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RESUMO

Introducédo: A periodontite € um processo inflamatdrio que pode levar a perda dentaria
e disseminacao sistémica de bactérias, ocasionando outros distirbios como Diabetes
Mellitus e Doencas Cardiovasculares que possuem uma relacdo bidirecional com a
periodontite. Algumas citocinas pré-inflamatérias como IL-6 estdo elevadas em pacientes
com Periodontite e 0 mesmo ocorre com Diabetes, um fator importante pois essa
molécula induz sintese de outras quimiocinas que atuam na diapedese e quimiotaxia e
transmigracdo de mondcitos e outras atividades, possibilitando a associacdo com outras
condic¢des sistémicas como as DCV, o mesmo ocorre com o TNF-a que além de ativar
citocinas e quimiocinas, ativa diretamente o fator de transcricdo kappa B, que
compromete a captacdo de glicose e promove resisténcia a insulina. A presenca de
peréxidos em niveis elevados na saliva destes pacientes compromete a regeneracao
tecidual bucal se a capacidade antioxidante estiver comprometida. Objetivos: Avaliar as
citocinas no FCG e biomarcadores salivares (citocinas IL-6, IL-10, IFN-gama, TNF-a),
peptideos antimicrobianos (catelicidina e lisozima); imunoglobulina (IgA secretora) e
estresse oxidativo (peréxidos totais e capacidade antioxidante total (TAC), ao longo do
tratamento periodontal (basal e 30 dias). Métodos: Vinte e trés amostras de FCG foram
coletadas entre 2019 e 2022. Os pacientes foram classificados com periodontite grau B
e grau C com Diabetes (N=16) e sem Diabetes (N=9). Foram avaliadas as concentracdes
das citocinas no FCV pelo Ensaio Multiplex-Luminex e as concentragdes salivares das
citocinas, do peptideo antimicrobiano, da lisozima, da IgA secretora, dos peroxidos totais
e da capacidade antioxidante total foram submetidas ao método ELISA e absorbancia.
Resultados: Nao foram encontradas diferencas significantes no FCV nas comparacdes
intragrupos (Teste de Wilcoxon, basal comparado a 30 dias ap6s o término do
tratamento), bem como nas comparacdes intergrupos (Teste de Kruskal-Wallis com pés-
teste de Dunn, Com e Sem Diabetes). Na analise intragrupo (Teste T de Student
pareado), enquanto as concentragOes salivares de lisozima (p=0,0260) e de IL-10
(p=0,0034) mostraram-se significativamente reduzidas apdés o tratamento, houve
aumento de TNF-alfa (p=0,0443) pos-tratamento quando comparado aos valores basais
no grupo Com Diabetes. Além disso, as concentracdes salivares de TNF-alfa (p=0.0313)

observadas no grupo Sem Diabetes foram menores do que no basal. Foi observada



diferenca significante entre as concentracdes salivares nos grupos Sem e Com Diabetes
pos-tratamento (p=0,008). Com relacdo a andlise intragrupo, foi possivel evidenciar
aumento das razdes entre IL-6/IL-10 (p=0,0134) e IFN-gama/IL-10 (p=0,0313) no grupo
Sem Diabetes e da razdo TNF-alfa/IL-10 (p=0,003) apds tratamento quando comparados
aos valores observados no basal. Na analise intergrupos (Testes ANOVA de fator Unico
com pos-teste de Tukey), foi verificada maior razdo de TNF-alfa/IL-10 (p=0,0418) no
grupo Com Diabetes do que no grupo Sem Diabetes apds tratamento. Nenhuma
diferenga significante foi encontrada na razdo entre as concentragdes salivares dos
peréxidos totais e da TAC. Concluséo: Foram mostrados diferentes efeitos, em curto
prazo, do tratamento ndo cirurgico da Periodontite em individuos que apresentavam ou
nao diabetes. Melhora do estado inflamatério salivar no grupo sem Diabetes, 0 que ndo

foi encontrado no grupo com Diabetes.

Palavras chaves: Periodontite, Diabetes, Citocinas, Fluido crevicular gengival e Saliva.



ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory process that can lead to tooth loss and
systemic dissemination of bacteria, causing other disorders such as Diabetes Mellitus
and Cardiovascular Diseases that have a bidirectional relationship with periodontitis.
Some pro-inflammatory cytokines such as IL-6 are elevated in patients with Periodontitis
and the same occurs with Diabetes, an important factor as this molecule induces the
synthesis of other chemokines that act in diapedesis and chemotaxis and transmigration
of monocytes and other activities, enabling the association with other systemic conditions
such as CVD, the same occurs with TNF-a, which in addition to activating cytokines and
chemokines, directly activates the kappa B transcription factor, which compromises
glucose uptake and promotes insulin resistance. The presence of peroxides at high levels
in the saliva of these patients compromises oral tissue regeneration if the antioxidant
capacity is compromised. Objectives: To evaluate cytokines in GCF and salivary
biomarkers (cytokines IL-6, IL-10, IFN-gamma, TNF-a), antimicrobial peptides
(cathelicidin and lysozyme); immunoglobulin (secretory IgA) and oxidative stress (total
peroxides and total antioxidant capacity (TAC), throughout periodontal treatment
(baseline and 30 days). Methods: Twenty-three FCG samples were collected between
2019 and 2022. Patients were classified with moderate to severe periodontitis with
Diabetes (N=16) and without Diabetes (N=9).The concentrations of cytokines in the FCV
were evaluated using the Multiplex-Luminex Assay and the salivary concentrations of
cytokines, antimicrobial peptide, lysozyme, IgA secretion, total peroxides and total
antioxidant capacity were subjected to the ELISA and absorbance method. Results: No
significant differences were found in FCV in intragroup comparisons (Wilcoxon test,
baseline compared to 30 days after the end of treatment), as well as in intergroup
comparisons (Kruskal-Wallis test with Dunn post-test, with and without diabetes).
(p=0.0034) were significantly reduced after treatment, there was an increase in TNF-
alpha (p=0.0443) post-treatment when compared to baseline values in the Diabetes
group. Furthermore, the salivary concentrations of TNF-alpha (p=0.0313) observed in the
No Diabetes group were lower than at baseline. A significant difference was observed
between salivary concentrations in the groups Without and With Diabetes post-treatment

(p=0.008). Regarding the intragroup analysis, it was possible to demonstrate an increase



in the ratios between IL-6/IL-10 (p=0.0134) and IFN-gamma/IL-10 (p=0.0313) in the
Without Diabetes group and the TNF ratio -alpha/IL-10 (p=0.003) after treatment when
compared to values observed at baseline. In the intergroup analysis (one-way ANOVA
tests with Tukey's post-test), a higher ratio of TNF-alpha/IL-10 (p=0.0418) was found in
the With Diabetes group than in the Without Diabetes group after treatment. No significant
difference was found in the ratio between salivary concentrations of total peroxides and
TAC. Conclusion: Different short-term effects of non-surgical treatment of Periodontitis
were shown in individuals with or without diabetes. Improvement in salivary inflammatory

status in the group without Diabetes, which was not found in the group with Diabetes.

Keywords: Periodontitis, Diabetes, Cytokines, Gingival Crevicular Fluid and Saliva.
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1. INTRODUCAO

1.1 Periodontite: aspectos gerais

A Periodontite caracteriza-se por uma doenca imuneinflamatoria crénica
consequéncia de uma disbiose microbiana que afeta o periodonto. > Desenvolve-se uma
infeccdo induzida por bactérias, sendo mundialmente a segunda maior causa de doenca
da cavidade oral na populacdo humana, com prevaléncia maior em individuos adultos.?
De acordo com o Global Burden of Disease Study (2016), a Periodontite grau C foi a 112
condicdo mais prevalente no mundo, esta associada a perda dentaria e compreende de
10 a 15% dos casos mundiais.>* Nos EUA, estudos indicam que aproximadamente

metade da populacdo é acometida pela doenca.®

Entre os anos de 1990 a 2010 houve um aumento significativo de 57,3% da
incidéncia Global de Periodontite e estima-se um aumento nos proximos 10 anos
decorrente do crescente indice de envelhecimento da populacdo.*® Em um estudo
epidemioldgico verificou-se a maior prevaléncia de Periodontite crénica na populacao
idosa (82%), adultos (73%) e adolescentes (59%).” Além da perda natural dos dentes
nessa populacéo, a Periodontite esta associada a outras condicdes sistémicas comuns
como o Diabetes e Doencas Cardiovasculares (DCV), que possuem uma maior

prevaléncia na populagdo com maior idade.®

A Periodontite € uma complicagédo da Gengivite (inflamac&o na gengiva), que em
resposta a infeccdo bacteriana pode levar a perda de coladgeno conforme a lesdo
aumenta. Portanto, ocorre uma reacdao inflamatéria destrutiva, onde o potencial evolutivo
continuo da doenca e sua cronicidade com periodos de exacerbacgdo, resultam na
destruicado dos tecidos de sustentagcédo e protecdo dos elementos do periodonto (0sso
alveolar, ligamento periodontal e o cemento radicular), perda do rebordo alveolar,
migracdo apical do epitélio juncional e formacdo de bolsas periodontais, afetando as

estruturas de suporte dos dentes juntamente com a perda do ligamento periodontal e
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reabsorcdo do osso alveolar, gerando mobilidade dentéria, perda da funcdo mastigativa,

distlrbios estéticos e, se ndo tratada, ocorre esfoliacdo dentéaria.>%10

A resposta exacerbada do hospedeiro a inflamacédo periodontal induz a essa
disbiose microbiana das regifes submarginal e subgengival, onde o biofilme esta
depositado gerando resposta inflamatéria.'* O biofilme dental é uma pelicula granular
composta por bactérias e seus produtos, células descamadas e o dextran (polimero
extracelular), que se forma na superficie oral, sendo que a quantidade e os tipos de

microrganismos presentes variam de individuo para individuo.?

