10,03
Duracao do diabetes 11+45 8,2+8,7 9,6 +6,8
Medicacao
Hipoglicemiante oral (HO) 3 (50%) 5 (83,3%) 8 (67%)
Insulina| 1 (16,7%) 0 1 (8,3%)
Insulina + HO| 2 (33,3%) 1(16,7%) 3 (24,7%)

Os dois grupos apresentaram-se homogéneos, sem diferencas
estatisticamente significantes quando analisados os indices periodontais e
parametros clinicos e metabalicos iniciais (TABELA 2).

A duracdo do diabetes também foi avaliada em relagdo & homogeneidade
entre 0S grupos, visto que este poderia interferir na resposta aos tratamentos. O
teste demonstrou ndo existir diferenca estatistica significante entre os grupos em
relacdo a esta variavel (p=0,2) (TABELA 2).
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TABELA 2 - Avaliacdo da homogeneidade entre os grupos pelos parametros clinicos

periodontais, metabolicos e tempo de diabetes.

Parametro G1 (n=6) G2 (n=6) *
IP (%) 31,4 + 3 32,4+272 0,5
SSG (%) 43,9 + 16,9 55,5+ 33,1 0,6
PS (mm) 23+04 2,9+05 0,1
NIC (mm) 2,9+0,8 3,1+05 0,4
HbAlc (%) 8,8+17 79+19 0,3
Frutosamina 317 +72,2 2855+ 75,5 0,4
(mcmol/l)
Duracgéo do diabetes 11+45 8,2+8,7 0,2

IP (indice de placa); SSG (Sangramento a sondagem gengival); PS (Profundidade a
sondagem); NIC (Nivel de inser¢éo clinico); HbAlc (Hemoglobina glicada); G1 (Grupo
teste); G2 (Grupo controle).

* Teste de Mann Whitney para comparagdes entre grupos (p>0,05).

A tabela 3 mostra que o indice de placa ndo sofreu variacdes significativas
dentro de cada grupo, mas em T2 (30 dias) foi demonstrado que o grupo teste
apresentava este indice significativamente menor que o grupo controle (p = 0,02).

Avaliando o sangramento a sondagem, ambos 0s grupos demonstraram
reducdo significativa do mesmo apds o tratamento, sendo esta observada quando
comparados T1 e T2 (p = 0,04 em G1 e G2), ndo havendo diferenca entre 0s grupos
(TABELA 3).
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TABELA 3 - Medidas descritivas e comparativas dos indices periodontais por

modalidade de tratamento e periodo de avaliacéo.

indices periodontais G1 (n=6) G2 (n=6) *p (G1-G2)
indice de Placa (%)

T1 31,4+ 3 32,4+2.2 0,5

T2 25,2 +55 37+95 0,02
**p (T1-T2) 0,18 0,14

T3 35,4 +3,2 36,1 +4,6 0,9
**p (T1-T3) 0,11 0,11

T4 315+6,2 35,4 +4,7 0,3
**p (T1-T4) 0,1 1

Sangramento a Sondagem (%)
0,6

Tl | 43,9+16,9 55,5+ 33,1

T2 18,7 + 9,02 21,4+123 0,9
**p (T1-T2) 0,04 0,04

T1>T2 T1>T2

T3 22,4 +8,2 31,7+13,9 0,3
“*p (T1-T3) 0,07 0,2

T4 18,7+ 1,5 32,1+11,2 0,05
**p (T1-T4) 0,04 0,17

T1>T4

T1 (Tratamento); T2 (30 dias); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo

controle).

* Teste de Mann Whitney para comparagfes entre grupos.

** Teste de Wilcoxon para comparacao intra-grupos.

Em relacdo a profundidade a sondagem e nivel de insercao clinica, 0s grupos

nao apresentaram diferencas entre si, mas houve reducdo das mesmas, que foram

mantidas em todos os periodos de avaliagdo quando comparadas a T1 (TABELA 4).
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TABELA 4 - Medidas descritivas e comparativas dos parametros clinicos por

modalidade de tratamento e periodo de avaliacéo.

Parametros Clinicos G1 (n=6) G2 (n=6) *p (G1-G2)
Profundidade & Sondagem
(mm)
Tl 23+04 29+0,5 0,1
T2 1,6+0,2 2,0 +0,6 0,1
**p (T1-T2) 0,03 0,03
T1>T2 T1>T2
T3 1,7+0,2 2,1+0,7 0,2
**p (T1-T3) 0,03 0,03
T1>T3 T1>T3
T4 1,8+0,3 2,2+0,7 0,3
“*p (T1-T4) 0,03 0,03
T1>T4 T1>T4
Nivel de Inserc¢é&o Clinico (mm)
Tl 29+0,8 3,1+05 0,4
T2 22+0,5 2,1 +0,6 0,8
**p (T1-T2) 0,03 0,03
T1>T2 T1>T2
T3 23+0,6 2,2+0,7 0,5
**p (T1-T3) 0,03 0,03
T1>T3 T1>T3
T4 2,3+0,6 2,3+0,6 0,9
“p (T1-T4) 0,03 0,03
T1>T4 T1>T4

T1 (Tratamento); T2 (30 dias); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo
controle).

* Teste de Mann Whitney para comparagfes entre grupos.

** Teste de Wilcoxon para comparacéo intra-grupos.

No que se refere a hemoglobina glicada e frutosamina, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos ou dentro dos mesmos em nenhum periodo de

avaliacdo. As tabelas 5 a 8 e graficos 1 e 2 mostram esses resultados.
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TABELA 5 - Medidas descritivas e comparativas da Hemoglobina Glicada (HbA1C)

por modalidade de tratamento.

Parametro Metabdlico G1 (n=6)

HbALC (%)

G2 (n=6) *p (G1-G2)

T1| 88+17
T3| 91+14

T4| 91+20

79+19 0,3
7,6 +17 0,2
75+13 0,1

T1 (Tratamento); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo controle).

* Teste de Mann Whitney para comparag0es entre grupos.

TABELA 6 - Medidas descritivas e comparativas da Hemoglobina Glicada (HbA1C)

por periodo de avaliacao.

Parametro Metabdlico G1 (n=6) G2 (n=6)
HbA1C (%)
T1 88+1,7 791+19
T3 91+1,4 76+17
“*p (T1-T3) 0,2 0,28
Mudanca percentual (%) +0,3 -0,3
T4 9,1+2,0 75+1,3
“p (T1-T3) 0,3 0,6
Mudanca percentual (%) +0,3 -0,4

T1 (Tratamento); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo controle).
** Teste de Wilcoxon para comparacao intra-grupos.
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TABELA 7 - Medidas descritivas e comparativas da Frutosamina por modalidade de

tratamento.
Parametro Metabdlico G1 (n=6) G2 (n=6) *p (G1-G2)
Frutosamina (mcmol/L)
T1| 317+7272 285,5 + 75,5 0,4
T2 318 +72,4 276,2 +104,8 0,3
T3 320 + 58,2 278,5 + 86,2 0,3
T4 | 299,3+73,4 266,8 + 85,8 0,5

T1 (Tratamento); T2 (30 dias); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo

controle).

