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RESUMO

Introducédo: A Periodontite € uma doenca inflamatéria cronica que afeta os tecidos
gue sustentam os dentes, podendo causar perda dentaria e problemas de saude
sistémicos, como doencas cardiovasculares e diabetes. Essa condicdo esta
associada a producdo de microparticulas por varias células do corpo, que sao
importantes na coagulacdo sanguinea, inflamacdo e doencgas cardiovasculares.
Interleucinas como IL-6 e TNF-a estdo envolvidas na inflamacéo e degradacao dos
tecidos periodontais, enquanto IL-10 tem um papel anti-inflamatério. Compreender
essas proteinas é essencial para entender e controlar as respostas imunes em
doencas como a Periodontite. Objetivos: Avaliar os niveis de microparticulas
circulantes (plaquetarias, endoteliais e monociticas) bem como de interleucinas no
plasma, no basal e 30 dias pds-tratamento periodontal ndo cirargico. Métodos:
Foram coletadas amostras de 44 pacientes, classificados com Periodontite
moderada a grave com Diabetes (N=25) e sem Diabetes (N=19). As microparticulas
endoteliais, plaquetarias e monociticas foram avaliadas no plasma pobre em
paquetas, apos incubacdo com anticorpos especificos e leitura em citbmetro de
fluxo. Para avaliar niveis das citocinas foi utilizado o Ensaio de Imunoabsorcdo
Enzimatica (ELISA). Resultados: O estudo contou com a participacdo de 13
mulheres e 16 homens no grupo de pacientes com Diabetes e 13 mulheres e 12
homens no grupo sem Diabetes. A idade média dos participantes foi entre 57 e 48
respectivamente, apresentando uma HbAlc de 8,18 para os pacientes com Diabetes
e 5,40 para os individuos sem Diabetes. Apesar de ndo haver diferencas
significantes nos niveis de microparticulas antes e 30 dias ap6s o tratamento,
independente da presenca ou ndo de Diabetes, pacientes com Diabetes
apresentaram um aumento nas interleucinas IL-6, TNF-a e IFN- y enquanto no grupo
sem Diabetes, ndo foram encontradas diferencas. Conclus&o: No estudo nao foram
observadas diferencas significativas nas concentracbes de microparticulas
circulantes no contexto do tratamento periodontal avaliado, ja as correlacdes entre
microparticulas e citocinas mostram associagdes complexas entre esses elementos
na periodontite e diabetes. O estudo ressalta a importancia de entender os
mecanismos imunoldgicos e inflamatérios em pacientes com diabetes,

especialmente em relacdo a saude bucal.

Palavras chaves: Microparticulas, IL-6, IL-10, Periodontite, Diabetes, Citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is a chronic inflammatory disease that affects the tissues
that support the teeth, which can cause tooth loss and systemic health problems,
such as cardiovascular disease and diabetes. This condition is associated with the
production of microparticles by various cells in the body, which are important in blood
clotting, inflammation and cardiovascular diseases. Interleukins such as IL-6 and
TNF-a are involved in inflammation and degradation of periodontal tissues, while IL-
10 has an anti-inflammatory role. Understanding these proteins is essential to
understanding and controlling immune responses in diseases such as Periodontitis.
Objectives: To evaluate the levels of circulating microparticles (platelet, endothelial
and monocytic) as well as interleukins in plasma, at baseline and 30 days after non-
surgical periodontal treatment. Methods: Samples were collected from 44 patients,
classified as having moderate to severe Periodontitis with Diabetes (N=25) and
without Diabetes (N=19). Endothelial, platelet and monocytic microparticles were
evaluated in packet-poor plasma, after incubation with specific antibodies and
reading on a flow cytometer. To evaluate cytokine levels, the Enzyme
Immunosorbent Assay (ELISA) was used. Results: The study included the
participation of 13 women and 16 men in the group of patients with Diabetes and 13
women and 12 men in the group without Diabetes. The average age of the
participants was between 57 and 48 respectively, presenting an HbAlc of 8.18 for
patients with Diabetes and 5.40 for individuals without Diabetes. Although there were
no significant differences in the levels of microparticles before and 30 days after
treatment, regardless of the presence or absence of Diabetes, patients with Diabetes
showed an increase in interleukins IL-6, TNF-a and IFN- y" while in the group without
Diabetes, no differences were found. Conclusion: In the study, no significant
differences were observed in the concentrations of circulating microparticles in the
context of the periodontal treatment evaluated, whereas the correlations between
microparticles and cytokines show complex associations between these elements in
periodontitis and diabetes. The study highlights the importance of understanding
immunological and inflammatory mechanisms in patients with diabetes, especially in

relation to oral health.

Keywords: Microparticles, IL-6, IL-10, Periodontitis, Diabetes, Cytokines.
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1 - INTRODUCAO

1.1 Periodontite

A Periodontite esta entre uma das causas mais frequentes da perda dos
dentes em adultos® A Periodontite é definida como uma doenca inflamatéria
cronica que acomete as estruturas de protecdo e insercdo dentaria, de origem
multifatorial, e esta associada com o acumulo do biofilme disbi6tico que contém
patdégenos anaerdbicos, sendo considerado o fator etioldgico inicial da Periodontite.
1-3 O biofilme consiste em uma pelicula granular composta por bactérias e seus
produtos, células descamadas e o polimero extracelular e pode se desenvolver
mais facilmente nas superficies proximas ao colo, podendo levar a lesédo tecidual e,
as vezes, a ruptura periodontal.* Estudos mostraram uma relacdo direta entre

quantidade de biofilme acumulado, nivel de inflamacéo e destruicéo tecidual. ®

As formas mais comum da inflamacéo bucal compreendem a Gengivite, que
antecede a Periodontite, onde ocorre a presenca dos sinais clinicos como
vermelhiddo, sangramentos e edemas, limitando-se a gengiva, ja a Periodontite
esta associada ao acometimento do periodonto de protecdo e sustentagdo,
causando uma destruicdo do osso alveolar, dos ligamentos dentérios, perda do
reboto do osso alveolar, migracdo apical do epitélio juncional e formacao de bolsas
periodontais, reabsorcéo do 0sso alveolar, causando a mobilidade dentéaria e perda
da funcdo mastigativa com o avanco da doenca.’® Na Gengivite ocorre um
processo inflamatério que altera o conjunto de bactérias gram positivas, que sao

comuns da cavidade oral, em bacilos gram negativos e anaerébios.’