Um complexo de bactérias presentes na cavidade oral e oito espécies tém sido
consistentemente associadas a Periodontite, incluindo A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, T. forsythia, T. denticola, F. nucleatum, E. nodatum P. intermedia e P.
nigrescens, que produzem e liberam componentes da superficie celular no sulco gengival
e na cavidade oral, alterando o pH no sulco gengival, e acredita-se que isso ocorra pela
degradacgdo bacteriana de proteinas, precipitando sais de céalcio na saliva e no Fluido
Crevicular Gengival (FCG), com efeitos diretos ou indiretos nas células hospedeiras,
afetando a resposta imune.*? Por se tratar de uma doenca que possui remissdo com o
tratamento e cronicidade caso néo tratada, em longo prazo a resposta imune encontra-
se aumentada e é moldada pelas alteragbes epigenéticas e metabdlicas que
evolutivamente conservadas promovem a sobrevivéncia do hospedeiro apos a
reinfeccdo, no entanto, essa resposta pode aumentar a inflamacéo crbnica de forma
danosa, assim como ocorre nas doencas cardiometabdlicas, nas quais o aumento da
atividade hematopoiética da medula éssea ocasiona leucocitose persistente e contribui

para sua cronicidade.0-12

As reacOes diretas ocorrem quando a bactéria ou extrato bacteriano induzem
diretamente uma célula a produzir respostas especificas, gerando aumento do FCG
contendo produtos de degradacao do colageno e os fatores imunolégicos do hospedeiro,
incluindo imunoglobulinas, complemento, proteinas séricas, citocinas e quimiocinas,

também sdo encontradas quantidades aumentadas de residuos de células imunes,
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células do epitélio de bolsa descamada e peptideos de colageno abundantes,

provenientes da degradacédo do colageno gengival por metaloproteinases de matriz.'1:1?

A inflamacéo associada a Periodontite possivelmente decorre da disseminacgéo
hematogénica das bactérias periodontais ou do montante de mediadores inflamatorios

dos tecidos periodontais para a corrente sanguinea, ocasionando distlrbios sistémicos.*?

1.2 Diabetes Mellitus e Periodontite

O Diabetes esta incluido entre as sindromes metabdlicas de maior impacto na
saude, com prevaléncia mundial em cerca de 7%. Possui etiologia multipla e compreende
alteracOes sistémicas decorrentes de uma hiperglicemia e valores de hemoglobina
glicada (HbA1c) = 6,5%, conforme diretrizes da American Diabetes Association (ADA),3
gerando manifestacdo consistente associada a deficiéncia de insulina atribuida a
destruicdo de células beta-pancreéticas e/ou pela producédo insuficiente de insulina,
atribuidos a fatores genéticos ou pela dificuldade do organismo de utilizar a insulina
produzida de maneira eficiente, associada aos habitos alimentares do individuo, que
caracterizam Diabetes Mellitus tipos 1 e 2.4 A estimativa atual é de que no ano de 2021
cerca de 537 milhdes de adultos no planeta foram afetados e a prevaléncia esta projetada
para aumentar cerca de 50% até o ano de 2030.1314

Desde 1993 sabe-se da associacdo entre Diabetes e Periodontite.*® Varios
mecanismos evidenciam a relacao bidirecional entre as doencas, de forma que pacientes
com Diabetes tendem a desenvolver Periodontite € 0 mesmo ocorre com individuos com
Periodontite, que representa uma ameaca as estruturas de suporte dos dentes por meio
de uma resposta inflamatéria microbiana e imunomediada, na qual ocorrem alteracdes
Nnos processos vasculares, celulares e de reparo do hospedeiro, comprometimento em
todas as estruturas que constituem o periodonto, gerando uma resposta intensificada do
sistema imunologico mediada por quimiocinas, que por meio da quimiotaxia recrutam um
namero abundante de leucdcitos como mondcitos e linfécitos para combater as bactérias

do biofilme bacteriano, elevando os niveis de IL-6 e Proteina C Reativa (PCR).1416-17
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Alguns trabalhos evidenciam que o processo induzido pela resposta imune do
hospedeiro afeta negativamente o controle glicémico e acarreta piora nas complicacées
do Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) e do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), decorrentes das
alteracdes microvasculares, no fluido crevicular, estrutura e funcdo do coldgeno, que
comprometem aregeneracéo tecidual, alteracdes das espécies bacterianas subgengival,
alteracOes epigenéticas e glicacdo enzimatica, ocasionando uma resposta imune
exacerbada, incitada por meio do combate aos patégenos locais que alteram o processo
inflamatorio, desregulagdo na quimiotaxia e adesdo, hiper-reatividade de mondcitos e
apoptose prematura de leucdcitos polimorfonucleares, estimulando um aumento da
resposta proé-inflamatoria, que intensifica a erosao do tecido periodontal e disseminacao

hematogénica do montante bacteriano.*®

1.3 Doencas Cardiovasculares e Periodontite

O surgimento de disturbios sistémicos associados a Periodontite tem se tornado
recorrente e cada vez mais estudos relacionam essas condicbes com a Periodontite,
incluindo as DCV.8 Os patdgenos periodontais possuem capacidade de destruir o epitélio
da bolsa periodontal, permitindo a entrada de endotoxinas e exotoxinas nocivas na
corrente sanguinea onde essa disseminacdo bacteriana e infec¢ao sistémica provocam
complicacBes ao hospedeiro e estudos detectaram esses patdégenos em diferentes

tecidos e 6rgdos do sistema cardiovascular.®

As DCV estdo entre as principais causas de morte na populacdo mundial,?°
implicando nos setores de salude e econ6mico devido a alta taxa de mortalidade e
internacdo hospitalar, gerando custo elevado aos sistemas de saude. Entre os fatores de
risco associados a incidéncia e complicacdes das DCV estdo os habitos alimentares,
sedentarismo e obesidade, tabagismo e na Ultima década a Periodontite também tem
sido associada aos fatores de risco.?!

Em contextos clinicos a relagdo potencial entre DCV e Periodontite tem sido

observada, no entanto, o mecanismo detalhado que conecta as duas doencas ainda nao
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foi esclarecido. E sabido que patdgenos periodontais conseguem invadir diretamente
orgaos e tecidos do sistema cardiovascular. Louhelainen et al. relataram em 2014 que
nos fluidos pericardicos de pacientes com pericardite, houve uma relacdo positiva para
bactérias relacionadas a endocardite (aproximadamente 60% dos pacientes) e na coorte
restante (40%) foi positiva para patégenos periodontais.??> Outros relatos mostram que
esses patdgenos também sdo capazes de invadir paredes arteriais e colonizar placas
ateroscleréticas.?® Dessa forma, esses dados contribuem para elucidar a possivel relacdo
entre Periodontite e DCV.