* Teste de Mann Whitney para comparagfes entre grupos.

TABELA 8 - Medidas descritivas e comparativas da Frutosamina por periodo de

avaliacao.

Parametro Metabdlico G1 (n=6) G2 (n=6)
Frutosamina (mcmol/L)
T1 317 +72,2 285,5+ 75,5
T2 318+ 72,4 276,2 +104,8
“p (T1-T2) 0,8 0,3
T3 320 + 58,2 278,5 + 86,22
“p (T1-T3) 0,9 0,46
T4 | 299,3+ 73,4 266,8 + 85,8
**p (T1-T3) 0,1 0,4

T1 (Tratamento); T2 (30 dias); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo

controle).

** Teste de Wilcoxon para comparacéo intra-grupos.
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GRAFICO 1 - Variagdo da hemoglobina glicada (HbA1C) entre os grupos, por
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T1 (Tratamento); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo controle).
Teste de Mann Whitney para comparagdes entre grupos.

GRAFICO 2 - Variacdo da frutosamina entre os grupos, por periodo de avaliagdo

(mcmol/L).
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T1 (Tratamento); T2 (30 dias); T3 (90 dias); T4 (180 dias); G1 (Grupo teste); G2 (Grupo
controle).
* Teste de Mann Whitney para comparacgfes entre grupos.
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Em relacdo a caracterizacdo da resposta imunoinflamatoria, a analise por
PCR em tempo real dos niveis de expressdo do mRNA das citocinas TNF-q, IL-1j3,
MCP-1, IFN-y, IL-10, TGF-B, CD4*CD28* foi realizada utilizando-se amostras
recuperadas das bolsas periodontais de todos os pacientes, considerando-se a
comparacao dos periodos pré-tratamento (T1l) e 30 dias apdés o mesmo (T2),
independentemente da modalidade. Nao houve diferenca significativa na expresséo
de TNF-a, IL-1B, MCP-1 e TGF-p (GRAFICOS 3 a 6).

GRAFICO 3 - Variag6es nos niveis de TNF-o. de G1 e G2 entre os periodos T1 e T2.
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Teste de Wilcoxon para comparagdes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p > 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.

GRAFICO 4 - Variag6es nos niveis de IL-1p de G1 e G2 entre os periodos T1 e T2.
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Teste de Wilcoxon para comparagodes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p > 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.

GRAFICO 5 - Variagbes nos niveis de MCP-1 de G1 e G2 entre os periodos T1 e T2.
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Teste de Wilcoxon para comparacgdes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p > 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.

GRAFICO 6 - Variagdes nos niveis de TGF-p de G1 e G2 entre os periodos T1 e T2.
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Teste de Wilcoxon para comparacdes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p > 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.
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Por outro lado, observou-se uma reducao significativa na expressao génica da
citocina IFN-y e do marcador celular CD4*CD28"*, paralelamente a um aumento na
expressdo de IL-10, trinta dias apOs a instituicdo da terapia periodontal. Estes
resultados sdo demonstrados nos graficos 7 a 9.

GRAFICO 7 - Variagdes nos niveis de IFN-y de G1 e G2 entre os periodos T1 e T2.
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Teste de Wilcoxon para comparacgdes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p < 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.

GRAFICO 8 - Variagbes nos niveis de CD4*CD28* de G1 e G2 entre os periodos T1
eT2.
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Teste de Wilcoxon para comparagdes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p < 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.



GRAFICO 9 - Varia¢des nos niveis de IL-10de G1 e G2 entre os periodos T1 e T2.
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Teste de Wilcoxon para comparagdes entre T1 (dia 0) e T2 (dia 30) (p 0,05).
Nota: Barras - valores médios das amostras (n=12); Linhas - desvio padrao.
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7 DISCUSSAO
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho a amostra foi composta por 12 individuos, visto o rigor dos
critérios de inclusdo/exclusdo adotados. Estes critérios, por sua vez, minimizam
variaveis confundidoras, porém restringem o numero amostral (FARIA-ALMEIDA,
NAVARRO; BASCONES, 2006).

Um dos critérios de inclusao utilizado foi a presenca de, no minimo, 15 dentes
excetuando-se 0s terceiros molares, critério este adotado em outros trabalhos com
diabéticos (CORREA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; CORREA et al., 2010).

Estudos tem mostrado a relacdo da perda dental pela doenca periodontal
associada ao diabetes (AL-SHAMMARI et al., 2005; KAUR et al., 2009; PATEL,;
KUMAR; MOSS, 2013). Neste estudo, quando a populagédo alvo foi avaliada, a
maioria dos individuos ndo cumpriu este requisito de nimero minimo de dentes,
muitos eram totalmente edéntulos ou apresentavam numero menor que O
estabelecido, o que pode ser explicado pela dificuldade de acesso aos servigos
odontoldgicos, visto que a populacdo foi proveniente de usuarios do sistema publico
de saude.

Além disso, para definicdo dos casos de periodontite, foram utilizados os
critérios propostos por Page e Eke (2007), que estabelecem para a periodontite
moderada a presenca de perda de insercdo > 4mm em dois ou mais sitios ou
profundidade a sondagem interproximal > 5mm em dentes diferentes e, para a
periodontite grave a perda de insercdo > 6mm (em dentes diferentes) e um ou mais
sitios com profundidade a sondagem > 5mm. Tais critérios sdo adotados para
definicdo dos casos de periodontite pela American Academy of Periodontology (AAP)
e Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Considerando ainda o diagndstico de periodontite, este estudo propés avaliar
pacientes com periodontite generalizada que, conforme Armitage (2010), é
determinada quando mais de 30% dos dentes presentes na boca estdo
comprometidos pela doenca periodontal.

Os critérios de inclusdo acima citados foram considerados muito valiosos,
pois quando se objetiva avaliar a influéncia da doenca periodontal e seu tratamento
sobre o controle metabdlico do diabetes, estes itens podem interferir profundamente

nas analises. Parece provavel que individuos com um maior numero de dentes/sitios
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presentes e acometidos pela doenca apresentem uma infec¢cdo proporcionalmente
maior, com provavel aumento do impacto sobre o controle metabdlico, o que ja foi
demonstrado por Nesse et al. (2009).

Desta forma, tanto o nuimero minimo de dentes quanto a definicAo da
periodontite e sua extensado influenciaram de forma bastante impactante o tamanho
da amostra deste estudo, mas a mesma foi considerada uma amostra de qualidade
para as avaliacdes realizadas.

Os critérios de excluséo relacionados ao uso de antibidticos, presenca de
outra condicdo sistémica associada a doenca periodontal e uso do fumo também
influenciaram de forma significativa a amostra. Muitos pacientes avaliados faziam
uso do fumo ou apresentavam alguma doenca sistémica com influéncia sobre a
doenca periodontal, o que poderia influenciar nas respostas aos tratamentos. Além
disso, pacientes diabéticos tém sua resposta imune comprometida (CASQUEIRO;
CASQUEIRO; ALVES, 2012) e, € comum que desenvolvam infeccbes que
necessitem ser tratadas com antibigticos sistémicos, o que foi observado em alguns
dos individuos avaliados. Poucos pacientes foram excluidos pelos demais critérios.