A progressdo e manifestacdo da Periodontite vao decorrer da resposta
imune do individuo, fatores comportamentais e socioecondmicos, tais como mas
higieniza¢cdes bucal, tabagismo, etilismo, sexo, idade, renda e outras doengas

sistémicas (como Doenca Cardiovascular e Diabetes). 38

A Periodontite € uma das principais doencas da cavidade oral que apresenta
uma taxa de prevaléncia alta e de acometimento global, ocupando a segunda maior

causa de doenca dentaria na populacdo humana, estando mais frequente em
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individuos adultos, variando nas diversas regides do mundo.®'* Na América do
Sul, incluido o Brasil, os estudos e informacdes sdo baixas, porém nos EUA a

Periodontite tem uma prevaléncia de 50%. &

Nas ultimas décadas, a Periodontite tem sido associada ao aparecimento de
distarbios sistémicos, incluindo doencas cardiovasculares (DCV) e Diabetes.? Os
patégenos presentes no biofiime destroem o epitélio da bolsa periodontal,
permitindo a entrada de endotoxinas e exotoxinas nocivas na corrente sanguinea,
levando a disseminacao bacteriana e infec¢ao sistémica, consequentemente tendo

um aumento da resposta inflamatéria. ’

1.2 Diabetes Mellitus e Periodontite

Diabetes mellitus (DM) é um grupo de distarbios metabdlicos que apresenta
em comum a hiperglicemia, causada por uma irregularidade na acéo da insulina, na

secrecdo de insulina ou em ambas.*?

A American Diabetes Association (ADA) define para o diagnéstico de DM
valores de hemoglobina glicada (HbA1c) = 6,5%. 4 O Diabetes tipo 1 consiste na
deficiéncia ou auséncia completa de secrecdo de insulina que acontece pelo
sistema imunoldgico atacar equivocadamente as células beta, e acomete cerca de
5 a 10% do total de pessoas com a doenca. O Diabetes tipo 2 é quando o
organismo ndo consegue usar adequadamente a insulina que produz ou n&o
produz insulina suficiente para controlar a glicemia, ou seja, baseia-se na
resisténcia a esse hormoénio, sendo o tipo mais comum e estando presente em 90%

das pessoas portadoras de DM. 1°

A prevaléncia de DM estd aumentando nas duas Ultimas décadas por causa
do crescimento e envelhecimento da populacdo, maior urbanizagcdo, e o0 aumento
da prevaléncia de obesidade e sedentarismo. Estima- se que a populacdo mundial
com Diabetes seja de 382 milhGes de pessoas e que chegara em 471 milhdes em
2035. 13

A Periodontite € a causa mais comum de inflamac&o crénica em pacientes

com Diabetes. Estudos mostram a relacéo entre a destruicdo do tecido periodontal
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e a gravidade da resisténcia a insulina, onde o Diabetes € um fator predisponente
da Periodontite e a Periodontite dificulta o controle metabdlico em pacientes com

Diabetes, mostrando uma relacéo clara entre as doencas. 1618

Pode-se explicar a relagdo entre Diabetes e Periodontite por alguns
mecanismos como as alteragbes microvascular e fluido crevicular, pois a
inflamacé&o associada a Periodontite ndo se limita apenas ao tecido gengival, mas
também pode desencadear uma resposta inflamatoria sistémica causando disturbio
no metabolismo e alteracdo da resposta imune do hospedeiro e essa associagao
entre as duas doencas tem sido relatada por estudos desde a década de 1960,
sendo que ambas estdo associadas a um estado pro-inflamatoério, com estresse
oxidativo, maior recrutamento de leucdcitos, aumento na producdo de mediadores

inflamatérios e apoptose. 619

1.3 Doencga Cardiovascular e Periodontite

Ha evidéncias crescentes que sugerem uma conexdo entre a Doenca
Cardiovascular (DCV) e a Periodontite. A DCV abrange um grupo de doencas que
afetam o coragdo e os vasos sanguineos, incluindo angina, infarto do miocardio,

acidente vascular cerebral (AVC) e doenca arterial periférica.?%?!

Por outro lado, a Periodontite € uma forma grave da Gengivite, caracterizada
pela inflamacdo das estruturas que sustentam o0s dentes, como gengivas,
ligamentos periodontais e 0sso alveolar, causando uma resposta imunolégica
exagerada as bactérias presentes na placa bacteriana que se acumula nos dentes,
levando a uma inflamacéao sistémica pela liberacdo de mediadores inflamatérios na
corrente sanguinea. Acredita-se que essa inflamacéo sistémica desempenhe um

papel na progresséo da Doenca Cardiovascular.1?22:23

As DCV estao presentes entre as principais causas de morte no mundo e
entre os fatores de risco associados a DCV estdo o sedentarismo, hébitos
alimentares ndo saudaveis, obesidade, tabagismo e a Periodontite. Esses fatores
podem aumentar o risco de desenvolver ambas as condi¢cbes, 0 que pode tornar a

associacdo entre elas mais complexa.'®23
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1.4 Microparticulas Circulantes

Microparticulas (MP) sdo uma populagéo de vesiculas liberadas por diversas
células, conhecidas por carregarem conteddo de sua célula de origem, como
MRNA, lipoproteinas, citocinas, dentre outros. Essa liberacdo das MP acontece
apos apoptose ou ativacao por diferentes estimulos, como por exemplo liberacéo
de lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas e citocinas, como fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1B). 2426

Cerca de 70 a 90% das MP séo de origem plaquetéaria (MPP), embora todas
as ceélulas sanguineas possam origina-las e individuos saudaveis assim como
pacientes com diferentes doencas expressam MP circulantes de origens

distintas.?’28

O papel das MP ndo era muito bem descrito até a década de 90, mas um
estudo em 1996 mostrou que as MP sdo importantes na resposta imune adaptativa
e como vetores na troca intracelular de informacdes biol6gicas, mediante a
caracterizagcao e quantificacdo dessas MP em algumas situacdes, Diabetes, infarto,

depresséo e insuficiéncia renal. %°

A caracterizacdo das MP pode ser feita no plasma por meio da positividade
para as proteinas de superficie, que pode variar de acordo com o estimulo que
recebe.’® As MPP expressam proteinas de superficie CD42 e CD31, enquanto as
microparticulas endoteliais (MPE) expressam diferentes proteinas de superficie,
mas a maior parte dos estudos indicam CD105, CD51 e CD144 para definir essa
subpopulacdo, que esta relacionada a disfuncdo endotelial, proliferacao,
angiogénese, aumento de estresse oxidativo, crescimento tumoral, diferenciagao
de células progenitoras, dentre outros. 30-32 As microparticulas monoliticas (MPM)
sdo identificadas pela presenca da proteina de superficie CD14 e tem sido

relacionada a sepse, coagulacéo, doenca renal e disfungdo endotelial.33

Estudos mostram a funcdo das MPP associada a trombose, coagulacdo e
inflamac&o, assim como a importancia na regeneracdo tecidual, por estarem

relacionadas angiogénese, ou seja, a formacéo de novos vasos sanguineos.*

Atualmente existem varios trabalhos relacionando MP circulantes e

Diabetes. %° Um estudo mostrou liberacdo de MPP, MPM e MPE em diabéticos com
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e sem Doenca Renal estabelecida.®® Pesquisas mostram que a MPP estimula a
cascata de coagulacdo e aumentam as adesfes de leucocitos e células endoteliais

e ambos 0s eventos estdo associados ao Diabetes.3’