O principal patégeno envolvido na Periodontite € o Porphyromonas gingivalis,
responsavel por induzir agregacdo plaquetaria e expressdo de varias moléculas de
adesao, como a molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adeséo celular
vascular 1 (VCAM-1) e p-selectina.?! Li et al. (2000) mostrou que a protease liberada
pela Porphyromonas gingivalis, um dos principais patdégenos envolvidos na Periodontite
grau B e C causou DCV pela ativacédo da proteina C, fator X e protrombina.?* Esses
mecanismos de acdo levam a agregacdo plaguetaria e formacdo de coagulos
tromboticos, ha também um aumento dos niveis sistémicos da concentracdo de
mediadores inflamatérios, como interleucinas e quimiocinas de mondcitos. Essas sao
algumas evidéncias que possibilitam um possivel esclarecimento da relacdo entre as

duas doencgas.?324

1.4 Resposta imune: Interleucinas no Fluido Crevicular Gengival

Os microrganismos presentes no biofilme sdo fatores essenciais para o inicio da
Periodontite, no entanto, a progressao da doenca e a perda alveolar estédo relacionadas
nao somente a esses patégenos, mas também a resposta do hospedeiro sistémica e

principalmente local. 2°

O FCG é um importante complexo de misturas de substancias do soro sanguineo,

leucacitos, células estruturais do periodonto e microrganismos orais. A identificacdo de
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biomarcadores nesse fluido € uma importante abordagem para melhorar a capacidade

de diagnéstico e progndstico dos pacientes.?®

Na Periodontite, a resposta inflamatéria que ocorre no FCG é induzida
principalmente por interleucinas que sé&o citocinas produzidas especialmente por
linfécitos T e outros leucdcitos que neste sitio possuem capacidade de modular a

infecgcéo.26-27

Dentre as citocinas no FCG, provavelmente a que possui maior relevancia seja a
IL-1B, uma citocina pré-inflamatéria que desempenha papel fundamental na inflamacéo
e imunidade, aumenta a expressao de enzimas colagenoliticas, que contribuem para a
degradacao da matrix extracelular, reabsorcdo 6ssea e destruicao tecidual.?® Nedzi-Goéra
et. al (2020) realizaram um estudo que incluiu 30 individuos com Periodontite grau
moderado e 19 individuos com Periodontite em grau severo e analisaram as
concentracdes de IL-1 no FCG pelo método ELISA e de acordo com os dados obtidos,
essas concentragdes foram semelhantes em ambos os grupos, sugerindo que o grau de
Periodontite ndo pode ser diferenciado apenas de acordo com a analise da concentracao
de IL-1B no FCG.?®

Glndogar et. al em 2021 estudaram niveis de interleucinas no FCG comparando
grupos com Gengivite, Periodontite e saudaveis e identificaram que o0s niveis de
interleucinas como IL-6 estavam significativamente maiores no FCG dos individuos com
DP.?” Uma relacédo importante sobre os niveis elevados de IL-6 é que essa molécula
regula a transcricdo da inflamacao aguda para cronica e induz a sintese de CCL2 (C-C
quimiocina ligante 2) ou MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), que estimula a
sintese de integrina necessaria para quimiotaxia e controle da transmigracdo de
mondcitos e outras atividades associadas a diapedese, incluindo o fluxo de Ca?*,*
fatores importantes para possiveis associacdes com outras condi¢des sistémicas como
DCV.
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O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina pré-inflamatoéria produzida
por mondcitos ativados, macréfagos e osteoblastos e esta relacionado com a reabsorcao
6ssea e estimulo dos fibroblastos produtores de colagenase.®! Um estudo publicado em
2021 verificou maior concentragdo de TNF-a no FCG em pacientes com Periodontite

Grau B em comparacédo com individuos periodontalmente saudaveis.®?

Em relacao as interleucinas, existem muitos achados conflitantes com relacéo aos
niveis dessas moléculas no FCG. Gamonal et al. (2000) relataram diminuicdo nas
guantidades totais de IL-10 apds intervencao periodontal ndo cirdrgica, enquanto Del
Peloso Ribeiro et al. (2008) encontraram aumento significativo de IL-10 apés a
intervencao e Goutoudi et al. (2004) ndo conseguiram encontrar diferencas nos niveis de
IL-10 no FCG entre os sitios com Periodontite e sitios ndo doentes seguidos do

tratamento.33-35

Oliveira et al. (2012) realizaram um estudo avaliando as citocinas Interferon-gama
(IFN-y), IL-10, IL-1B, IL-2, IL-6 e TNF-a presentes no FCG ap0s terapia periodontal em
individuos com Periodontite grau C generalizada, foram coletadas até 14 amostras no
FCG de cada individuo, dentre os 24 participantes do estudo, e os resultados indicaram
gue houve melhora dos perfis de citocinas no FCG desses pacientes apenas para IL-103
e aumento de IL-10, para as outras citocinas ndo houve diferencas significantes.3¢

Alguns achados mostram relevante diminui¢do no total de IL-8, IL-17, IL-4, CCL5
e TNF-a no FCG ap6s terapia ndo cirlrgica.?®*3 Um dos fatores que implica essa
variabilidade de resultados sé@o os diferentes métodos usados nos estudos, tempo de
tratamento e segunda coleta, além da resposta individual de cada hospedeiro.

1.5 Respostaimune: Interleucinas e compostos da saliva

A resposta imune é regulada de diversas formas e um componente inicial da
cascata de eventos é a secrecdo de proteinas e peptideos antimicrobianos (AMPSs) pelas

glandulas salivares, células epiteliais e neutréfilos.3” Conhecidos como peptideos de
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defesa do hospedeiro, fazem parte da resposta imune inata encontrada em todas as

fases da vida.

Nos fluidos orais sdo encontradas mais de 1100 proteinas e AMPs. Os AMPs
conhecidos pertencem a seis familias funcionais: Peptideos cati6nicos, Aglutinagcéo e
adesdao bacteriana, Quelantes de ions metalicos, Peroxidades, Inibidores de protease e
AMPs com atividade contra paredes celulares bacterianas.®® Essa variabilidade de
funcbes é uma estratégia bem-sucedida contra a resisténcia bacteriana ao AMP e a
auséncia de um Unico AMP pode levar ao aumento da Periodontite.3’

A principal fonte de AMPs s&o os granulos de neutrdfilos. Dentro desses granulos
existem proteinas e algumas delas encontradas na saliva e no FCG em concentracfes
superiores a concentracdo inibitéria minima para bactérias orais incluem
adrenomedulina, elafina, estaterina, lisozima e mieloperoxidase.®® Em alguns casos em
gue os AMPs foram medidos na saliva, a regulagéo negativa foi mensurada por meio da
degradacdo proteolitica do AMP por proteases bacterianas. Ainda néo esta elucidado se
essa regulacao da expressao de AMP é uma resposta funcional ao estimulo bacteriano

ou se faz parte de uma estimulacdo mais geral das células-alvo.3°

Defensinas, histatinas e hCAP18/LL-37 sdo AMPs pertencentes a componentes-
chave da defesa antimicrobiana da mucosa e foram inicialmente identificadas na
infiltracdo de neutrofilos na cavidade oral, glandulas salivares e no epitélio gengival.
Essas substancias podem se agregar de maneira dependente da concentracao, e isso

pode enfraquecer a sensibilidade dos métodos dependendo do anticorpo de escolha.®®

A lisozima é um tipo de AMP, uma enzima que esté presente em secre¢cdes como
lagrima e saliva, variando em peso molecular, sequéncia de aminoacidos e propriedades
enzimaticas, atuando na acdo antimicrobiana. Ela causa a quebra das paredes
bacterianas e atua principalmente sobre bactérias gram-positiva, e quando submetida a
desnaturacao por meio de aquecimento ou mudanca do pH pode atuar contra bactérias

gram-negativas.*°
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A atividade de lisozima salivar com base em dados clinicos foi descrita em um
estudo com sensibilidade e especificidade de 100%, indicando a gravidade da inflamacé&o
na Periodontite e atuando como possivel biomarcador salivar.** Katsiki P et al.
compararam possiveis biomarcadores alvo e foi observado que a lisozima avaliada na

saliva obteve uma atividade elevada no grupo controle pré-tratamento. 4

As respostas imunes adaptativas sao ativadas para prevenir a invasao microbiana
nos tecidos ao redor dos dentes ou na circulacdo, gerando condicOes sitémicas. As
imunoglobulinas (lg), também conhecidas como anticorpos, sdo glicoproteinas do tipo
gamaglobulina, a fragédo de globulinas mais abundante no plasma sanguineo. Podem ser

encontradas em forma sollivel no sangue e outros fluidos corporais.*?