Uma amostra de 15 individuos por grupo foi apresentada em trabalhos com
desenho préximo ao deste, nos quais o numero de individuos foi estabelecido com
base na reducdo da profundidade a sondagem e niveis de HbAlc, significAncia e
poder do teste (AL-ZAHANI, et al., 2009; MACEDO et al., 2014), porém trabalhos
utilizando amostras menores que a citada anteriormente compdem a literatura sobre
o tema (FARIA-ALMEIDA; NAVARRO; BASCONES, 2006; NAVARRO-SANCHEZ;
FARIA-ALMEIDA; BASCONES-MARTINEZ, 2007).

Revisbes sistematicas sobre a melhoria metabdlica dos diabéticos pés
tratamento periodontal afirmam que o0s estudos atuais apresentam pequenas
amostras, e que os resultados poderiam ser melhor avaliados com o aumento das
mesmas (JANKET et al., 2005; DARRE et al., 2008; TEEUW; GERDES; LOOS,
2010).

Apoés a determinacdo da amostra, foi definida sua forma de randomizacéao.
Optou-se pela realizagdo de uma amostra randomizada por blocos, sendo o sorteio
realizado a cada quatro individuos selecionados. Esta forma de randomizacéo foi
escolhida por assegurar uma distribuicAo balanceada entre o numero de

participantes nos grupos de estudo, especialmente em amostras pequenas, como no
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caso em questdao (EFIRD, 2010). Um beneficio observado neste processo, foi a
reducdo da perda da amostra pré-tratamento, visto que os individuos foram incluidos
no estudo em momentos diferentes e, caso a op¢ao de randomizagédo aguardasse a
inclusdo de toda a amostra proposta (como uma randomizagédo simples), o periodo
para a selecdo da mesma foi longo (marco de 2012 a abril 2013) e talvez alguns
individuos poderiam ser perdidos por fatores diversos como a necessidade de
tratamento e/ou agravamento da condi¢do periodontal, mudanca de local, etc.

A realizagdo do mascaramento previne avali¢des e julgamentos tendenciosos,
mas nem sempre 0 mesmo pode ser realizado devido as limitagdes técnicas e/ou
éticas do estudo (CUMMINGS, GRADY; HULLEY, 2008). Este estudo, devido as
limitagBes técnicas, realizou o mascaramento na amostra. Trabalhos com desenho
aproximado a este, utilizando a aPDT em diabéticos, ndo descreveram sua
realizacdo na amostra (AL-ZAHANI, et al., 2009; MACEDO et al., 2014), porém
ambos o realizaram para examinador e operador.

A periodontite tem como determinante a placa bacteriana, a qual deve ser
eliminada de forma efetiva para o controle da enfermidade. A raspagem e alisamento
radicular (RAR) € a modalidade nao cirargica padréo para tratamento da doenca
periodontal, no entanto esta terapia isolada muitas vezes ndo é capaz de estagnar
totalmente a infeccdo periodontal, demandando a utlizacdo de tratamentos
adjuvantes (ENGEBRETSON; HEY-HADAVI, 2011; GILOWSKI et al., 2012;
BOTERO et al., 2013; MUNENAGA et al., 2013).

A utilizacdo de antibidticos, locais ou sistémicos, tem sido amplamente
utilizada na pratica periodontal, principalmente em casos onde 0s pacientes
apresentam respostas imunoldgicas e teciduais comprometidas, como no caso do
diabetes (ALMEIDA et al., 2013), mas apesar de alguns beneficios desta associacao
serem observados, a resisténcia bacteriana e os efeitos adversos tém limitado seu
uso. Alternativas como a terapia fotodinAmica antimicrobiana (aPDT) tém sido

pesquisadas para o uso na periodontia (CAMPOS et al., 2013).

Nesta pesquisa, a terapia fotodinamica foi aplicada em um dos grupos como
adjuvante ao tratamento de raspagem e alisamento radicular (G1 = RAR + aPDT)
em pacientes diabéticos portadores de periodontite crénica de moderada a grave. O
grupo controle recebeu como tratamento somente a raspagem e alisamento radicular
(G2 = RAR).



78

A literatura ndo apresenta protocolos padronizados para a aplicacdo da aPDT
e diante disso salienta-se a necessidade de padronizacdo dos mesmos para que sua
eficicia e resultados possam ser comparaveis. Na auséncia de um protocolo padrao,
a literatura foi avaliada e um protocolo foi desenvolvido, considerando os fatores
abaixo como determinantes para o estabelecimento deste.

O tempo pré-irradiacdo deste estudo foi de 5 minutos apdés a aplicacdo do
fotossensibilizador, periodo este considerado dentro do satisfatorio para interacdo do
mesmo com 0s microrganismos (SOUSA, 2007).

Para a aplicacdo da aPDT, tantoa dosagem do fotossensibilizador, o
comprimento de onda e a densidade de energia sdo fatores determinantes para sua
eficacia. Neste trabalho, foi utilizado o corante azul de metileno na concentracdo de
0,01%, considerada eficaz para periodontopatdégenos sem toxicidade aos tecidos
(CHAN; LAI, 2003). O comprimento de onda 660nm, padrdo do aparelho de emissao
de luz utilizado, foi adequado a banda de absorcdo do agente fotossensibilizador
que, de acordo com Amorim (2007), se encontra entre 620-700nm. Em relagcédo a
densidade energia, neste estudo foi utilizado um total aproximado de 100 J/cm? por
dente. Este parametro muitas vezes ndo é bem detalhado nos trabalhos (AL-
ZAHARANI et al., 2009), ou apresenta valores menores (MACEDO et al., 2014),
podendo ser influenciado pela poténcia dos diferentes aparelhos existentes no
mercado. Este estudo utilizou um valor proximo ao utilizado por Campos et al.
(2013), considerado eficaz para a associacdo com a RAR.

A terapia periodontal ndo cirargica, feita pela raspagem e alisamento foi
realizada em ambos o0s grupos. Esta modalidade de tratamento depende da
habilidade do operador e, neste estudo, por se tratar de operador experiente, a RAR
foi realizada em duas sessbes com intervalos de 24 horas, visando diminuir o
namero de sessdes e proporcionando uma padronizacdo no tempo de trabalho para
cada paciente. A RAR realizada desta forma € segura e apresenta resultados
clinicos favoraveis no tratamento da periodontite em diabéticos (SANTOS et al.,
2009).