A presenca aumentada de microparticulas no fluido crevicular gengival esta
associada a resposta inflamatéria local, a ativacdo celular e a liberacdo dessas
vesiculas extracelulares. Essas interagcbes podem levar a disseminacdo das
microparticulas para o sistema circulatorio, contribuindo para seu aumento no
plasma. MPs circulantes podem penetrar nas células, transferir antigenos, afetar a
expressao génica celular e ativar vias de sinalizacao celular que estdo associadas
a proliferacdo, sobrevivéncia, adesdo e quimiotaxia. 3 Um estudo relatou que as
MPs em pacientes com DM tipo 2 foi maior do que a de individuos saudaveis, e
esse aumento foi relacionado principalmente ao aumento do niumero de MPs de
origem plaquetéaria podendo estar envolvidas no desenvolvimento de complicactes

diabéticas principalmente pela sua agéo pré-coagulante. 3°

Um estudo mostrou a presencga de microparticulas derivadas de neutrofilos e
plaguetas no fluido crevicular gengival de individuos com Periodontite grave e
Diabetes tipo 2. O estudo contava com doze pacientes (56,2 + 7,2 anos), o fluido
crevicular gengival foi coletado usando tiras de filtro de locais profundos e rasos e
todas as amostras foram positivas em locais profundos, mostrando a presenca de
microparticulas derivadas de neutrofilos e plaquetas no fluido crevicular gengival

desses pacientes. 4°

Em outro estudo realizado em pacientes pré-hipertensos e com Periodontite
de moderada a severa, submetido a tratamento periodontal ndo cirdrgico por seis
meses, foi encontrada reducdo na porcentagem das microparticulas endoteliais
apos tratamento e diminuicdo da pressdo sanguinea, sem uso de medicamentos,
mostrando a importancia do tratamento periodontal no contexto da hipertenséo e

aterosclerose.*!
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1.51L-6 na Periodontite

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina pro-inflamatéria secretada por uma
variedade de células, incluindo macrofagos, células epiteliais, fibroblastos e
linfécitos. Ela desempenha um papel crucial na mediacdo da resposta inflamatoria,
estimulando a producdo de outras citocinas, promovendo a ativacdo de células
imunes e regulando a diferenciacao celular. No contexto da Periodontite, a IL-6 tem
sido associada a destruicdo do osso alveolar, inflamacéo tecidual e progresséo da

doenca.*>43

Estudos in vitro mostraram que a exposicdo de células periodontais a
bactéria Porphyromonas gingivalis, um importante patégeno periodontal, induz a
producdo de IL-6. Além disso, a IL-6 tem sido implicada na regulacdo do
metabolismo 0Gsseo, estimulando a atividade dos osteoclastos, células
responsaveis pela reabsorcdo do osso alveolar. Estudos em modelos animais e
com pacientes com Periodontite também mostraram niveis elevados de IL-6 nos
tecidos periodontais inflamados. A presenca de IL-6 pode desencadear respostas
inflamatérias locais exacerbadas, levando a degradacédo do tecido conjuntivo e
perda 6ssea.**

1.6 IL-10

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatoria que desempenha
um papel importante na modulacdo da resposta imune na Periodontite. Varios
estudos tém investigado o papel da IL-10 nessa condicdo e sugerem que ela
exerca um efeito protetor no desenvolvimento e progresséo da doenca.*?

A resposta imune na Periodontite envolve a interacdo complexa entre
bactérias patogénicas presentes na placa bacteriana e a resposta do sistema
imunoldgico do hospedeiro. Em individuos saudaveis, essa resposta € equilibrada,
resultando em um processo inflamatorio controlado e resolu¢do da infecgdo. No

entanto, em pacientes com Periodontite, ocorre uma resposta imune exagerada,
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levando a um desequilibrio entre a destruicdo tecidual e a capacidade de

reparagdo.*®

A IL-10 é produzida por diferentes células do sistema imunoldgico, incluindo
linfécitos T regulatérios, macrofagos e células dendriticas. Ela desempenha efeitos
anti-inflamatorios ao inibir a producao de citocinas pré-inflamatérias, como fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e interferon gama (IFN-
Y)-45

Estudos tém mostrado que a expressao de IL-10 esta diminuida em
pacientes com Periodontite. Essa reducéo pode estar associada a um aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatérias e a uma maior destruicdo tecidual. Além
disso, a deficiéncia de IL-10 em modelos experimentais de Periodontite resulta em

maior perda éssea e inflamag&o mais intensa.464’

Intervencdes terapéuticas visando aumentar os niveis de IL-10 tém sido
investigadas como uma abordagem para o tratamento da Periodontite. Estratégias,
como a administracao de terapia com IL-10 exdgena e a estimulacdo da producdo
endogena de IL-10, tém mostrado resultados promissores em estudos pré-clinicos.
Essas abordagens tém como objetivo restabelecer o equilibrio da resposta imune,

reduzindo a inflamacgédo e promovendo a regeneracdo dos tecidos periodontais.*®

1.7 IFN-y

O interferon-gama (IFN-y) € uma citocina importante produzida pelas células
T e células natural killer (NK). Ele desempenha um papel importante na resposta
imune, regulando a ativagcdo de macrofagos e outras células envolvidas na
inflamacdo. Estudos recentes tém sugerido que o IFN-y pode desempenhar um
papel tanto protetor quanto prejudicial na Periodontite, dependendo do estagio da

doenca e do contexto imunolégico.*®

Estudos tém mostrado que o IFN-y estd aumentado na Periodontite,
indicando sua participacdo na resposta imune local. Ele tem sido associado a

ativacdo de enzimas como as metaloproteinases (MMPs), que desempenham um
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papel importante na degradacao do tecido conjuntivo periodontal. Essa degradacéao
resulta na perda do suporte 6sseo alveolar e contribui para a progressdo da