Sistemas especificos de anticorpos como a IgA sdo encontrados em maiores
concentracbes na saliva, lagrimas, secrecdes respiratorias e gastricas, além do leite
materno. A analise por meio da saliva fornece um método simples e néo invasivo para
avaliacdo de niveis de IgA locais na Periodontite, onde sdo encontrados em alta

concentracdo em comparagdo com as IgM.**

Pietidinen M et al. (2019) realizaram um estudo onde determinaram a partir do
sobrenadante de saliva obtido apds centrifugacdo niveis de IgA de cinco espécies
bacterianas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia e P.
endodontalis, onde as IgA salivares mostraram estar em concentracfes altas contra os
antigenos bacterianos em pacientes com condicbes endoddnticas incluindo

Periodontite.**

Um estudo realizado no Brasil analisou os niveis salivares de IgA em pacientes
com e sem Diabetes, onde foi observada nos individuos diabéticos uma variabilidade
onde: 53,6% (N=22) apresentaram niveis baixos de IgA salivar, 36,6% (N=15)
apresentaram niveis dentro da normalidade e 9,8% (N=4) apresentaram niveis elevados
de IgA no fluido salivar.*®
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Doencas sistémicas como Diabetes e DCV podem modular as respostas do
hospedeiro, criando uma relacao bidirecional entre as doencas. A relacao entre os niveis
de IgA e susceptibilidade a Periodontite em pacientes nessas condi¢des sistémicas ndo
€ bem compreendida, e os estudos realizados até o presente momento tém apresentado

resultados antagonicos.**4°

A saliva possui um amplo conjunto de oxidantes, incluindo acido urico, vitamina
C, glutationa reduzida, glutationa oxidada e outros.*® Tais antioxidantes atuam em
conjunto e a capacidade antioxidante total (CAT) € uma medida que avalia a capacidade
de um sistema bioldgico de forma global para neutralizar os radicais livres e promover
protecdo as células dos danos oxidativos, sendo um parametro mais relevante para
avaliar as capacidades de defesa que ocorrem localmente na cavidade oral,

especificamente, na saliva.*’

Alguns fatores sistémicos relacionam a periodontite e Diabetes. No entanto, os
dados acerca da CAT medida na saliva em pacientes com e sem Diabetes na presenca
de periodontite sdo conflitantes. Gowri e colaboradores (2013) avaliaram a CAT na saliva
em pacientes com Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) com e sem periodontite, onde a CAT
foi inversamente proporcional & gravidade da inflamacgéo, sugerindo que a periodontite
tem um efeito negativo no estado oxidativo jA comprometido de pacientes com DM2.48
Estudos mais antigos sugerem que os niveis de CAT produzidos nos diabéticos estao
associados a regulacao positiva de citocinas pro-inflamatorias, complicacdes diabéticas

e resisténcia a insulina.49-50:51

Outro estudo publicado no ano de 2013 observou que a CAT na saliva foi
significativamente menor em pacientes diabéticos com periodontite em comparacao com
0 grupo controle saudavel, indicando que a hiperglicemia crénica resultou na saturacéo
da capacidade antioxidante celular, com a estimulagc&o continua de vias de sinalizacao
celular sensiveis ao redox e a ativacdo de vias bioquimicas associadas ao

desenvolvimento de diabetes e complicacdes da doenca.>?
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O oxigénio é necessario para a sobrevivéncia dos organismos vivos, no entanto,
€ potencialmente toxico, pois possui hatureza altamente reativa e é capaz de se tornar
parte das moléculas prejudiciais chamadas radicais livres.>3 A presenca de peréxido na
saliva de pacientes diabéticos com periodontite pode ser um indicador de estresse
oxidativo, que ocorre quando h& um desequilibrio entre a produgéo de espécies reativas
de oxigénio (EROSs) e a capacidade antioxidante do organismo para neutraliza-las.>® As
EROs levam a peroxidacao de acidos graxos poliinsaturados na membrana plasmaética,
formando o radical peroxido lipidico, que pode gerar perda das funcdes da membrana.
Ha evidéncias crescentes de capacidade antioxidante comprometida nos tecidos e
fluidos periodontais, o que pode ser um fator complementar para a destruicdo tecidual

na periodontite.>

Acquier et al. (2016) encontraram associagao positiva entre EROs e periodontite
Grau C na saliva, sugerindo que esta seja um grande contribuinte para a doenca
periodontal e este estudo esteve intimamente associado ao estado clinico periodontal
com aumento da perda de insercéo clinica e profundidade de sondagem. No entanto, os
participantes do estudo ndo possuiam Diabetes.> Outro estudo avaliou trés grupos de
acordo com os niveis de controle metabdlico, ndo diabéticos (N=19), com bom controle
metabolico (N=24) e pacientes com DM2 com mau controle metabdlico (N=27), onde o
grupo com mau controle metabolico com DM2 esteve associado a niveis mais altos de
EROs e pior saude periodontal, reforcando achados que sugerem maior nivel de

inflamacéo nesses individuos.>®

As interleucinas sdo um tipo especifico de citocinas, que desempenham um papel
fundamental na regulacdo e coordenacdo das respostas imunologicas, onde as
concentracdes dessas interleucinas variam de acordo com alguma condicdo especifica,
estagio da doenca, atividade inflamatéria e outros fatores individuais.>” A presenca
dessas interleucinas na saliva pode ser um indicativo da atividade inflamatéria na
cavidade oral, como na periodontite, onde comumente niveis elevados de interleucinas
pré-inflamatoérias, como IL-6, INF-gama e TNF-alfa estdo associados com o estagio

avancado da periodontite.%®
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Estudos indicam que niveis mais elevados de IL-6 sdo encontrados em grupos
com periodontite quando comparados a grupos sem periodontite, essa citocina pro-
inflamatoria esta associada com a destruicéo 6ssea na presenca de infecgdo oral.5%:0 A
IL-10 possui efeito antagonista e pode ajudar na regulacdo da resposta imune, no
entanto, € menos vista na Periodontite Grau C, onde um estudo mostrou ndo haver
diferenca estatisticamente significativa nos niveis de IL-10.5° Qutras citocinas como o
INF-gama e TNF-alfa sdo consideradas prejudiciais no contexto da destruicdo tecidual
na condicdo da periodontite. Yue et al (2013) avaliaram as concentracOes de citocinas
salivares (IL-6, IFN- gama e TNF- alfa) pds-tratamento, onde pacientes com Periodontite
Grau C mostraram uma significativa diminuicdo dos niveis dessas citocinas em

comparagdo com os niveis basais.®!

Esses achados suportam o uso de fluidos corporais, mais especialmente a saliva
de fluido de diagnéstico ndo invasivo, como tipos de amostra adequados para

diagnéstico ou monitoramento do curso da periodontite e seus agravantes.
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2. JUSTIFICATIVA

1. Ha poucos estudos avaliando citocinas e compostos salivares (peptideo
antimicrobiano (catelicidina), lisozima, da IgA secretora, peroxidos totais e capacidade
antioxidante total (TAC) na saliva na Periodontite), principalmente avaliando efeito de

tratamento, seja cirlrgico ou nao cirdrgico em curto prazo.

2. A presenca de Diabetes associada a Periodontite pode ser um agravante associado

as modificacdes nas concentracdes das citocinas.

3. O presente estudo pode contribuir para a relevancia do tratamento da Periodontite em
pacientes sob risco de doenca cardiovascular, além de buscar examinar possiveis

diferencas entre diabéticos e nao diabéticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento Periodontal n&o cirdrgico em relagdo as citocinas e
compostos da saliva (peptideo antimicrobiano (catelicidina), lisozima, da IgA secretora,
peroxidos totais e capacidade antioxidante total (TAC)), na presenga ou ndo de Diabetes.

3.2 Objetivo especifico

Avaliar as quimiocinas de mondcitos (MCP-1 e RANTES) no FCG e
biomarcadores salivares (citocinas IL-6, IL-10, IFN-gama, TNF-a, peptideo
antimicrobiano (catelicidina), lisozima, da IgA secretora, peroxidos totais e capacidade
antioxidante total (TAC) da resposta imune na saliva ao longo do tratamento periodontal
(basal e 30 dias).
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4. METODOS

4.1 Desenho do Estudo

O estudo envolveu pacientes em acompanhamento na Clinica de Odontologia da
Universidade Santo Amaro — UNISA diagnosticados com Doenca Periodontal nos niveis
de classificacdo moderado e avancado, com idade entre 40 e 75 anos, de ambos o0s

sexos, associado ou ndao ao Diabetes.

Foram obtidos dados demograficos dos participantes na visita inicial e amostras
de sangue foram coletadas no basal e apos 30 dias do término do tratamento periodontal

nao cirdrgico.

Os critérios de incluséo no estudo abrangeram pacientes com Periodontite Grau
B e Grau identificada por duas periodontistas e na cavidade bucal conter no minimo 10
dentes. Os critérios de exclusdo foram ser desdentado, ter recebido tratamento

periodontal nos ultimos seis meses, ser fumante, apresentar gengivite ou DP leve.