Com os tratamentos aplicados, os resultados mostraram melhora significativa
nos parametros clinicos de sangramento a sondagem gengival (SSG), profundidade
a sondagem (PS) e nivel de insercao clinica (NIC) em ambos os grupos quando
reavaliados 30 dias apos o tratamento. Esta melhora se manteve estavel para PS e
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NIC nas avaliacdes apos 3 e 6 meses de tratamento, ja 0 SSG apresentou variacdes
nestas avaliacdes, sendo somente significativa a diferenca entre 6 meses e baseline
no grupo RAR + aPDT. O indice de placa ndo sofreu variagdes significativas em
nenhum dos periodos dentro dos grupos, porém foi observada uma diferenca
significativa na comparacéo entre os grupos entre os periodos de tratamento e 30
dias, diferenca revelada pela maior reducdo de placa no grupo teste (p = 0,02).
Acredita-se que esta diferenca foi devida ao proprio controle de placa pelo paciente,
nao havendo dados que suportem que foi provocada pelo tratamento, visto que a
aplicacado do fotossensibilizador e luz foi realizada na regidao subgengival e ainda,
gue a colonizacdo pela placa supragengival € diretamente dependente do controle
do paciente.

Ressalta-se que todos os pacientes demonstraram melhoria nas condicdes
clinicas periodontais, o que também foi observado em outros estudos (FARIA-
ALMEIDA; NAVARRO; BASCONES, 2006; NAVARRO-SANCHEZ; FARIA-
ALMEIDA; BASCONES-MARTINEZ, 2007; SANTOS et al.,, 2009; CORREA et al.,
2010, MACEDO et al., 2014). Observando que os pacientes diabéticos responderam
muito bem ao tratamento periodontal com RAR, acredita-se que tal melhoria e
estabilidade na condicdo de saude bucal pode impactar a saude global destes
pacientes, bem como sua qualidade de vida.

Alguns trabalhos (CHONDROS et al., 2009; GE et al., 2011) mostraram que a
terapia fotodindmica reduz significativamente o sangramento a sondagem em
pacientes saudaveis, o que nado foi observado neste estudo. Salienta-se o fato de
gue a amostra deste estudo foi composta por portadores de diabetes mellitus do tipo
2 ou seja, individuos com comprometimento imune e provavel microangiopatia
gengival (ANDERSEN et al., 2007). Recente publicacdo avaliou o impacto desta
terapia através de uma revisdo e 0s autores relataram que a eficacia da aPDT neste
tipo de paciente ainda ndo é clara devido aos poucos trabalhos existentes e ainda
aos diferentes desenhos experimentais apresentados (JAVED et al., 2013).

Apesar de resultados favoraveis a terapia periodontal associada a aPDT, esta
ainda é avaliada com ressalvas, visto que os estudos tém demonstrado resultados
conflitantes, portanto os dados s&o inconclusivos quanto a superioridade da
associacdo da mesma em relacdo a raspagem isolada (KARLSSON; LOFGREN;
JANSSON, 2008; AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2011).
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Neste estudo, verificou-se que a terapia fotodinamica em uma Unica aplicacao
nao produziu efeitos superiores a RAR isolada, o que também foi relatado por
Macedo et al. (2014). Este autor sugere que talvez, multiplas aplicacbes da aPDT
possam melhorar seu efeito, o que deve ser investigado.

Apesar de Almeida et al. (2008) terem demonstrado, em ratos, a
superioridade da aPDT + RAR em relacdo a RAR isolada, estudos em humanos nao
encontraram estes resultados em diabéticos (AL-ZAHRANI et al., 2009; MACEDO et
al., 2014), confirmando os achados deste trabalho.

Na caracterizagao do diabetes, a duracdo da doenca ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos. Apesar desta variavel nao ter sido objeto especifico de
avaliacdo neste trabalho, sugere-se que estudos posteriores para avaliacdo da
resposta ao tratamento periodontal nestes pacientes atentem para a influéncia da
mesma, Vvisto que o tempo da doenca em diabéticos do tipo 2, associado a um mau
controle metabdlico se relaciona a faléncia da funcdo das células B e existéncia de
complicagbes cronicas, o que pode dificultar o controle do diabetes bem como a
resposta ao tratamento periodontal.

Em relacdo aos parametros metabdlicos, o estudo ndo mostrou diferencas
entre 0os grupos ou dentro dos mesmos nas dosagens de hemoglobina glicada
(HbAlc) e frutosamina em nenhuma avaliacao, resultado encontrado por Al-Zahrani
et al. (2009) que, apesar de ter encontrado uma reducao significativa nos niveis de
HbAlc em um de seus grupos de tratamento, atribuiu o resultado a administracdo da
doxiciclina a este grupo. Estudo anterior ja havia demonstrado esta relacao, visto
gue a utilizacdo deste medicamento pode modular a resposta do hospedeiro inibindo
a formacéo de metaloproteinases e a glicosilacdo ndo enzimatica levando a reducao
de HBA1c (O'CONNELL et al., 2008).

Especificamente em relacdo a hemoglobina glicada, os resultados deste
trabalho confirmam os encontrados por Engebretson et al. (2013), que
demonstraram que a terapia periodontal ndo é capaz de provocar mudancas
estatisticamente significativas nos niveis glicémicos.

Entretanto, quando os dados do grupo controle (G2) séo analisados de forma
bruta, observa-se uma reducdo direta na média da HbAlc de 0,3% e 0,4% nos
periodos de 3 e 6 meses respectivamente. Do ponto de vista da clinica médica estes

percentuais de reducdo podem ser observados quando da utilizacdo de
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determinados hipoglicemiantes orais (INZUCCHI et al, 2009). Drogas
hipoglicemiantes como os inibidores da a—glucosidase, glinidas, incretinomiméticos e
tiazolidinedionas demonstram percentuais médios de reducdo da HbAlc a partir de
0,5% (NATHAN et al., 2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014), valor
muito préximo do encontrado no periodo de 6 meses da pesquisa (0,4%).

De posse destes dados, chama-se a atencédo para o fato de que a terapia
periodontal, apesar de ndo ser estatisticamente significativa na reducdo da HbAlc
no desenho de estudo proposto, pode trazer beneficios clinicos aos diabéticos, pois
estes percentuais de reducdo da hemoglobina glicada, dentro da endocrinologia, sao
comparaveis a reducdo promovida por medicagfes utilizadas para o tratamento do
diabetes e, muitas vezes, indica-se a associacdo medicamentosa e/ou aumento da
dose das medicac0es ja instituidas para que tais efeitos sejam alcancados, havendo
0 risco de potenciais efeitos colaterais (INZUCCHI et al.,, 2009; NATHAN et al.,
2009).

Neste caso, se o tratamento periodontal pode oferecer beneficios clinicos ao
paciente, 0 mesmo deve ser oferecido a este em caso de necessidade. Adiciona-se
ainda o fato de que a presenca de periodontite pode contribuir através de sua
resposta imunoinflamatéria para a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose
(MEALEY; OCAMPO, 2007; ALMEIDA et al., 2013).

Esta visdo clinica deve ser objeto de reflexdo e discussfes estendidas a
médicos e dentistas, pois observa-se na pratica clinica a grande relacdo entre as
doencas, sugerindo uma atuacao multipla destes profissionais na abordagem aos
pacientes diabéticos INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2009).

Em relacdo a frutosamina, conforme indicacfes, sua avaliacdo foi realizada
para verificar a resposta metabdlica a curto prazo, pois mensuracdo da mesma se
baseia na glicosilagdo da albumina, que tem meia vida de 2 a 3 semanas. Assim
como a HbAlc este teste ndo sofreu variagoes.