Periodontite.434°

Além disso, o IFN-y também influencia a resposta imune adaptativa na
Periodontite. Ele pode modular a producao de citocinas pré-inflamatérias, como o
TNF-a e a IL-1B, bem como citocinas anti-inflamatoérias, como a IL-10. Essa
regulacdo complexa pode influenciar a resposta imune global na Periodontite,

afetando a progresséo da inflamacéo e a destruicdo tecidual.*®

1.8 Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por
macrofagos ativados e células T. Ele desempenha um papel fundamental na
resposta imunoldgica, atuando como um mediador chave na cascata inflamatoria.
No contexto da Periodontite, 0 TNF-a tem sido associado a multiplos efeitos

prejudiciais aos tecidos periodontais.*°

Em primeiro lugar, o TNF-a desencadeia a producao de outras citocinas proé-
inflamatorias, como a IL-1B e a IL-6, amplificando a resposta inflamatoria local.
Essas citocinas tém a capacidade de recrutar e ativar células inflamatérias

adicionais, resultando em um ambiente inflamatério crénico no periodonto.%0:51

Além disso, o TNF-a exerce efeitos diretos na degradacdo dos tecidos
periodontais. Ele induz a expressdo de enzimas destrutivas, como as
metaloproteinases da matriz (MMPS), que s&o responsaveis pela degradacédo do
colageno e da matriz extracelular. A atividade aumentada das MMPs compromete a

integridade do ligamento periodontal e do osso alveolar, levando a reabsorgao

6ssea e a formacgéo de bolsas periodontais.>53

Outro mecanismo pelo qual o TNF-a contribui para a progressdo da
Periodontite € a inducdo da apoptose nos tecidos periodontais. A apoptose
excessiva de células do epitélio gengival e de fibroblastos pode comprometer a

integridade dos tecidos e dificultar a regeneracéo.®
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O TNF-a também esta envolvido na regulacdo da resposta imunoldgica
adaptativa. Ele pode modular a funcéo de células T e B, afetando a producéo de
anticorpos e a atividade das células imunes. Essa regulacdo desequilibrada pode
levar a uma resposta imunoldgica descontrolada, contribuindo para a progressao

da Periodontite.*®

2 = JUSTIFICATIVA

A associacdo entre Periodontite, Doenca Cardiovascular e Diabetes é um
campo de pesquisa importante, pois sdo problemas de saude comuns e com alta

carga de morbidade e mortalidade em todo o mundo.>4%

Pesquisas sugerem que a inflamacao sistémica e a disfuncédo endotelial sdo
caracteristicas comuns em todas as trés condi¢gdes. A Periodontite, por exemplo, é
uma doenca inflamatoria crbnica, e a inflamacédo resultante pode contribuir para o
desenvolvimento e a progressdo da aterosclerose e do Diabetes tipo 2. Ao
compreender melhor os mecanismos fisiopatoldgicos compartilhados, podemos

identificar estratégias de prevencao.??

Portanto, a compreensdo dos vinculos entre essas condigbes pode ter
implicacdes significativas para a prevencdo, diagnostico precoce e tratamento
adequado, o que pode melhorar a saude geral da populacédo e reduzir os custos

relacionados ao tratamento dessas doencas.
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3 -0OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento Periodontal ndo cirirgico em relacdo as

microparticulas e interleucinas circulantes, na presenca ou ndo de Diabetes.

3.2 Objetivo Especifico

e Avaliar os niveis de microparticulas circulantes (plaguetarias, endoteliais e
monociticas) por citometria de fluxo ao longo do tratamento periodontal
(basal e 30 dias).

e Avaliar os niveis de interleucinas plasmatica (IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y) por
Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética (ELISA) ao longo do tratamento
periodontal (basal e 30 dias).
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4 — METODOS

O estudo se baseia em um ensaio clinico que inclui pacientes em
acompanhamento na Clinica de Odontologia da Universidade Santo Amaro —
UNISA na faixa etaria entre 40 e 75 anos, de ambos o0s sexos, diagnosticados com

Periodontite moderado e avancado, associada ou ndo ao Diabetes.

Dados como fatores de risco, exames clinicos e coleta de amostras de
sangue foram obtidos por meio de visitas clinicas, no basal e 30 dias apés o

término do tratamento periodontal ndo cirdrgico.

Os pacientes realizaram a leitura e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). O estudo foi registrado como ensaio clinico antes de
seu inicio (ReBEC RBR-35szwc).

Como critérios de inclusdo: pacientes com Periodontite (moderada ou
grave), diagnosticada por duas periodontistas e que tivessem no minimo 10 dentes
na cavidade bucal. Como critérios de exclusédo ser desdentado, ter recebido
tratamento periodontal nos ultimos seis meses, ser fumante, apresentar gengivite

ou Periodontite leve.

Os pacientes foram distribuidos em dois grupos: Periodontite com Diabetes
e Periodontite sem Diabetes. A presenca de Diabetes Mellitus foi determinada por

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

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

polidipsia/poliuria;

3) Uso de medicamentos antidiabéticos com histéria de diagndstico prévio.

4.1 Avaliacao Clinica Periodontal e Tratamento Periodontal

Os pacientes foram clinicamente avaliados por duas periodontistas

previamente treinadas. Foram examinadas 10% da amostra duas vezes para cada
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um dos critérios clinicos avaliados, a fim de se obter a confiabilidade diagnéstica

intra-examinador aferida pela estatistica de Kappa (entre 0.8 e 1.0).

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

livre até a base da bolsa periodontal.

O nivel clinico de insercao (NCI) foi obtido 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).

O sangramento gengival foi anotado de forma dicotdmica apoOs vinte
segundos da obtencdo da sondagem periodontal. A condicdo gengival dos
individuos foi avaliada usando o indice Gengival. A higiene bucal foi avaliada pelo

indice de Placa.

Os individuos ap6s o exame clinico periodontal foram diagnosticados de
acordo com a Classificacdo das Doencas Periodontais e foram incluidos individuos
diagnosticados com Periodontite estadio Il, Il e IV. Apds a instrucdo de higiene
bucal dos pacientes, os sitios diagnosticados com Periodontite foram submetidos
ao tratamento periodontal ndo cirdrgico, que consistiu em instrucdo de higiene oral,

raspagem supra e subgengival, aplainamento radicular e polimento dentario.

4.2 Quantificacdo e Caracterizacdo Fenotipica de Microparticulas
Circulantes

Apods ser colhido o sangue periférico dos pacientes em tubos de sangue
contendo citrato, as amostras foram centrifugadas a 160 g, 22°C por 10 minutos
para a obtencado do plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP foi entéo centrifugado
a 1500 g, 22°C por 6 minutos, para a obtencdo do plasma pobre em plaquetas
(PPP). A seguir, o PPP (70 uL) foi incubado por 20 minutos, temperatura ambiente
com o anti-CD105 conjugado com APC, anti-CD42 conjugado com FITC
combinado com o anti-CD31 conjugado com PE e anti-CD14, para identificar

microparticulas endoteliais, plaquetarias e monociticas, respectivamente. Como
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controles foram utilizados os isotipos 1gG1 FITC, 1gG1 PE, 1gG1 APC (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Apés incubacéo foram adicionados 300 uL
de PBS e imediatamente foi feita a leitura em citdmetro de fluxo (FACSCalibur - BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), sendo adquiridos aproximadamente 30.000

eventos.