Os pacientes incluidos foram distribuidos em dois grupos, sendo eles: Doenca
Periodontal com Diabetes e Doenca Periodontal sem Diabetes. Utilizou-se como critério

para determinar o Diabetes Mellitus:

1) Hemoglobina glicada (HbA1c) = 6,5%;

2) Glicemia = 200 mg associada a sintomas como emagrecimento,

polidipsia/polidria;

3) Uso de medicamentos antidiabéticos com histéria de diagndstico prévio.
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4.2 Calculo do Tamanho Amostral

Para céalculo do tamanho da amostra, considerou-se uma prevaléncia duas vezes
maior de Periodontite em diabéticos comparados aos nao diabéticos, com nivel de
significancia (a) de 5%, intervalo de confianca de 90% e poder do estudo de 80%,
chegando-se ao n de 72 participantes. Pretende-se incluir, admitindo-se perda de

seguimento de 10%, aproximadamente 80 individuos.

4.3 Avaliacéo Clinica Periodontal e Tratamento Periodontal

Toda a avaliacdo e acompanhamento dos pacientes foram realizados pelas duas
periodontistas do estudo. Obteve-se a confiabilidade diagndstica intra-examinador
aferida pela estatistica de Kappa (entre 0.8 e 1.0) por meio de avaliagdo em duplicidade

de 10% da amostra para cada um dos critérios clinicos.

A profundidade de sondagem (PS) foi aferida em todos os sitios, usando sonda
periodontal manual tipo Williams, e mensurada da margem gengival livre até a base da

bolsa periodontal sem nenhum tipo de anestésico durante todos 0s processos.

As informacgbes do nivel clinico de inser¢do (NCI) foram adquiridas de todos os
sitios examinados por meio da medida da distancia da juncdo esmalte-cemento (JEC)
até a margem gengival (MG) somando a medida da PS. Ou seja: NCI = PS + (JEC a

MG). Todas as medidas obtidas foram expressas em milimetros.

O sangramento gengival foi anotado de forma dicotdmica apds vinte segundos da
obtencdo da sondagem periodontal. A condicdo gengival dos individuos foi avaliada

usando o indice Gengival®? e higiene bucal pelo indice de Placa.®?

O diagndéstico foi executado apdés exame clinico periodontal conforme condi¢cbes

gue pudessem sobressair aos niveis moderado e avancado, segundo a classificacdo da
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Academia Americana de Periodontia em 1999.%4 O nivel de Periodontite cronica
moderado obedeceu aos parametros com um ou mais sitios de PS 24 e PIC =3 em
individuos que apresentaram quatro ou mais dentes. A Periodontite crénica avancada foi
diagnosticada nos participantes que apresentaram quatro ou mais dentes com um ou
mais sitios que contivessem PIC =5. O tratamento periodontal ndo cirargico foi executado
nos sitios diagnosticados com Periodontite, com raspagem da superficie dental, com

auxilio de instrucao de higiene bucal.

4.4 Coleta das Amostras do Fluido Gengival Crevicular

A primeira coleta do fluido crevicular gengival foi realizada ap6s uma semana da
realizacdo do exame clinico periodontal e 30 dias ap6s o término do tratamento
periodontal, o biofilme bacteriano supragengival de trés sitios doentes mais profundos foi
removido com o auxilio de gaze estéril e a area foi isolada com rolo de algodao estéril e
seco com jato de ar. O fluido crevicular foi coletado com uso de papel coletor
(Periopaper®, Harco) que, apos isolamento do campo, foi introduzido no sulco gengival
permanecendo durante 30 segundos. As tiras contaminadas com sangue foram
descartadas. Em seguida, as tiras foram acondicionadas em 500 uL de uma solucéo de
cloreto de sodio acrescida de albumina bovina sérica estéril para estabilizar as
moléculas, contida em frascos de centrifugacdo de 1,5 mL e etiquetadas, imediatamente

congeladas em gelo seco e armazenadas a -20°C para analise laboratorial.

Apés eluicdo em salina tamponada (PBS) por 30 minutos em temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a 1000g por 5 minutos,®® o sobrenadante foi
utilizado para analise das quimiocinas CCL2, CCL5 e interleucinas.

Antes da etapa de analise todas as amostras foram submetidas a normalizacdo

de proteinas pelo método de Bradford.
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4.5 Quantificacdo de Quimiocinas no Fluido Crevicular Gengival

Amostras de fluido gengival foram diluidas em PBS na proporcédo de 1:4, sendo
adicionados 50 uL das amostras diluidas em cada poco (placas de 96 pocos). A seguir,
o material foi incubado por 2 horas a temperatura ambiente em um agitador a 800 rpm
com 50 uL do coquetel de microparticulas diluidas em cada pocgo, e posteriormente
lavado com 100 uL de tampao de lavagem (a lavagem foi realizada 3 vezes). Em seguida,
foram adicionados 50 uL do coquetel Biotina-Anticorpo (anticorpos de deteccao) e
incubado por 1 hora a temperatura ambiente em um agitador a 800 rpm e, em seguida,
lavado conforme anteriormente e adicionado 50 uL de Estreptavidina-Ficoeritrina e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente em um agitador de 800 rpm. Apos a
lavagem em cada poco, foi incubado a temperatura ambiente por 2 minutos em um
agitador a 800 rpm. ApGs 90 minutos, as concentracdes das quimiocinas foram
calculadas de acordo com as curvas-padrdao e os resultados obtidos por meio do
equipamento LUMINEX 200 (LUMINEX). As quantidades finais serdo apresentadas em
pg/mL.

4.6 Coleta das Amostras de saliva

A saliva dos participantes foi coletada apds as 13 horas, de acordo com o método
descrito por Navazesh (1993)°, o tempo de coleta ndo foi anotado. Os participantes do
estudo realizaram enxague da cavidade oral com agua e, em seguida, expectoraram
toda a saliva sem estimulo em tubo estéril. Posteriormente, as amostras coletadas foram
centrifugadas por 10 minutos a 2.800 rpm, retirado o sobrenadante que foi transferido
para microtubo previamente identificado e, por fim, as amostras salivares foram

congeladas a -80°C até a etapa de analise.
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4.7 Andlise salivar das interleucinas

Os biomarcadores inflamatérios na saliva foram detectados utilizando o kit
INVITROGEN Sandwich ELISA em uma placa de 96 pogos pré-revestida com anticorpo
durante a noite em 4°C. Apés 3 lavagens utilizando lavadora de placas ELISA, foram
adicionados 200 pL de Diluente ELISA/ELISPOT (1X) e incubado a temperatura
ambiente durante 60 minutos, posteriormente os pog¢os foram lavados uma vez com
Tampao de Lavagem e foram adicionados 100 pL de amostra de saliva em cada poco
com 100 pL de Diluente ELISA/ELISPOT (1X) ao poco em branco, a placa foi selada e
incubada por 2 horas. Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens, adicionados 100 pL
de anticorpo de deteccao diluido a todos os pocos, selado e incubado pelo periodo de 1
hora. Apds a incubacéo foi efetuada mais uma lavagem e adicionados 100 pL de
Streptavidin-HRP diluido que foi mantido em incubagé&o durante 30 minutos. Em seguida,
foi realizada nova lavagem e adicionados 100 pL de solu¢cdo 1X TMB aos pog¢os no
decorrer de 15 minutos em temperatura ambiente e por fim foram adicionados 100 uL de
solucdo de parada. A andlise foi realizada utilizando medidor de absorbancia em um

comprimento de onda a 450 nm.

4.8 Andlise salivar da Capacidade Antioxidante Total

Os valores de CAT foram determinados utilizando o kit comercial QuantiChrom™
BioAssay Systems e preparados conforme indica¢des do fabricante. Resumidamente, os
componentes do kit foram previamente centrifugados antes da utilizacdo, apés foram
adicionados 5 pL do padrdo em 245 pL dH20. Os padrdes foram diluidos conforme a
instrucao e transferido o volume de 20 pL para os poc¢os de uma placa com 96 pocos de
fundo plano. Apds essa etapa, 20 uL de cada amostra foram adicionados aos pocos,
foram transferidos 100 uL de Reagente de Trabalho a todos os pocos de ensaio e
homogeinizados dando pequenas batidas na placa, a incubacao foi realizada durante 10
minutos a temperatura ambiente. Os valores foram obtidos em deteccéo Optica a 570

nm.
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4.9 Andlise salivar do Peroxido

A guantificacdo das amostras salivares de peroxido foi realizada utilizando o kit
QuantiChrom™ BioAssay Systems. Inicialmente, os padrdes foram preparados e diluidos
conforme indicacao do fabricante e transferidos 40 pL destas solu¢gdes e das amostras
para os poc¢os de uma placa com 96 pocos de fundo plano. Foram adicionados 200 pL
do reagente de deteccao a todos os padrées e amostras e incubados durante 30 minutos
a temperatura ambiente e a leitura foi realizada em densidade optica a 540-610 nm

(absorbancia maxima a 585 nm).