Outros trabalhos utilizaram a glicemia sanguinea para avaliar mudancgas nos
niveis de glicose a curto prazo (O’'CONNELL et al., 2008; CORREA et al., 2010),
porém esta reflete a glicemia no momento, e ndo uma média de um curto periodo.
Assim, este estudo considerou o uso da frutosamina um indicador mais potente para
medidas de curtos periodos, pois este exame é indicado principalmente quando uma

nova medida terapéutica é instituida, sendo particularmente importante, neste
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estudo, no periodo entre o tratamento e avaliacdo de 30 dias. Nos demais periodos
foi utilizada para monitoramento do paciente.

Cabe salientar que o controle glicémico dos pacientes pode ser influenciado
por diversos fatores como estilo de vida, dieta, adesdo ao tratamento, etc.
(MACEDO, 2009; MACEDO et al., 2014), fatores que nao foram controlados neste
estudo por dificuldades técnicas.

Nesta pesquisa, foram estudados 12 pacientes diabéticos com periodontite
cronica, moderada a grave e generalizada, submetidos a raspagem e alisamento
radicular. No momento dos exames clinicos realizados no periodo anterior ao
tratamento (T1) e pés-tratamento (T2) foram colhidas amostras de fluido crevicular
gengival (FCG) de bolsas periodontais destes pacientes, as quais foram submetidas
a analise por Real Time PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real)
para avaliacdo da expresséo génica das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-10, IFN-y, TGF-,
MCP-1 e do marcador para linfocitos T CD4* (CD28) (CD4*CD28™).

Esta analise foi realizada comparando-se 0s niveis destas citocinas/marcador
no periodo anterior ao tratamento (T1) e pds-tratamento (T2), buscando caracterizar
0 padrdo inflamatério apresentado pelos pacientes diabéticos antes e ap0s
tratamento periodontal, independentemente da modalidade de tratamento.

A expressao de TNF-a, IL-18, MCP-1, TGF-f, IFN-y e IL-10 e CD4*CD28" foi
observada no FCG dos diabéticos, tanto antes quanto apdés o tratamento
periodontal. Este fato demonstra que citocinas ndo atuam de forma isolada e
reforcam a hipotese de que o equilibrio entre citocinas pro-inflamatérias e
reguladoras irdo determinar a progressdo da periodontite ou manutencdo da
homeostase (KAYAL, 2013).

As células T expressam diferentes receptores que sao importantes no
recrutamento de leucocitos para sitios doentes (BRITO et al., 2012) e, a anélise da
expressao génica de receptores em células T CD4* € importante para determinar o
efeito das respostas imunoldgicas contra patégenos (GRAVES, 2008).

A ativacdo destas células envolve o reconhecimento de um antigeno
especifico e uma sinalizacdo a partir de moléculas co-estimuladoras, sendo a
molécula CD28 expressa na superficie de mais de 95% dos linfécitos T CD4*
(BRITO et al., 2014).
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A expressdo deste receptor no FCG esta relacionada com a presenca de
diferentes subtipos de células efetoras T CD4* e, é sugerido, que a resposta imune
adaptativa associada a estas células e citocinas pro-inflamatérias que secretam, esta
envolvida com a perda éssea periodontal pela infeccdo bacteriana (GRAVES, 2008).

Neste estudo, foi realizada a avaliacdo da expressao dos receptores para
células T CD4*CD28* e os resultados demonstraram uma diminui¢ao significativa na
expressdo deste gene apds o tratamento periodontal. A literatura ndo apresenta
dados suficientes sobre a real participacdo das células T CD4* na periodontite,
demandando estudos no intuito de compreender seu verdadeiro papel porém, este
resultado pode sugerir uma reducdo no conteddo antigénico apos o tratamento da
periodontite, visto que a resolucdo da infec¢cao poderia levar a uma menor expressao
de células ativadas.

Citocinas como IL-1p e TNF-a tém importante destaque na patogénese da
periodontite, sendo consideradas potentes indutoras de reabsorcdo o6ssea. O
aumento de seus niveis na periodontite determina uma intensa inflamacéo
periodontal e perda O6ssea alveolar, desencadeada pelo estimulo a secrecdo de
quimiocinas e outros mediadores da resposta inflamatoria, incluindo o aumento na
expressédo de MMPs (GARLET et al., 2005; GRAVES, 2008).

Neste estudo, os niveis de IL-13 e TNF-ano FCG ndo demonstraram
mudancas estatisticamente significantes na sua expressdo, comparando-se 0S
periodos T1 e T2. Nao foram encontrados estudos que avaliassem a expressao
destas citocinas no FCG ap6s 30 dias do tratamento periodontal porém, Navarro-
Sanchez et al. (2007) e Macedo (2009) reportaram uma reducédo significativa nos
niveis de IL-1B presentes no FCG de diabéticos 3 meses apds a terapia periodontal
ndo cirdrgica, sendo encontrada também a reducdo de TNF-a apdés 0 mesmo
periodo (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2007).

Na periodontite o MCP-1 é produzido por células endoteliais, fagocitos
gengivais sob o estimulo de citocinas como TNF-a e IL-18. Seus niveis estao
diretamente relacionados com a inflamacdo dos tecidos periodontais, sendo
associada com a remodelagdo Ossea inflamatéria (GRAVES, OATES; GARLET,
2011; GARLET et al., 2012).

No presente trabalho, os niveis de expressdo de MCP-1 ndo demonstraram

diferenca estatisticamente significativas entre T1 e T2. Nao foram encontrados
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estudos que observaram sua expressao no periodo de avaliacao aqui proposto, bem
como de sua avaliagcdo no FCG de diabéticos, mas esta citocina manteve um padrao
de expressdo bem semelhante a IL-1p e TNF-a, que podem sintetizar MCP-1, bem
como estimular sua expressdo no ligamento periodontal (PRADEEP; DAISY;
HADGE, 2009).

Em diabéticos, esta citocina tem sua expressao relacionada a resisténcia a
insulina (ODEGAARD et al., 2007) e, na periodontite, seus niveis aumentados nos
tecidos gengivais de ratos diabéticos podem sugerir uma inducdo da inflamacéo
gengival pelo diabetes (SAKALLIOGLU et al. 2008).

O IFN-y € uma citocina pro-inflamatéria produzida por células T helper 1 (Thl)
e esta presente em niveis aumentados na periodontite crénica (ESCOBAR, 2009).
Entre suas acfes destacam-se a atracdo de macréfagos e aumento de fagocitos
locais, estimulo a formacdo de osteoclastos e inducdo da liberacdo de citocinas
(GEMMELL; SEYMOUR, 2004; DUTZAN et al., 2009).

Os resultados deste estudo demonstraram reducdo estatisticamente
significante nos niveis de INF-y apds o tratamento periodontal. Este achado vem ao
encontro a trabalhos anteriores, que mostraram um aumento na expressado desta
citocina no FCG de pacientes portadores de periodontite cronica (TSAI et al., 2007,
DUTZAN et al., 2009), que foi diminuida apds o tratamento periodontal ndo cirdrgico
(TSAI et al., 2007).