4.3 Quantificacdo das Citocinas

Para a quantificacdo das citocinas IL-10, IL-6, TNF e IFN-y foi utilizado o kit
comercial de ELISA (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante para

cada kit.

Primeiro a placa de 96 pogos foi revestida com anticorpo de captura durante
a noite em 4°C. Foram feitas 3 lavagens, adicionados 200 pL de Diluente
ELISA/ELISPOT (1X) e incubado em temperatura ambiente por 1 hora, os pogos
foram lavados pelo menos uma vez com Tampao de Lavagem e foi adicionado 100
uL de amostras (plasma) aos pocos apropriados com 100 pL de Diluente
ELISA/ELISPOT (1X) ao pogo em branco, a placa foi selada e incubada por 2
horas. Foram feitas mais 3 lavagens, foi adicionado 100 pl de anticorpo de
deteccdo diluido a todos os pocos, selado e incubado por mais 1 hora. Apds a
incubacdo ocorreu mais uma lavagem e adicionado 100 pL de Streptavidin-HRP
diluido, incubado por 30 minutos, logo em seguida ocorre mais uma lavagem e
coloca 100 pl de solugdo 1X TMB aos pocos e deixa por 15 minutos em
temperatura ambiente por fim foi adicionadol00 pl de solugédo de parada e

realizado a leitura da placa a 450 nm.

4.4 Andlise Estatistica

Para analise das medidas descritivas e testes estatisticos, foi utilizado o
programa SPSS verséo 18.0, utilizando-se testes paramétricos e ndo parameétricos

conforme a natureza das varidveis. Foi considerado nivel de significancia p < 0,05.
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5-RESULTADOS

A Tabela 1 representa os dados demogréficos basais dos pacientes

inseridos no estudo.

Tabela 1 - Dados demogréficos dos participantes do estudo.

Grupo com Grupo sem
Diabetes Diabetes
N 25 19
FIM 13/16 13/12
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

Na tabela 2 estdo representadas as porcentagens de microparticulas
circulantes no plasma pobre em plaguetas para todos os participantes do estudo;
em uma comparagao entre visitas, pode-se notar que as MPP sdo as mais
abundantes em ambas as visitas (66,45 e 62,82). Nao houve diferencas nas trés
populacdes de MP, quando se comparou o basal e 30 dias apdés o término do

tratamento periodontal.

Tabela 2 - Porcentagem de microparticulas circulantes no plasma pobre em

plaguetas, comparacdes entre visitas.

Microparticulas Basal 30 dias p intra grupos
Endoteliais 0,40 (0,10) 0,19 (0,05) 0,3
Plaquetérias 66,45 (3,52) 62,82 (5,15) 0,08
Monociticas 6,06 (0,67) 6,63 (1,03) 0,88

Os dados representam as médias (erros-padrdo das médias — EPM). Teste de Wilcoxon,
comparacdes intra grupos (basal x 30 dias apds o término do tratamento).

Na Tabela 3 foram comparados os niveis de microparticulas em cada grupo
separadamente, antes e 30 dias apdés o término do tratamento. Ndo houve

diferencas em ambos o0s grupos apds o tratamento; também ndo foram
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encontradas diferencas quando foram comparados os grupos no basal e apés 30

dias do tratamento.

Tabela 3 - Porcentagem de microparticulas circulantes no plasma pobre em
plaguetas, comparacdes intra grupos (basal e apos tratamento para cada grupo) e
entre grupos (com e sem Diabetes)

Microparticulas Com Diabetes p intra Sem Diabetes p intra p entre
grupos grupos grupos
Basal 30 dias Basal 30 dias Basal 30 dias
Endoteliais 0,57 (0,18) 0,20 (0,06) 0,15 0,24 (0,06) 0,18 (0,11) 0,83 0,43 0,56
65,81 67,38 68,42 58,99
Plaquetéarias (5,95) (6,45) 0,38 (3,83) (8,98) 0,14 0,68 0,49
Monociticas 6,57 (1,06) 6,14(104) 0,69 559(0,86) 7,64(2,07) 0,88 057 0,93

Os dados representam as médias (erros-padrdo das médias — EPM). Teste de Wilcoxon,
comparacao intra grupos (basal x final em cada grupo). Teste de Mann-Whitney, comparacdes entre
grupos (com e sem Diabetes, para cada visita).

Na figura 1 estdo representados os resultados das interleucinas IL-6(A),
TNF-a (B), IFN- y'(C) e IL-10 (D) nas visitas basal (T0) e 30 dias ap0s o tratamento
(T1) nos grupos com e sem Diabetes. Nos pacientes com Diabetes, as
interleucinas pro-inflamatdérias estdo em maior abundéancia, mostrando o perfil mais
inflamado desses pacientes, porém ndo houve diferencas antes e 30 dias apos o

tratamento.
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Figura 1 - Concentracéo plasmatica das interleucinas pré-infamatérias IL-6 (A), TNF-a (B), IFN-y
(C) e interleucina anti-inflamatéria IL-10 (D). *p<0,05 e **p<0,01
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Na Figura 2 estdo representadas as razdes entre as citocinas IL-6/1L10
(Figura 2-A), TNF-a/IL-10 (Figura 2-B), IFN-y/IL-10 (Figura 2-C), nos grupos com
Diabetes e sem Diabetes na presenca de Periodontite. Com relacdo a analise intra
grupos (comparacdes entre basal e 30 dias apos o término do tratamento) nao
foram observados resultados estatisticamente significantes, no entanto, na analise
entre grupos (comparacdes entre 0os grupos com Diabetes e sem Diabetes, tanto
no basal quanto 30 dias ap6s o término do tratamento), foram encontradas maiores
razdes IL-6/IL-10 (Figura A, p<0,05) nos pacientes com Diabetes em TO e T1,
assim como em IFN- y7IL-10 (Figura C, p<0,05). J4 na razdo TNF-a/IL-10 (Figura 2-

B) ndo houve estatistica.
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Figura 2 - Modulagao das interleucinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatorias, IL-6/IL-10 (A), TNF-
o/IL-10 (B) e IFN- y7IL-10 (C). *p<0,05

Na tabela 4 estdo representadas as analises de correlagdo entre os analitos
avaliados no presente estudo. Houve correlacdo positiva entre a IL-6 e IL-10 no
grupo sem Diabetes no basal, onde o paciente que apresenta mais interleucina pro-
inflamatoria vai também apresentar um maior valor de interleucina anti-inflamatoria,

estando regulados (Figura 2-A), assim como IFN- y'e IL-10 (Figura 2-C).
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Apo6s 30 dias do tratamento, houve uma correlacdo negativa da TNF-a entre

IL-10, indicando um perfil mais pro-inflamatorio, ao contrario do basal.

Tabela 4 - Correla¢des das microparticulas e interleucinas no grupo sem Diabetes

em ambas as visitas (TO e T1).