4.10 Anédlise estatistica

Todos os dados obtidos neste estudo foram inicialmente comparados com a curva
de Gauss e, a seguir, a avaliacdo da normalidade e homogeneidade de cada resultado

foi realizada utilizando os testes de Shapiro-Wilks e Levene, respectivamente.

Para as variaveis que apresentaram comportamento parameétrico, as mesmas
foram representadas por suas médias e respectivos desvios-padréo, sendo utilizados os
testes T de Student pareado, para as comparacdes intragrupos, e ANOVA de fator Unico
com pos-teste de Tukey, para as comparacdes intergrupos. Para as variaveis que
apresentaram comportamento ndo paramétrico, as mesmas foram representadas por
suas medianas e intervalos interquartis, sendo utilizados os testes de Wilcoxon, para as
comparacdes intragrupos, e Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn, para as avaliacfes

intergrupos.

Além destes, para as andlises da existéncia de associacdes entre os parametros
agui avaliados, foram aplicados os testes de coeficiente de correlagdo de Pearson para

as variaveis paramétricas, ou de Spearman para as variaveis ndo parametricas.

Para todas as analises foi considerado o risco a de 5% (p< 0,05) e foi utilizado o
software GraphPadPrism8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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4.11 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado segundo o parecer numero 6.131.397, de 12
de setembro de 2023, apoOs ser submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Santo Amaro (UNISA). O estudo foi registrado como ensaio clinico antes
de seu inicio (ReBEC RBR-35szwc) e obedeceu as normas internacionais da boa pratica
clinica e harmonizacéo de dados (GCP/ICH).
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5. RESULTADOS

A Tabela 1 representa os dados demograficos dos pacientes incluidos no estudo

e os valores de profundidade a sondagem (mm), perda de insercdo (mm) e dentes

ausentes estao relacionados na Tabela 2:

Tabela 1. Dados demograficos dos participantes do estudo.

Pacientes Pacientes nao
diabéticos diabéticos
N 16 7
FIM 9/7 5/2
Idade (média +/- DP) 57 +£10 48 +13
Hemoglobina glicada pré- 8,18+ 1,81 5,40 +0,41

tratamento (média +/- DP)

F/M: Feminino/Masculino; DP: Desvio-padréo

As concentragdes das citocinas presentes no fluido crevicular gengival dos

participantes do estudo, antes e 30 dias apds o término do tratamento para Doenca

Periodontal ndo cirdrgico, estdo representadas na Tabela 3, enquanto os resultados

acerca da razao entre as concentracdes das citocinas proé-inflamatérias IL-1beta (Figura
1A), IL-6 (Figura 1B), IL-12p70 (Figura 1C), TNF-alfa (Figura 1D) e IL-18 (Figura 1E) e a

citocina anti-inflamatéria IL-10 sdo apresentados na figura 1. Todos os calculos foram

realizados de acordo com as curvas-padréo e os resultados foram obtidos por meio do

equipamento LUMINEX 200 (LUMINEX).
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Tabela 2. Profundidade de sondagem e perda de inser¢cdo (mm)

Com Diabetes

Sem Diabetes

Hemoglobina glicada TO 8,05+1,39 5,44 £ 0,15
Hemoglobina glicada T1 8,10 £2,04 5,31 +£0,46
Profundidade a sondagem TO 2,34 £ 045 2,30 £ 0,60
Profundidade a sondagem T1 1,86 + 0,49 1,84 £ 0,80
Perda de insercdo TO 2,90 +1,09 2,74 £ 0,80
Perda de insercdo T1 2,63+0,91 2,09 +£0,90
Dentes ausentes TO 8,10 +2,04 5,80 +6,70
Dentes ausentes T1 8,30 £5,85 6,00 £6,70

TO = pré-tratamento; T1 = 30 dias ap0s o término do tratamento

A tabela 2 abrange dados referente a hemoglobina glicada dos pacientes no grupo

diabético e ndo diabético, onde em ambos os grupos a média + DP de TO/T1 ndo sofreu

grandes alteracoes.

De acordo com os resultados apresentados tanto na tabela 3 quanto na Figura 1,

nenhuma diferencga significativa foi encontrada nas comparacgdes intragrupos (basal

comparado a 30 dias apds o término do tratamento, em cada grupo separadamente),

bem como nas comparacgdes intergrupos (Com e Sem Diabetes, tanto antes quanto ao

término do tratamento).
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Tabela 3. Citocinas avaliadas no fluido crevicular gengival.

Citocina Com Diabetes p intra Sem Diabetes p intra p entre grupos
grupos grupos
Basal 30 dias Basal 30 dias Basal 30 dias

TNF-a 0,19 (0,09) 0,32 (0,22) 0,334 0,08 (0,03) 0,18 (0,06) 0,327 0,879 0,975
IL-6 0,07 (0,03) 0,10 (0,06) 0,820 0,04 (0,01) 0,13 (0,05) 0,263 0,559 0,636
IL-8 16,78 (7,62) 14,09 (6,34) 0,650 5,89 (1,78) 10,97 (4,52) 0,674 0,859 0,975
IL-10 0,21 (0,07) 1,76 (1,60) 0,532 0,14 (0,06) 0,60 (0,36) 0,123 0,263 0,190
CCL-2 0,20 (0,10) 0,24 (0,15) 0,570 0,07 (0,02) 0,22 (0,09) 0,161 0,919 0,728
IL-18 26,55 (13,27) 28,91 (17,39) 0,733 7,30 (2,66) 11,86 (5,90) 0,327 0,178 0,728
IL-7 0,28 (0,12) 0,55 (0,41) 0,570 0,10 (0,03) 0,38 (0,15) 0,208 0,760 0,506
CCL-5 0,11 (0,03) 0,55 (0,48) 0,865 0,06 (0,03) 0,30 (0,17) 0,123 0,253 0,213
IL-4 0,30 (0,10) 1,16 (0,99) 1,000 0,14 (0,05) 0,62 (0,33) 0,161 0,204 0,265
IL-17 0,41 (0,14) 2,11 (1,88) 1,000 0,19 (0,06) 0,73 (0,37) 0,208 0,222 0,265
IL-13 0,79 (0,32) 1,39 (0,95) 0,609 0,31 (0,09) 0,65 (0,21) 0,161 0,666 0,776
IL-12p70 2,21 (0,69) 7,41 (5,95) 0,865 1,54 (0,62) 3,52 (1,51) 0,123 0,147 0,357
IL-18 1,03 (0,41) 3,84 (3,05) 0,955 0,39 (0,15) 2,93 (1,62) 0,161 0,213 0,428

Os dados representam as médias (erros-padrao das médias — EPM). Teste de Wilcoxon, comparacéo intragrupo (basal x final em cada grupo).
Teste de Kruskal-Wallis, comparacao intergrupo (com e sem Diabetes, para cada visita).
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Figura 1. Razao entre as concentracdes das citocinas pré-inflamatérias IL-1beta (A), IL-6,
IL-12p70 (C), TNF-alfa (D) e IL-18 (E) e a citocina anti-inflamatéria IL-10 no FCG de pacientes
com Doenca Periodontal na presenca ou ndo de Diabetes nos momentos TO (Basal) e T1
(Final do tratamento).

Além da avaliacdo do material obtido no FCF, também foi mensurada a
concentracdo dos peptideos antimicrobianos lisozima e catelicidina, de IgA secretora, de
peréxidos totais, da capacidade antioxidante total, e das citocinas IL-6, IL-10, TNF-alfa e
IFN-gama na saliva dos pacientes com periodontite com e sem diabetes, antes e apos o

tratamento néo cirargico.