O TGF-B € produzido por células Treg e tem importantes efeitos inibitorios
sobre células Thl, Th2, B e Natural Killer, atuando ainda na regulacdo de TNF-a e
IL-13 (PRESHAW; TAYLOR, 2011; GARLET et al., 2012). Na periodontite cronica,
suas concentragcdes aumentadas no FCG apontam para um efeito modulador na
resposta inflamatdria e minimizacdo da extensdo do dano causado pela periodontite
(ESCOBAR, 2009).

Neste trabalho, os niveis desta citocina diminuiram no fluido gengival apés o
tratamento periodontal, porém tal reducdo nao foi estatisticamente significativa.
Resultado semelhante foi descrito por Escobar (2009), que relacionou esta
tendéncia na diminuicdo dos niveisde TGF- no FCG,ap6s o0 tratamento
periodontal, com a intensificacdo da resposta inflamatéria para a resolucdo da

periodontite.
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A IL-10 é produzida por células T helper 2 (Th2) e T regulatérias (Treg) e tem
papel protetor na destruicédo tecidual, por inibir a reabsorcéo 6ssea e atuar de forma
imunorreguladora na secregao de IFN-y e IL-17 (GARLET et al., 2012; SOBOKU et
al., 2014).

Na avaliacéo realizada neste estudo, os niveis de IL-10 eram mais baixos
durante a periodontite e aumentaram de forma estatisticamente significante apds o
tratamento periodontal, corroborando os achados de Goutoudi, Diza e Arvanitidou
(2004), que encontraram niveis diminuidos de IL-10 na periodontite e aumentados
apoés o tratamento da mesma.

A resisténcia ou susceptibilidade a periodontite é regulada pelo balanco entre
as células Thl ou Th2. As células Thl secretam IFN-y e promovem uma imunidade
celular mediada pela ativacdo de macréfagos e Th2 secretam IL-4 e IL-10,
objetivando suprimir as respostas mediadas por células (GEMMEL; SEYMOUR,
2004). Neste estudo, a reducéo nos niveis de INF-y e aumento nos niveis de IL-10
parecem demonstrar uma regulacdo entre estas citocinas, evidenciando o papel
protetor da IL-10 na inibicdo da reabsor¢cdo O6ssea e imunorregulador, visto que
interfere na secrecao do IFN-y (GEMMEL; SEYMOUR, 2004; SOBOKU et al., 2014).
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Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

. A terapia periodontal ndo cirdrgica, realizada através da raspagem e
alisamento radicular, melhora o indice de sangramento, profundidade a sondagem e
nivel de insercdo clinico em pacientes diabéticos, sendo importante o beneficio
clinico observado e demonstrado estatisticamente;

o A associacdo da aPDT a terapia periodontal ndo cirdrgica néo
apresenta beneficios adicionais em pacientes diabéticos, quando avaliados os
indices de placa, sangramento e os parametros de profundidade a sondagem e nivel
de insercéo clinico;

. A terapia periodontal, associada ou ndo a aPDT, nao interfere com
significAncia estatistica no controle glicémico de pacientes diabéticos, quando
avaliado o impacto sobre a HbAlc e frutosamina.

. O tratamento periodontal ndo cirdrgico parece influenciar na melhoria

da resposta inflamatoéria periodontal de pacientes diabéticos quando avaliada a

expresséo de citocinas no FCG.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n% ETIC 0645.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Allyson Nogueira Moreira
Departamento de Odontologia Restauradora
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 26 de maio de 2011, apés atendidas as solicitagées de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Efeito da terapia fotodindmica como
coadjuvante ao tratamento periodontal nao-cirirgico sobre o
quadro periodontal e controle metabdlico em pacientes portadores
de diabetes mellitus tipo 2" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

ProMMarques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpq.ufing.br
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APENDICE A

Termo de consentimento livre e esclarecido

Este termo de consentimento pode conter palavras que vocé ndao entenda. Peca ao
pesquisador que expligue as palavras ou informagbes nao compreendidas
completamente.

Prezado Sr(a), esta pesquisa busca avaliar a influéncia de um laser como
tratamento complementar a raspagem da gengiva.

Para que possamos desenvolver esta pesquisa sera necessario que vocé
preencha uma ficha juntamente com um dentista onde algumas perguntas serao
feitas com relacdo as suas caracteristicas, sua saude geral e bucal e ainda, serédo
realizados exames de glicemia, bucais e das bactérias presentes na sua boca,
sendo que vocé recebera tratamento para a doenca presente na sua gengiva, na
propria universidade, ou, se preferir, em outro local a ser combinado. Estes
procedimentos ndo oferecem riscos somente o desconforto habitual para a coleta de
sangue para glicemia e de um tratamento para a gengiva, que pode ser um pouco
doloroso, sendo utilizada anestesia local. Suas respostas nao influenciardo o seu
atendimento no local. Os resultados desta pesquisa serdo muito importantes para
gue possamos melhorar a forma de tratamento da doenca gengival beneficiando os
pacientes.

Na pesquisa, todos os pacientes receberdo o tratamento de gengiva, porém
um dos grupos néo recebera a aplicacdo de um laser, mas vocé nao sabera de qual
dos grupos faz parte. Este procedimento € comum em pesquisas e nao prejudica
seu tratamento.

Nés asseguramos que vocé ndo sera identificado, sendo mantido o sigilo da
informacdo, de modo que seu nome ndo serd citado. Gostariamos de informar
também que se vocé quiser desistir da pesquisa podera fazé-lo a qualquer momento,
sem prejuizo para a continuidade do tratamento dentario.

Vocé ndo vai pagar por nada que esta sendo realizado. Se tiver davidas, pode
entrar em contato com a pesquisadora responsavel, através do telefone: XX.XXXX-
XXXX ou XX XXXX-XXXX ou se quiser esclarecer duvidas com pessoas que nao
participam do estudo, pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
da UFMG no telefone 31 3409-4592

Li ou alguém leu para mim as informacdes contidas neste documento antes de
assinar este termo de consentimento. Declaro que fui informado sobre os métodos
utilizados no estudo, as inconveniéncias, riscos e beneficios que podem vir a
ocorrer. Declaro que tive tempo suficiente para ler e entender as informacgfes acima.
Declaro também que toda a linguagem técnica utilizada na descricdo deste estudo
de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e que recebi respostas para todas as
minhas duavidas. Confirmo também que recebi uma copia deste formulario de
consentimento. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer
momento, sem perda de beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontanea vontade e sem reservas para
participar como paciente deste estudo.

Belo Horizonte, de de




102

Assinatura do participante ou representante legal

Atesto que expliquei cuidadosamente a natureza e o objetivo deste estudo, os
possiveis riscos e beneficios da participagdo no mesmo, junto ao participante e/ou
seu representante autorizado. Acredito que o participante e/ou seu representante
recebeu todas as informacdes necessarias, que foram fornecidas em uma linguagem
adequada e compreensivel e que ele/ela compreendeu essa explicacao.