Grupo sem TO Grupo sem T1
Diabetes rho p Diabetes rho p
IL-6 X IL-10 0,569 0,0358 TNF-a X IL-10 -0,7 0,0432
MPP X IL-6 -0,608 0,021 MPP X TNF-a -0,7 0,0432

MPP X TNF-a -0,53 0,0534
IFN-g X IL-10 0,712 0,0042

Os dados acima representam as correlagbes positivas e negativas entre as interleucinas e
microparticulas circulantes no grupo sem Diabetes, nas visitas basais (T0) e ap6és tratamento (T1).

Com relag&o ao grupo com Diabetes no basal (Tabela 5), observou-se uma
correlagao positiva entre TNF-a e IL-6, mostrando um perfil realmente inflamado e
também uma correlacdo positiva entre a IL-10 e MPE e uma relacéo negativa entre
IL-10 e MPP. Apos 30 dias do término do tratamento, houve uma correlacéo
positiva entre TNF-a com IFN- y'e IL-10.
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Tabela 5 - Correlagbes das microparticulas e interleucinas no grupo com Diabetes

em ambas as visitas (TO e T1).

Grupo com TO Grupo com T1
Diabetes rho p Diabetes rho P

IL-6 X TNF-a 0,503 0,0168 IL-6 X TNF-a 0,561 0,0257
MPE X IL-10 0,601 0,0003 IFN-g X TNF-a 0,697 0,0035
MPP X IL-10 -0,468 0,0279 IL-10 X TNF-a 0,718 0,0017
MPP X IFN-g 0,589 0,0231
MPE X IL-6 0,534 0,0402
MPE X TNF-a 0,69 0,0056
MPE X IFN-g 0,582 0,025

Os dados acima representam as correlacdes positivas e negativas entre as interleucinas e
microparticulas circulantes no grupo com Diabetes, nas visitas basais (T0) e apés tratamento (T1).

Foram avaliadas, também, possiveis correlacdes entre as interleucinas e

MP, conforme Tabela 5. As MPE apresentam uma correlacdo positiva com IL-6,

TNF-a e IFN- y 30 dias apds o término do tratamento, enquanto as MPM

apresentaram correlacao positiva com IFN- Y.
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6 — DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento
Periodontal ndo cirargico em relacdo as MP circulantes e citocinas plasmaticas e o
estado inflamatério na presenca ou ndo de Diabetes. Os principais achados
referentes as MP ndo mostraram diferencas significantes, quando foram realizadas
comparacgdes intragrupos (antes e 30 dias apdés o término do tratamento) e
comparacdes entre grupos (com e sem Diabetes), sugerindo que o tempo de
tratamento possa néao ter sido suficiente para uma modificacdo sistémica de MP.

Um estudo realizado em 2017 com 107 participantes pré-hipertensos e com
periodontite moderada a grave mostrou uma melhora significativa nas condi¢cdes
periodontais apds seis meses de tratamento intensivo, sem 0 uso de terapia
medicamentosa. Os participantes foram divididos em dois grupos: controle-
tratamento e tratamento intensivo. O grupo de tratamento intensivo recebeu
raspagem, alisamento radicular e aplicacdo local de pomada de cloridrato de
minociclina, enquanto o grupo controle-tratamento teve apenas um ciclo padrao de
raspagem. A avaliacdo ao longo de 1, 3 e 6 meses de tratamento mostrou uma
reducdo na presséo arterial e nas MPE circulantes no grupo de tratamento
intensivo em comparagdo com o0 grupo controle, indicando beneficios para

pacientes pré-hipertensos com periodontite moderada a grave.*!

No presente estudo, quando foram comparados os niveis de MP no basal e
30 dias apds o término do tratamento ndo cirlrgico, ndo foram encontradas
diferencas significantes, talvez pelo menor tempo de acompanhamento dos
pacientes quando se compara ao estudo desenvolvido por Zhou e colaboradores
(2017).4%

O estudo de Figueiredo et al. (2017)*° foi um dos primeiros a detectar a
presenca de microparticulas derivadas de neutréfilos (CD66b+) e plaquetas
(CD41b+) no fluido crevicular gengival, embora tenha sido um estudo que avaliou

apenas 12 participantes e nao houve grupo controle.

Zahi Badran et al. (2015)°¢ propuseram a ideia de que a Periodontite
localmente gera altos niveis de MP, que circulam no sangue, possivelmente

explicando o aumento do risco de doengas sistémicas em pacientes com essa
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condicdo. Estudos indicam que as doencas bucais podem desencadear disturbios
sistémicos, especialmente na Periodontite, onde os biofilmes do periodonto entram
em contato direto com o epitélio ulcerado da bolsa, constituindo uma possivel via
de entrada para bactérias e toxinas. A Periodontite € vista como uma fonte
potencial de citocinas pro-inflamatorias, pois as citocinas do ambiente periodontal
local podem ser transportadas na corrente sanguinea, participando de processos
patolégicos distantes, assim como as MP que circulam constantemente na
vasculatura periodontal e, subsequentemente, na vasculatura geral, alcancando

orgaos diversos.

Em um estudo de 2016, 39 pacientes com Diabetes Mellitus (DM), sendo 21
com DM e 18 com DM e Doenca Renal Cronica (DRC), foram submetidos a
tratamento hipolipemiante (sinvastatina 40 mg e ezetimiba 10 mg diariamente) por
8 a 10 semanas. Foi avaliada a influéncia desses agentes farmacoldgicos,
especialmente estatinas, na modulacdo dos niveis de MP e marcadores pro-
trombéticos. Pacientes com DM e DRC apresentaram niveis elevados de MP
endoteliais, plaquetarias e monociticas em comparagdo com aqueles com apenas
DM. O tratamento com sinvastatina reduziu os niveis de MP pré-tromboticas
derivadas de plaquetas e mondcitos, bem como sua expressdo de marcadores de
ativacdo. Esses resultados sugerem que a reducdo da ativacdo plaquetéria e a
modulacdo da producdo de MP podem contribuir para efeitos benéficos nas
complicagBes aterotromboticas em pacientes com DM e DRC, considerados de alto

risco.>’

Um estudo com o objetivo de avaliar as respostas de EMP a hipoglicemia foi
realizado com individuos com diabetes tipo 2 e um grupo controle sem diabetes,
onde a hipoglicemia (<40 mg/dL) foi induzida por infusdo intravenosa de insulina
soluvel. Foram coletadas amostras de sangue no inicio do estudo e aos 0, 30, 60,
120, 240 minutos e 24 horas ap0s a hipoglicemia. Apés a hipoglicemia induzida por
insulina, os niveis de EMPs circulantes foram maximos em 240 minutos e
retornaram aos valores basais em 24 horas para ambos os grupos. Além disso, o
grupo com diabetes mostrou aumento da area sob a curva (AUC) de EMPs CD31+
e EMPs CD105+ comparada ao controle, indicando que a avaliacdo de EMPs
dentro de 24 horas poderia identificar um evento hipoglicémico nesta populagéo.®
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Xuguang Zhang et al (2014)%° estudou o impacto do diabetes tipo 2 e da
obesidade, separadamente ou em combinacéo, nas quantidades absolutas de MPP
e MPM. Foram comparados 30 individuos que foram caracterizados como obesos e
nao obesos ou com diabetes tipo 2 e sem diabetes. Os individuos com diabetes
tipo 2 apresentaram concentracdes elevadas de MPP, ja as concentracdes de

MPM néo foram diferentes entre individuos com ou sem diabetes.