Conforme pode ser observado na Figura 2, na analise intragrupo, enquanto as
concentracOes salivares de lisozima (Figura 2A, p=0,0260) e de IL-10 (Figura 2I,
p=0,0034) mostraram-se significativamente reduzidas, as de TNF-alfa (Figura 2G,

p=0,0443) foram maiores pos-tratamento (visita T1) quando comparados aos valores
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basais (visita TO) no grupo Com Diabetes. Além disso, as concentracfes salivares de
TNF-alfa (Figura 2G, p=0,0313) observadas no grupo Sem Diabetes poés-tratamento
(momento T1) foram menores do que os valores basais (visita TO). Tanto a reducéo das
concentracdes salivares de TNF-alfa evidenciada no grupo Sem Diabetes quanto o
aumento das concentragbes desta citocina no grupo Com Diabetes impactaram na
analise intergrupo, sendo, por isso, observada diferenca significativa entre as
concentracdes salivares nos grupos Sem e Com Diabetes pés-tratamento (Figura 2G,
p=0,0008). Nenhuma outra diferenca estatisticamente significativa foi encontrada.
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Figura 2. Concentracao salivar de lisozima (A), catelicidina (B), IgA secretora (C), peroxidos
totais (D), capacidade antioxidante total (E), IL-6 (F), TNF-alfa (G), IFN-gama (H) e IL-10 (I), nos
voluntérios do presente estudo (pacientes com Doenca Periodontal Com e Sem Diabetes) em
diferentes momentos: antes (T0, Basal) e ap6s 30 dias do tratamento da Doenca Periodontal (T1,
Final). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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De maneira semelhante ao realizado nas avaliacées do FCG, na Figura 3 sdo
apresentados os resultados obtidos nas analises relacionadas as razdes entre as
concentragfes salivares ndo somente das citocinas pro-inflamatérias I1L-6 (Figura 3A),
TNF-alfa (Figura 3B) e INF-gama (Figura 3C) e a citocina anti-inflamatéria IL-10, bem
como dos peroxidos totais e da capacidade antioxidante total (Figura 3D), nos dois
grupos de voluntarios participantes do presente estudo (Com e Sem Diabetes), tanto
antes quanto ap0s o tratamento para Doenca Periodontal ndo cirargico. Com relacéo
a andlise intragrupo, foi possivel evidenciar aumento tanto da razéo entre IL-6/IL-10
(Figura 3A, p=0,0134) e IFN-gama/IL-10 (Figura 3C, p=0,0313) no grupo Sem
Diabetes quanto da razao TNF-alfa/IL-10 (Figura 3B, p=0,0003) no momento T1 (pos-
tratamento) quando comparados aos valores observados no momento TO (Basal). J4,
na analise intergrupos, foi verificada maior razdo de TNF-alfa/IL-10 (Figura 3B,
p=0,0418) no grupo Com Diabetes do que no grupo Sem Diabetes no momento T1.
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada na razdo entre as

concentracdes salivares dos peroxidos totais e da capacidade antioxidante total (TAC).
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Figura 3. Razéo entre as concentracdes das citocinas pré-inflamatdrias IL-6 (A), TNF-alfa (B)
e IFN-gama (C) e a citocina anti-inflamatoria IL-10, bem como dos perdxidos totais e da
capacidade antioxidante total (TAC, D) na saliva de pacientes com Doenca Periodontal na
presenca ou nao de Diabetes nos momentos TO (Basal) e T1 (Final do tratamento). *p<0,05;
***n<0,0001.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo foi elaborado para avaliar a modulacdo das quimiocinas de
mondécitos (MCP-1 e RANTES) no FCG e biomarcadores salivares (citocinas IL-6, IL-10,
IFN-gama, TNF-a, peptideo antimicrobiano (catelicidina), lisozima, da IgA secretora,
peréxidos totais e capacidade antioxidante total (TAC)) da resposta imune na saliva ao
longo do tratamento periodontal (basal e 30 dias). De acordo com os dados
representados na Tabela 1, os pacientes foram classificados com Periodontite Grau B e
Grau C com Diabetes (N=16), idade média 57 anos e HbA1C média de 8,18 e pacientes
sem Diabetes (N=9), com idade média de 48 anos e média dos niveis de HbA1C de 5,40.
Um estudo de Kemp et al. de 2016 verificou que a idade média de pacientes com
Periodontite Grau B e Grau C foi de 54 anos, compreendendo os individuos de meia
idade e conforme o avanco da idade a prevaléncia também aumentava.’

As concentragdes das citocinas presentes no FCG dos participantes do estudo,
antes e 30 dias ap6s o término do tratamento periodontal ndo cirdrgico, foram avaliadas
no presente estudo. Os calculos foram feitos de acordo com as curvas-padrdo e 0s
resultados foram obtidos por meio do equipamento LUMINEX 200 (LUMINEX). Nao
foram encontradas diferencas significantes na comparacao intragrupos (basal
comparado a 30 dias ap0s o término do tratamento, em cada grupo separadamente) e
nao houve diferencas nas comparacdes entre os grupos Com e Sem Diabetes.

A maioria dos estudos encontrados avaliando os niveis de citocinas no contexto
da Doenca Periodontal envolveram um namero restrito de participantes e nao se verificou
o efeito do tratamento periodontal a curto prazo.

Noh et al. (2013)% quantificaram IL-6, IL-8 e TNF-a no tecido gengival de
pacientes com Doenca Periodontal e encontraram maiores niveis de IL-8 quando
comparado a IL-6 e TNF-a. Entretanto, o tamanho da amostra no referido estudo foi
pequeno (n=19), ndo houve comparacées com um grupo saudavel e avaliacdo dos
possiveis efeitos do tratamento da Periodontite nos niveis das citocinas avaliadas por
eles.

Gamonal et al. (2000) relataram diminuicdo nas quantidades totais de IL-10 apos

intervencdo periodontal ndo cirdrgica, enquanto Del Peloso Ribeiro et al. (2008)
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encontraram aumento significativo de IL-10 apds a intervencdo e Goutoudi et al. (2004)
nao conseguiram encontrar diferencas nos niveis de IL-10 no FCG entre os sitios com
Periodontite e sitios ndo doentes seguidos do tratamento.33-35

Em um trabalho de 20162 foi verificado se a associacdo entre Periodontite e
Diabetes poderia acentuar o estado inflamatério. Foram dosados TNF-a, IL-6 e IL-4 e foi
encontrado aumento de TNF-a e IL-6 no grupo que apresentava as duas doencgas, sem
diferencas para IL-4.

Recentemente, os testes de diagnostico salivar passaram a servir como mais uma
ferramenta diagnostica e estdo sendo reconhecidos como peca central em uma ampla
variedade de doencas bucais e sistémicas, pois a saliva contém biomarcadores sollveis
especificos e é facil de coletar e armazenar. Considerando a resposta inflamatéria salivar
em nivel de citocinas, comumente niveis elevados de interleucinas pré-inflamatérias,
estdo associados com o estigio avancado da periodontite e possuem capacidade
modulatéria no avanco da inflamac¢éo, o mesmo ocorre com valores isolados de citocinas
anti-inflamatérias.>® Dados comparativos na andlise intragrupo 30 dias apds o tratamento
periodontal dos pacientes com Diabetes (Figura 21), demonstram que o tratamento
reduziu os niveis de IL-10 que se mostraram significativamente menores em relacao a
visita basal dos mesmos pacientes com Diabetes.

Ainda para os niveis de IL-10 foi possivel evidenciar aumento tanto da razdo entre
IL-6/IL-10 quanto IFN-gama/IL-10 no grupo Sem Diabetes quanto da razdo TNF-alfa/IL-
10 no momento T1 quando comparados aos valores observados no momento TO. A IL-
10 liberada pelo T helper 2 (Th2) é uma citocina anti-inflamatéria e imunossupressora
tem a capacidade de inibir a sintese de citocinas pelas células T, o que pode ter um forte
efeito regulador nas respostas imunes na periodontite. ¢ E menos visto ou ausente na
Periodontite Grau C, o que corrobora com os achados do presente estudo. Baker et al.
(2000) destacou que a IL-10 pode regular negativamente a secrecao de IL-18, TNF-a e
IL-6.68

O TNF-alfa € uma citocina pro-inflamatadria liberada por macréfagos conhecida por
seu papel substancial na perda 6ssea mediada pela Periodontite, inibe a transducao de
insulina e contribui para a resisténcia a insulina no Diabetes e é capaz de induzir a

producdo de outras citocinas pré-inflamatérias como IL-6.2 Na comparacdo dos
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resultados deste estudo, o TNF-alfa mostrou-se significativamente diminuido na
comparacao intragrupo dos pacientes com Periodontite e sem Diabetes antes e 30 dias
apos o tratamento periodontal. De maneira controversa ocorreu na analise intragrupo
dos pacientes com Periodontite na presenca de Diabetes, onde houve um aumento
dessa citocina 30 dias apoOs a realizacdo do tratamento quando comparadas com o
momento TO. Os resultados obtidos por meio da analise intergrupo também obtiveram
resultados estatisticamente significantes.