Assinatura do pesquisador A
APENDICE B

Ficha clinica
Identificacao

Nome:

Sexo: Est. Civil:

Prof.: Nasc.: idade:

Nacionalidade: Naturalidade:

End. Res.
Fone: ( ) Bairro:
Cidade: UF: CEP:

Historia pregressa

Vocé tomou algum antibiético nos Uultimos seis | Faz uso de acido acetilsalicilico?
meses?

Vocé fez algum outro tratamento médico ou esteve | Alergia medicamentosa/anestésico?
internado?

Habitos e Condi¢bes de Vida

Jé& fez algum tratamento periodontal (gengiva)?
Ha quanto tempo?

Vocé fuma? Ha quanto tempo?
Ja foi fumante? Ha quanto tempo parou de fumar?
Ingestéo de bebidas alcodlicas? Frequéncia:

Historia de diabetes mellitus

A quanto tempo tem diabetes? Frequéncia de consultas ao endocrinologista

Antiglicémico utilizado: frequéncia: dieta?
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Quando foi a dltima consulta ao endocrinologista? Qual o valor de sua glicemia nesta
consulta?

Desenvolveu alguma complicacao do diabetes (renal, neurolégica, oftalmica)?

Valor médio da glicemia nos ultimos 6 meses(prontuario)/ Ultimo valor da HbAlc (minimo 3 meses)

Anamnese odontolégica

Q.P:
HMA (inicio, evolucéo, estado atual):

Higienizacgéo:
Escova: Técnica: Freqiéncia:
Palito: Fio Dental: Dentifricio:

Exame objetivo: (constituicdo fisica, facies, edemas, pele, temperatura, presséo arterial, pulso, respiracéo,
exames extra-oral, ldbios, bochechas, assoalho bucal, lingua, palato, orofaringe, mucosa alveolar, gengiva,
dente, oclusdo, ATM, fatores traumatizantes):

APENDICE C

Avaliacao periodontal

Nome: Data: / /

Dente | Profundidade a Perda de Sangramento |Supuracdo| Indice
Sondagem Insercao a Sondagem de placa
M|V |D|LP|M| V |D|LIP +/- +/- +/-

18
17
16
15
14
13
12
11
21
22
23
24
25
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26
27
28
38
37
36
35
34
33
32
31
41
42
43
44
45
46
47
48

INDICE DE PLACA

Placa total Placa % Condicao de higiene

INDICE DE SANGRAMENTO

N° dentes N° dentes ISG
com examinados
sangramento
APENDICE D

Avaliacdo metabdlica

Nome:




Avaliacao controle metabdlico
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Periodo

Data da avaliacéo

HbAlc

Frutosamina

T1

T2

T3

T4
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ABSTRACT

Among the systemic risk factors related to periodontal disease, diabetes
mellitus occupies a prominent role because it displays a two-way relationship, and
periodontal disease has also been associated with loss of glycemic control.
Periodontics has sought alternatives that provide effective treatment and have an
impact on glycemic control, but these alternatives have often not been clearly
described in previous studies because individuals exhibit different degrees of
commitment to preventing periodontal disease, thus preventing the ability to measure
the real impact of periodontal disease in metabolic control in diabetics. This review
aims to assess critically the correlations between the severity and extent of
periodontal disease and to propose criteria for the analysis of results in research. A
review of the literature was undertaken, in which three meta-analyses revealed
impactful studies that were analyzed, and four articles were selected. It was observed
that the literature contains studies with heterogeneous results that are not
comparable and that lack standardized criteria for case definition and the extent of
periodontal disease. Thus, this review proposes a standard for achieving clearer and

more specific results, which will be easier to compare with future studies.

KEY WORDS: Diabetes mellitus; Glycated haemoglobin; Glycemic control;

Periodontitis.
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INTRODUCTION

Periodontal disease is an inflammatory disease that affects the tissues of tooth
support and that, during years, had dental plaque as its primary etiologic agent.® In
recent years, systemic etiologic components may be suspected that can modify the
host's response, thus predisposing the patient to developing periodontal disease or
increasing the severity of the disease.?

Among the risk factors for periodontal disease, diabetes mellitus occupies a
prominent role, as periodontal disease is recognized as the sixth most common
complication of diabetes.3

Diabetes is an endocrine disorder characterized by partial or total deficiency in
insulin production and/or resistance to insulin’s action, thus interfering with the
metabolism of carbohydrates, proteins and fats. This interference results in
hyperglycemia, which in turn leads to systemic abnormalities, including vascular
changes, neutrophil dysfunction and abnormal metabolism of collagen.*®> Thus,
diabetes can result in periodontal diseases, particularly in cases of deficiency in
diabetes control, in which the response of the periodontium can be more severe.®

Infections have been associated with changes in the endocrine-metabolic
response of the host with worsening of glycemic control; thus, periodontal disease
can exert an influence on metabolic control in diabetes.®'? Periodontal disease has
been associated with poor glycemic control and can directly affect it, triggering a
state of chronic hyperglycemia.6 71113

Much research has been undertaken to understand this relationship, which
works in both directions, and current periodontics continues to search for alternatives
to provide effective treatment that also has an effect on glycemic control.

Studies have examined the impact of conventional periodontal treatment with
scaling and root planning on glycemic control, which is usually measured by
hemoglobin (HbAlc or A1C), although evidence of metabolic improvement after

these techniques has been demonstrated.®%1417
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Treatments supporting conventional periodontal therapy, such as local and
systemic antibiotics, have also been tested to maximize their effects, as they are
apparently favorable to glycemic control.*®-24 This improvement could be the result of
a reduction in inflammatory mediators of periodontal disease, which in turn decrease
insulin resistance.®

Meta-analyses?>?’ have evaluated the potential effect of periodontal treatment
on the reduction of glucose levels, and these patients have shown reductions in
hemoglobin levels after periodontal treatment, but these studies have still been
unable to determine whether periodontal treatment significantly benefits glycemic
control.

One of the most important factors to consider in this real benefit is related to
the seriousness and extent of periodontal inflammation and its impact on glycemic
control in diabetics. Patients exhibit varying degrees of periodontal disease, which
often lacks clear description in the studies already completed, thus preventing its real
impact from being measured.

This study aimed to assess critically the correlations between the severity and
extent of periodontal disease and to propose criteria for the analysis of results in

research.

METHODOLOGY

A comprehensive review of the literature was conducted with the aid of the
PUBMED, LILACS and Scopus electronic databases, employing the following
descriptors: "diabetes mellitus,” "periodontal disease,” "diabetes and periodontal
disease,” "HbAlc" and "A1lC." The results were limited to systematic reviews
published over the last 10 years (2001-2011) in the Portuguese, Spanish and English
languages. Secondary references were searched from the primary references
returned.

The meta-analyses studies were selected, and a survey of these studies was
performed. The selected studies based their meta-analysis on publications in the
aforementioned languages from the last 10 years that had been conducted in
subjects with type 2 diabetes who received nonsurgical periodontal treatment

associated or not with coadjuvants.
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RESULTS

Three meta-analyses were found?>-?’ with the chosen criteria, and a total of 19
works were initially evaluated. After the exclusions, four articles were selected, and
the data related to these selections are expressed in table 1.