A andlise da modulacdo entre as citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatoérias no nosso estudo mostrou maiores razdes IL-6/IL-10 nos pacientes
com Diabetes em TO e T1, assim como em IFN- y/IL-10, mostrando uma
modulacdo mais inflamatodria dessa populagdo. Uma raz&o IL-6/IL-10 e IFN-y/IL-10
maior sugere uma predominancia de citocinas proé-inflamatérias, indicando uma
resposta inflamatéria exacerbada. Isso pode ser interpretado como um
desequilibrio no sistema imunol6gico, com uma resposta inflamatéria mais robusta,
associada a uma resposta imunolégica mais voltada para a inflamagdo. A
interpretacdo desses resultados pode indicar que pacientes com Diabetes nos
momentos TO e T1 estdo em desequilibrio imunoldgico, com uma tendéncia para

uma resposta mais inflamatoria.

E importante mostrar que a avaliacdo da raz&o tem sido considerada uma
forma indispensavel para medir o equilibrio de citocinas pro e anti-inflamatérias,
inclusive no diabetes.®® Embora esses dados reforcem a natureza pré-inflamatéria
do diabetes, a auséncia de diferenca significativa na relagdo IFN-y/IL-10 30 dias
apos o término do tratamento pode sugerir que esse procedimento foi capaz de

influenciar esta propor¢éo, aparentemente no grupo de nao diabéticos.

Gorska et al. (2003)%* mostrou a relacdo entre parametros clinicos e
concentragbes das principais citocinas (IL-1, TNF-a, IL-2, IFN-g, IL-4, IL-10),
fundamentais no inicio e na progressao da periodontite, em tecidos gengivais
inflamados e amostras de soro de pacientes com periodontite grave. Os niveis de
IL-1, TNF-a, IL-2, IFN-Y foram significativamente maiores em amostras de soro e
tecidos gengivais inflamados de pacientes com periodontite do que em controles
saudaveis. Porém, as amostras de soro de ambos o0os grupos mostraram grande
variabilidade individual nos perfis de citocinas, e nenhuma associacao entre as

concentracdes de citocinas e 0os parametros clinicos da periodontite foi encontrada,
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no entanto as concentracdes de TNF-a, IFN-Y e IL-2 encontradas em biopsias de

tecidos de pacientes com periodontite foram maiores.

Pirih et al (2021)%? mostrou em meta-andlise que individuos que apresentam
a sindrome metabdlica tém risco aumentado no desenvolvimento e progressao da
Periodontite. Uma combinacado de variantes genéticas do hospedeiro, microbioma e
fatores de estilo de vida parece predispor a ambas as condi¢bes, mostrando uma
associacdo bidirecional, com a presenca de diabetes afetando a doenca
periodontal e, por sua vez, a doenca periodontal afetando o diabetes. Esse mesmo
estudo sugeriu que a Periodontite eleva os niveis de mediadores inflamatérios,
como PCR e citocinas, e que o tratamento da doenca auxilia na diminuicdo dos
niveis circulantes desses mediadores inflamatérios. O estudo levantou que a
resposta das ceélulas endoteliais a P. gingivalis e os &cidos graxos saturados
podem desempenhar um papel no metabolismo da periodontite associada a

sindrome, aumentando a expresséao de citocinas inflamatérias induzidas por LPS.

Um estudo realizado em 2015 avaliou a associacdo do controle glicémico e
producdo de citocinas em diabéticos tipo 2 com periodontite crénica. Foram
realizadas bidpsias gengivais de 40 pacientes, distribuidos em 4 grupos: saudavel
sem doenca periodontal (S); pacientes saudaveis com periodontite (P); pacientes
com diabetes tipo 2 controlado com periodontite (C) e pacientes com diabetes nao
controlado com periodontite crénica (D) e foi observado maior aumento dos niveis
de IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-Y no grupo D quando comparado aos outros grupos,

mostrando que o controle glicémico pode estar associado a resposta imuno

inflamatdria de sitios com periodontite cronica.®3

A relacdo entre saude bucal e saude sistémica tem sido objeto de estudo ha
alguns anos.1° Dois dos problemas de salde mais prevalentes, a Periodontite e as
doencas cardiovasculares, tém sido cada vez mais associados a outras condi¢cdes
médicas cronicas, como o Diabetes. Essas conexdes complexas tém levado a um
entendimento mais profundo de como diferentes sistemas do corpo estdo
interligados e podem influenciar-se mutuamente.?2?® E sabe-se que uma boa
compreensao entre essas condi¢cdes pode ter resultados significativos para uma

melhora no tratamento e diagnéstico, impactando toda a saude desses individuos.
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Ha varios estudos mostrando que o diabetes mal controlado afeta o
desenvolvimento e a progressédo da periodontite. Pacientes com Diabetes muitas
vezes apresentam um perfil imunolégico mais inflamado, o que pode contribuir para
complicacdes da doenca e para o desenvolvimento de outras condicdes médicas.*?
Em pacientes com Diabetes, ha um aumento na producéo e liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a e a IL-6.%4 No presente estudo, observou-se,
confirmando dados da literatura, um perfil mais inflamado no grupo com Diabetes,
tendo um aumento das interleucinas proé-inflamatérias estudadas (IL-6, TNF-a e

IFN- y), enquanto no grupo sem Diabetes esse perfil € mais controlado (Figura 1).

Stadler et al (2016)% demonstrou que a associacdo entre Periodontite e
Diabetes pode aumentar o estado inflamatério do individuo. O estudo analisou os
niveis de citocinas pro-inflamatérias e o TNF-a e IL-6 estavam aumentadas no

grupo com as duas doencas.

Um estudo de Del Peloso Ribeiro et al. (2008)% mostrou um aumento
significativo de IL-10 apds o tratamento periodontal ndo cirdrgico, porém outro
estudo realizado por Gamonal et al. (2000)%” encontrou uma diminuicdo de IL-10

apos o tratamento.