Com isso, € possivel observar que o processo inflamatério dos pacientes com
Diabetes tende a possuir niveis mais elevados de mediadores pré-inflamatérios como o
TNF-alfa em comparacdo com individuos saudaveis. Apos o tratamento periodontal a
curto prazo esses niveis estdo ainda estavam elevados, corroborando com um estudo
de 2014 onde niveis aumentados de TNF-alfa salivar estavam presentes em trés grupos
doentes, onde o grupo Diabetes Mellitus tipo 2 com periodontite cronica foi
significativamente maior quando comparado ao grupo | (controle) e ao grupo |l
(periodontite crbnica), sugerindo a associacao entre diabetes e aumento da citocina pro-
inflamatoria TNF-alfa, apesar do estudo néo ter avaliado tempo de tratamento.®°

A IL-6 é produzida por células T e B, macrofagos, células endoteliais, células
epiteliais e fibroblastos em resposta a infec¢des, estresse e neoplasias. Também é
liberado em resposta a estimulacdo de IL-1 e TNF de diversos tipos de células e esta
presente em altas concentracfes na saliva de pacientes com Periodontite e de pacientes
com Diabetes.5* No entanto, no presente estudo as concentracdes dessa molécula ndo
mostraram resultados estatisticamente significantes, 0 mesmo ocorreu em um estudo de
Sccanapieco et al. (2007) que foi um estudo longitudinal de caso-controle realizado para
medir a associacdo de biomarcadores salivares com perda éssea alveolar, envolveu
1.256 participantes e os niveis salivares de IL-6 também n&o foram elevados.”

Um estudo semelhante avaliou niveis salivares de citocinas pro-inflamatorias IL-
18, IL-2, IL-6, interferon gama (IFN-y), TNF-a e fator estimulador de colbnias de
granuldcitos macrofagos (GM-CSF), ou citocinas anti-inflamatérias IL-4, IL-5 e IL-10, e a
quimiocina IL-8, e, também nao encontraram diferencas significantes nos niveis de IL-6
apos o tratamento periodontal ndo cirdrgico em comparagdo aos pacientes com

Periodontite Grau C e Diabetes e o grupo controle Sem Diabetes.”®
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O IFN-gama € uma citocina proé-inflamatéria e na saliva € um sinal de que a
infeccdo esta ativa e sendo combatida, seus niveis salivares podem ser utilizados para
monitorar a resposta ao tratamento da Periodontite. Niveis mais baixos de IFN-gama na
saliva indicam que a doenca esta sob controle.5867

Em contraste com o que relata alguns estudos, os niveis de IFN-gama nao
sofreram diminuicdo ap6s 30 dias do tratamento periodontal no grupo com Diabetes.
Embora os resultados ndo tenham expressado valores significantes, € possivel observar
um perfil inflamatdrio crescente nesses pacientes ap0s o tratamento comparado ao grupo
Sem Diabetes poés-tratamento.®®! Yue et al (2013) avaliaram as concentracGes de
citocinas salivares (IL-6, IFN- gama e TNF- alfa) pOs-tratamento, onde pacientes com
Periodontite Grau C mostraram uma significativa diminuicdo dos niveis dessas citocinas
em comparagdo com os niveis basais.®!

De forma semelhante, Teles et al. (2009) nao relataram diferencas significativas
entre individuos com periodontite e controles para IL-1(3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IFN-gama e TNF- alfa.®’

Existe na saliva um complexo de imunoglobulinas (Ig), especificamente a IgA, em
gue a sua analise fornece um método simples e ndo invasivo para avaliagdo da resposta
imune na Periodontite, onde séo encontrados em alta concentragdo em comparagao com
as IgM.** No presente estudo, comparando em nivel basal e 30 dias pés-tratamento, as
IgA ndo demonstraram diferencas significantes.

Branco de Almeida et al. (2011) avaliaram os niveis salivares de IgA em pacientes
com e sem Diabetes, onde foi observada nos individuos diabéticos uma variabilidade
onde: 53,6% (N=22) apresentaram niveis baixos de IgA salivar, 36,6% (N=15)
apresentaram niveis dentro da normalidade e 9,8% (N=4) apresentaram niveis elevados
de IgA no fluido salivar.*® Indicando que a os pacientes diabéticos expressaram niveis
mais baixos de IgA salivar. Nossos resultados ndo obtiveram significancia, no entanto, o
estudo citado foi realizado sem intervencdo e com um nuamero de participantes maior

comparado ao presente estudo.

A lisozima é um tipo de peptideo antimicrobiano (AMP), uma enzima que esta

presente em secrecdes como lagrima e saliva, atuando na acdo antimicrobiana.® Na
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analise realizada neste estudo, houve diferenca significativa nos niveis salivares de
lisozima no grupo com Diabetes pos-tratamento periodontal, havendo reducédo nesses

niveis.

Surna A et al. (2008) verificou a atividade de lisozima salivar com base em dados
clinicos e obtiveram resultados de alta sensibilidade e especificidade, indicando a
gravidade da inflamacéo na Periodontite e atuando como possivel biomarcador salivar.4*
Katsiki P et al. (2021) compararam possiveis biomarcadores alvo e foi observado que a
lisozima avaliada na saliva obteve uma atividade elevada no grupo controle pré-
tratamento, indicando que antes do tratamento os niveis de lisozima salivar estavam
mais elevados em comparacdo com 0 grupo pos-tratamento, corroborando com os

Nossos resultados.*?

Acerca dos AMPs, a catelicidina ndo apresentou nesta analise resultados
significantes estatisticamente. Na literatura, um estudo de Yilmaz et al. (2020) encontrou
niveis de catelicidina mais elevados (p<0,001) nos pacientes do grupo com Diabetes em
comparacdo com 0s sistemicamente saudaveis, entretanto o estudo néo realizou
intervencdo e houve uma coleta Unica conflitando com resultados do presente estudo.”?

A saliva possui um amplo conjunto de oxidantes que atuam em conjunto e a
capacidade antioxidante total (CAT) € uma medida que avalia a capacidade de um
sistema bioldgico de forma global para neutralizar os radicais livres e promover protecao
as células dos danos oxidativos, sendo um parametro relevante para avaliar as
capacidades de defesa que ocorrem localmente na cavidade oral, especificamente, na
saliva.4647

Nossos resultados ndo obtiveram significancia estatistica para os compostos de
Perdxidos totais e CAT. A presenca de perdxido na saliva de pacientes diabéticos com
periodontite pode ser um indicador de estresse oxidativo, que ocorre quando ha um
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade
antioxidante do organismo para neutraliza-las.%3

Encontramos na literatura dados acerca dos peroxidos sugerindo que em resposta

as bactérias periodontais as células endoteliais sofrem estresse oxidativo e secretam
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varias citocinas, como TNF-alfa, IL-6 e IFN-gama, pois parte dessas bactérias aceleram
a aterosclerose intensificada pelo fator Kappa B, associando a Periodontite com as
DCVs.”® Outro estudo indicou um maior nivel de inflamacéo nos individuos com Diabetes
na presencga de Periodontite, sem intervencdo de tratamento, onde separou em trés
grupos de acordo com o0s niveis de controle metabdlico, ndo diabéticos (N=19), com bom
controle metabolico (N=24) e pacientes com DM2 com mau controle metabolico (N=27),
onde o grupo com mau controle metabdlico com DM2 esteve associado a niveis mais
altos de peroxidos e pior salide periodontal.>®

Os resultados referentes a CAT séo conflitantes, Gowri et al. (2013) avaliaram a
CAT na saliva em pacientes com Diabetes e Periodontite e Sem Diabetes com
Periodontite, onde a CAT foi inversamente proporcional a gravidade da inflamacéo,
sugerindo que a periodontite tem um efeito negativo no estado oxidativo ja comprometido
de pacientes com Diabetes.*® Estudos mais antigos sugerem que os niveis de CAT
produzidos nos diabéticos estdo associados a regulacdo positiva de citocinas pro-
inflamatdrias, complicacdes diabéticas e resisténcia a insulina.4°-%!

Apesar dos resultados acerca dos biomarcadores CCL2 e CCL5 no FCV néo
terem sido estatisticamente significantes sua expressao chama atencao para potenciais
associacgdes entre a Periodontite, o Diabetes e as Doengas Cardiovasculares, uma vez
gue esses marcadores estimulam a sintese de mondcitos essenciais para o controle e
agravamento dos processos inflamatorios e reparo tecidual. Lira-Junior R. (2020)
evidenciou que mondcitos circulantes de pacientes com Periodontite Grau C secretam
abundantemente a proteina S100A12 (proteina de ligagdo de célcio que atua como
alarme para induzir uma resposta imune inata pro-inflamatoria), foi descoberto que os
niveis salivares dessa proteina estavam relacionados com o grau de inflamacao gengival
e presenca de bolsas periodontais profundas, refletindo estagios graves da
Periodontite.”* Outros estudos demonstraram que os subtipos de mondcitos estédo

aumentados na Periodontite Grau B e Grau C.
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7. CONCLUSAO

Foram mostrados diferentes efeitos, em curto prazo, do tratamento nao cirargico da
Periodontite em individuos que apresentavam ou nao diabetes. Melhora do estado
inflamatorio salivar no grupo sem Diabetes, o que ndo foi encontrado no grupo com

Diabetes.
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