The studies were analyzed, primarily identifying their criteria for inclusion, the
treatment modalities employed, their definitions of periodontitis and the results, taking
into account the evaluation of glycemic control and possible correlations with the
number of teeth and the periodontal status of the subjects.

Although four studies demonstrated reductions in A1C levels, the inclusion
criteria differed in the selection of individuals according to age, body mass index, sex,
duration of diabetes, A1C levels, periodontal status and number of teeth.

The criteria for inclusion related to systemic interference variables were very
clear; however, the definition of periodontitis was not very clear in one study*® and
only two studies??* established a minimum number of teeth present for an
individual's inclusion.

All of the studies associated periodontal treatment with the patient's glycemic
control, but the subjects were analyzed in groups both for variables and for final
correlations.

Of the studies evaluated, it is important to emphasize that there were no
specifications in any of them related to the associated numbers of present and
diseased teeth/sites.

One study?® noted that patients with worse glycemic control demonstrated

greater reductions in A1C compared to patients with moderate control.

DISCUSSION

Initially, a definition of periodontitis should be established. The literature
indicates that studies have used their own case definitions for the severity and extent
of the disease but with no standardization,33-3¢ which causes difficulty in interpreting

and comparing studies.3
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It seems likely that patients with greater numbers of present and diseased
teeth/sites and who had the disease would have had proportionately greater numbers
of infections. Therefore, in cases of diabetes in which the clinician would want to
gauge the effect of the disease and/or periodontal therapy on metabolic control, this
assessment might be relevant.

It is assumed that sites with a greater severity and individuals with generalized
periodontitis express more infection than sites with less severity and/or located.
Consequently, it is important to consider that the extent and severity of periodontal
disease could influence the impact of glycemic control in periodontal therapy because
the treatment of an broader infectious process could reflect greater benefits to
glycemic control.

Although the authors did not mention an association between worse glycemic
control and periodontal status (for example, that periodontal disease has been linked
to poor glycemic control),®711.13 this effect could be partly linked to glycemic control.
Thus, it is important to check the patient's periodontal framework carefully to estimate
the actual benefit. However, the studies did not demonstrate a clear association
between the number of teeth present in subjects with periodontitis and the extent of
the disease.

In studies of periodontal disease, it is a commonly held understanding that
analyses of clinical parameters are superior to individual analyses; however, because
there is not an exact quantification of periodontal inflammation on an individual basis
but rather on average, periodontal disease can be under- or over-estimated. In this
same sense, it does not seem to be possible to measure the real impact of
periodontal therapy on glycemic control when working with group averages because
subjects with the minimal criteria for inclusion are not similar to subjects with worse
symptoms, so establishing an average and measuring the impacts of such estimates
are difficult.

Therefore, to gain a clearer understanding of the effects of the extent and
severity of the influence of periodontal disease on glycemic control, there must be a
standardization of case definitions, a minimum number of teeth present in the mouth,
guantification of the disease and stratification of these parameters for analysis. It has
been proposed that periodontitis cannot be evaluated using a single clinical
parameter. Although past experience with periodontitis can be seen through bone
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loss, the assessment of the disease requires the surveying of additional
measurements and/or of bleeding on probing.3*

The periodontitis definition by Page and Eke® adopted by the American
Academy of Periodontology (AAP) and Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) uses two measures (clinical attachment level (CAL) and probing depth (PD) in
the interproximal surface (which minimizes errors in attachment loss not caused by
periodontitis) at two locations and in different teeth, with PD >5 mm or CAL >4 mm.

With periodontitis, the next step would be to standardize the minimum number
of teeth present in the mouth of the patient to be included in scans because it is
easier to understand the differences between clinical cases if one subject has, for
example, eight teeth present, compared to another with 20 teeth present.

Using this reasoning, it would be rational to include approximately 50% of the
third molar teeth and exclude 14 teeth, an average found (but not clearly explained)
in several studies of periodontal disease.6:37-39

Finally, considering the extension criteria proposed by Armitage*® (extent can
be characterized as localized if <30% of the sites are affected and generalized if
>30% of the sites are affected) and the cutoff levels established by Fleming*! for
chronic periodontitis (low - 1 to 10; medium - 11 to 20; or high - more than 20 sites),
stratification is proposed.

After this sub-analysis, groups and sub-groups for analysis are suggested in
table 2.

Therefore, in data analysis, patients should be stratified according to their
different patterns of extension to minimize under- or overestimation of the real impact
of periodontal therapy on glycemic control. The authors hope that, with the
implementation of this protocol, results will be clearer and will show with greater
reliability the impact of therapy on different individuals.

Furthermore, it is suggested that the quantification of periodontal inflammation
associated with metabolic control will provide a clearer picture of the relationship
between periodontitis and diabetes.?’

In the literature, a recent study*? presented a method for quantifying the results
of the inflammatory process of periodontitis. These authors developed several

applications using their method of evaluating the effects of periodontal disease on
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systemic conditions. Another study showed that the amount of inflamed periodontium
was linked to changes in A1C values.*?

These findings reinforce the need to assess differences in periodontitis extent
separately from the amount of suffering caused by the disease and to promote a
clearer understanding of the real impact of periodontal therapy on glycemic control in

diabetics.

CONCLUSION

The literature includes heterogeneous studies with results that are not
comparable. In most cases, the criteria for the definition of cases of periodontitis and
their extent were not standardized, and both of these factors should be analyzed in
relation to different levels of commitment. This study proposes a standardization of
both factors, aimed at obtaining clearer and more specific results that are easier to
compare with those of other studies and that can be implemented in the future, as

this standardization proposal should be validated shortly.
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Table 1 - Articles selected through meta-analyses
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Exclusion/results Janket et al., Darre et al., 2008%¢ | Teeuw et al., 2010%/
20052° (n=5) (n=9) (n=5)
Not from the last | Christigau et al., Aldridge et al.,
10 years 199830 1995
Grossi et al., 19971°
Study in diabetics Aldridge et al.,
type 1 1995
Non- identified Jones et al., 2007%2 Jones et al., 2007%2
diabetic type
Surgical Stewart et al., Stewart et al., 200128 | Stewart et al.,
treatment/only | 200128 Yun et al., 200722 200128
antibiotics Iwamoto et al.,
(local/systemic) | 2001%°

Language Mansouri et al.,
2006%2

Unpublished Calbacho et al.,
article 20043*

Already reviewed

Kiran et al., 20051°
Promsudthi et al.,
200521

Results
(n=4)

Rodrigues et al.,
200320

Kiran et al., 20051
Promsudthi et al.,
200521

Katagiri et al.,
200924

Table 2 - Groups and subgroups suggested for analysis

Extension | Present | Diseased Definition of periodontitis
teeth teeth
number number
Localized 14 to 28 2-4 Two sites in different teeth with
5-10 PD >5 mm or CAL >4 mm in
Generalized | 14 to 28 11-20 | >30% of teeth
21-28
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