A relagdo das MP com a resposta inflamatoria ocorre por diversos motivos,
como por exemplo, a ativagao celular induzida pelas citocinas durante eventos
inflamatérios pode levar a liberacdo de MP. Células ativadas, como plaquetas,
células endoteliais e leucécitos, liberam MP como parte de sua resposta ao
estimulo inflamatério. Essas MP carregam consigo uma variedade de moléculas,
incluindo citocinas como IL-6, IL-8, TNF-a, dentre outras, causando uma relagcéo

mutua.58.69

Nesse contexto, no presente estudo foi possivel observar que o grupo sem
diabetes apresentava uma correlagdo negativa entre os niveis circulantes de IL-6 e
MPP, sendo um achado interessante, visto que outros estudos mostraram uma
correlacdo fortemente positiva entre estas essas moléculas,’® enquanto o grupo
com diabetes mostrou uma relacdo negativa entre IL-10 e MPP e positiva com
MPE.
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De acordo com a literatura, os niveis elevados de MPE estéo relacionados a
apoptose e ao dano epitelial, 0 que pode atuar como um biomarcador relevante no
dano e no reparo do tecido endotelial, inclusive em individuos com diabetes,®° as
MPP tém um papel muito importante na comunicacdo celular, angiogénese,

coagulacédo e associagdo com muitas doencas, como por exemplo o diabetes.”®

A correlagao positiva entre IL-10 e MPE no grupo com diabetes pode sugerir
gue havia um mecanismo regulatorio, pois o aumento dos niveis de IL-10 esta
relacionado a uma melhora na funcdo endotelial em pessoas com inflamacéo
sistémica e a correlacdo negativa entre IL-10 e MPP pode mostrar que esse estado

regulatério néo foi totalmente atingido.”?

Corroborando com os achados da literatura, os resultados obtidos 30 dias
apoés o término do tratamento da Periodontite no nosso estudo, mostraram apenas
correlacdes positivas significativas entre os niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatérias e as MP circulantes. Enquanto no grupo sem diabetes detectamos
apenas uma correlacdo positiva entre TNF-a e MPP, estando de acordo com a
literatura, no grupo com diabetes verificamos varias correlagbes positivas entre
MPE e TNF-a, IFN-y e IL-6, que j& foram relatadas em outros estudos com
pacientes diabéticos.”*-"¢ J4 correlagdo positiva entre IFN-y e MPM néo foi relatada
na literatura, porém estd de acordo com a associacdo entre as citocinas pro-

inflamatdrias e as microparticulas.
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7 — CONCLUSAO

No presente estudo, no contexto do tratamento periodontal avaliado, n&o
houve diferengas significativas nas concentracbes de MP circulantes entre os
grupos com e sem diabetes. Isso pode indicar que o tempo de tratamento pode nao

ter sido suficiente para causar uma modificagao sistémica nas MP.

Quanto as citocinas, 0s pacientes com diabetes apresentaram niveis mais
elevados de interleucinas pro-inflamatoérias (IL-6, TNF-a, IFN-y) em comparagéao ao
grupo sem diabetes. Além disso, a analise das razdes entre citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatorias indicou uma modulagdo mais inflamatéria no

grupo com diabetes.

As correlagBes entre MP e citocinas sugerem associagdes complexas entre
esses elementos no contexto da periodontite e diabetes. Em resumo, o estudo
fornece entendimentos sobre as interacbes entre salude bucal e condigbes
sistémicas, destacando a importancia de compreender 0S mecanismos
imunolégicos e inflamatérios subjacentes, especialmente em pacientes com

diabetes.
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Titulo da Pesquisa: Papel das microparticulas e interdeucinas circulantes na Periodontite associada ao
Diabetes
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DADOS DO PARECER

Humero do Parecer: §.230.292

Apresentagao do Projeto:

- Proposta da pesguisa € avaliar o efeito do tratamento Periedontal ndo cirdrgico em relagéo a
microparticulas  interlewcinas circulantes na presenca ou ndo de Diabetes. Este projeto visa um maior
entendimento da relag3o de microparticulas circulantes na Periodontite. bem como possiveis modificagies
nesses biomarcadores induzidas pelo tratamente pericdontal. A identificagdo. guantificacdo das
microparticulas circulantes

{plaquetarias, endotelizis @ monociticas) serdo realizadas por citometria de fluxe no basal & 20 dias apds o
térming do tratamento periodontal ndo cirdrgico, em pacientes com Periocdontite associada ou ndo ao
Diabetes. O maior entendimento do papel diferenciado das microparticulas na Periodontite podera se
constituir em nowo alvo estratégico para melhor compreensio dos mecanismes inflamatorios associades 3
doenga.

Objetive da Pesquisa:

- Oibjetive Prmario:

Avaliar o efeito do tratamento Pericdontal ndo cirirgico em relagdo a microparticulas e interleucinas
circulantes na presenca ou ndo de Diabetes.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscas:
Presenca de desconforto nas coletas de sangue e durante o fratamento periodontal ndo cirdngico.
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Beneficios:

0 tratamento perodontal pode promover menor apoptese dos diferentes tipos celulares e,
consequentements, redugie nos niveis de microparticulas

e interleucinas circulantes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

- Pesquisa com banco de dados retrospectiva. Apds ser cobhido o sangue perferico dos pacientes em tubos
de sangue contendo citrato, as amostras serde centrifugadas a 180 g, 22C por 10 minutos para a obtengio
do plasma rico em plaquetas (PRP). O PRP sera ent3o centrifugado a 1500 g, 22C por 6 minutos, para a
obtencdo do

plasma pobre em plaguetas (PPP). A seguir, o PPP (70 ul) sera incubado por 20 minutos, temperatura
ambiente com o anti-C0105 conjugado com

APC, anti-CO42 conjugade com FITC combinado com o anti-CD31 conjugado com PE e anti-C014, para
identificar microparticulas endoteliais,

plaquetarias e monociticas, respectivamente. Como controles serdo utilizades os isotipos IgG1 FITC, IgG1
PE, IgG1 APC. Apds incubagdo serdo

adicionados 200 ul de PBS e mediatamente sera feita a keitura em citdmetro de fluxe (FACSCalibur - BD
Biosciences, Franklin Lakes, MJ, USA), sendo adquirides aproximadamente 30.000 eventes. Para avaliar
niveis das citocinas sera usado o Ensaio

de Imuncabsorgdo Enzimatica (ELISA ) Metodolopia de Andlise de Dados:

Para analise das medidas descritivas e testes estatisticos, sera utifizado o programa SPSS wersao 13.0,
utilizando-se testes parameétricos e no parameétricos conforme a natureza das varidveis. Sera considerado
nivel de significdncia p = 0.05.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- Folha de rosto; adequada;

- Metodologia: adeguada;

- Carta de anuéncia: assinada pela responsavel pelo banco de dados;

- Termo de Compromisso: adequado & assinado;

- Parecer anterior: refirado;

- Orgamento: propria:

- Cronograma: ok.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
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