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Poquechoque KBR. Relacdo do potencial mutagénico, doenga periodontal e perfil
glicémico. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

RESUMO

A doenca periodontal (DP) é uma desordem imunoinflamatéria, disbidtica,
multifatorial e com suscetibilidade genética. Estudos demonstraram a associagado
entre periodontite e diabetes mellitus (DM). Considerando que tanto o DM como a
DP estdo associadas a um estado de inflamacéo cronica e a uma producéo
aumentada de espécies reativas de oxigénio, elas podem estar relacionadas a
producdo de danos no DNA. Portanto, o objetivo deste projeto foi investigar a
relacdo da periodontite cronica com perfil glicémico e danos no DNA. Foram
realizados exames bioquimicos (Hemoglobina glicada - HbAlc; Glicemia jejum;
Insulina; Colesterol total; Triglicérides) e periodontais, avaliacdo de indicadores
antropometricos de obesidade (IMC e relacdo quadril/cintura), e avaliacdo do dano
ao DNA pelo ensaio de microndcleo pelo bloqueio da citocinese (CBMN) em
linfocitos, observando a frequéncia de células binucleadas com micronucleo
(FBMN) e a frequéncia de micronucleo (FMN). Os pacientes foram divididos
conforme seus niveis glicémicos e seu perfil periodontal em trés grupos: grupo A,
n=37, sem periodontite e sem DM tipo 2 - DM2; grupo B, n=47, com periodontite,
sem DM2; grupo C, n=19, com periodontite e com DM2. Regressao multivariada de
Poisson foi realizada utilizando a FBMN ou a FMN como variaveis dependentes. Os
valores foram estimados em razao de taxa com seus respectivos intervalos de
confianca definidos em 95% (IC 95%). Os parametros periodontais dos pacientes
diabéticos e com periodontite estavam significantemente alterados em relacédo aos
grupos controle e grupo com periodontite, além de apresentarem valores
significantemente maiores para triglicérides, indice HOMA e hemoglobina glicada.
N&o foram observadas diferencas quanto ao IMC e a relacdo quadril/cintura. O
potencial mutagénico ndo aumentou de acordo com a idade, colesterol total e
triglicérides. A presenca de periodontite, o diagnostico de DM e o indice HOMA
elevado contribuiu para o aumento de FBMN e FMN, porém quando avaliado a
interacdo entre periodontite e diabetes, e periodontite e HOMA elevado, houve uma
diminuicdo de FBMN e FMN. Pbdde-se concluir que a periodontite e o DM
isoladamente levaram ao aumento do potencial mutagénico.

Palavras-chave: Doenca periodontal. Diabetes Mellitus. Mutagénese



Poquechoque KBR. Relation of mutagenic potential, periodontal disease and
glycemic. [master’s degree dissertation]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2020.

ABSTRACT
Periodontal disease (PD) is an immunoinflammatory, dysbiotic, multifactorial

disorder with genetic susceptibility. Studies demonstrated the association between
periodontitis and diabetes mellitus (DM). Considering that both DM and PD are
associated with chronic inflammation and an increased production of reactive
oxygen species, they may be related to the production of DNA damage. Therefore,
the aim of this study was to verify the relation between chronic periodontitis, glycemic
profile and DNA damage. Biochemical tests (glycated hemoglobin - HbAlc; fasting
glycemia; insulin; total cholesterol; triglycerides) and periodontal examination,
evaluation of anthropometric indicators of obesity (BMI and waist/hip ratio - WHR),
and DNA damage evaluation by cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) in
lymphocytes, observing the frequency of binucleated cells with micronucleus
(FBMN), and frequency of micronucleus (FMN). The patients were divided according
to their glycemic levels and periodontal profile into three groups (group A, n = 37,
without periodontitis and without type 2 DM - DM2; group B, n =47, with periodontitis,
without DM2; group C, n = 19, with periodontitis and DM2). Poisson Multivariate
Regression was performed using FBMN or FMN as dependent variables. The values
were estimated as rate ratio (RR) with their respective 95% confidence intervals
(95% ClI). Poor periodontal parameters were observed in diabetic and periodontitis
patients compared to the control group and periodontitis group, besides presenting
significantly higher values for triglycerides, HOMA index and glycated hemoglobin.
There were no differences in BMI and hip/waist ratio. The mutagenic potential did
not increase according to age, total cholesterol and triglycerides. The presence of
periodontitis, the diagnosis of DM and the high HOMA index contributes to an
increase in FBMN and FMN, however when the interaction between periodontitis
and diabetes, and periodontitis and high HOMA index was evaluated, there was a
reduction in FBMN and FMN. It was concluded that isolated periodontitis and DM
increased the mutagenic potential.

Keywords: Periodontal disease. Diabetes Mellitus. Mutagenesis
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1 INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) é uma desordem imunoinflamatdria complexa
de natureza multifatorial 1. O estagio inicial da DP é a gengivite e tem como
principal caracteristica a inflamacéo do tecido gengival 2. A inflamagédo ocorre
nos tecidos gengivais devido a presenca do biofilme bacteriano aderente as
superficies dentarias 2. O tratamento a gengivite pode ser prevenida por meio
de higiene oral regular que inclui escovacdo e uso de fio dental 4. Assim, na
auséncia de tratamento, a progressdo da doenca pode levar a destruicdo do
tecido gengival e das estruturas que compdem o periodonto de sustentacéo
(cemento, ligamento periodontal e 0sso alveolar), ocorrendo perda de insercéo
periodontal, associada ao sangramento a sondagem e a reabsor¢cdo do 0sso
alveolar, tornando-se evidente radiograficamente °, diagnosticando-se assim, a
periodontite >’ Os estudos demonstram que a periodontite é a consequéncia
da gengivite 34.

A DP é formada por um grupo bacteriano especifico 2, sendo o fator
etiolégico primario da DP os micro-organismos periodontopatogénicos como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 8°. Sabe-se, porém, que somente
essas bactérias sdo insuficientes para que a doenca seja gerada, sendo que a
resposta do hospedeiro contribui, principalmente, no dano tecidual na DP e nao
pela agcdo bacteriana direta e de seus produtos *!1. A cascata inflamatéria tem
como funcédo primordial proteger o organismo contra agentes estranhos,
entretanto, quando a resposta imune é incapaz de eliminar esses
microrganismos, os mediadores inflamatodrios prevalecem nos tecidos gengivais
podendo levar a danos, como a consequéncia da formacao de bolsa periodontal,
perda de tecido conjuntivo, destrui¢cdo do ligamento periodontal e reabsor¢céo de
0sso alveolar, podendo resultar na perda dentaria 2.

Estudos apontam que diversos fatores, tais como doencas sistémicas,
fatores ambientais (tabagismo) e heranca genética, estao relacionados com o
inicio e progresséo da DP do hospedeiro 11013,

A relacdo entre DP e as doencas sistémicas tem sido extensamente
examinada durante muito tempo. Na classificagdo de doencas periodontais, a

Academia Americana de Periodontia e a Federagcédo Europeia de Periodontia
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(2018)8 incluem a periodontite como manifestacdo de doencas sistémicas. A
associacédo da periodontite ao diabetes pode ser reconhecida como a sexta
maior complicagdo 4%, sendo que foi detectada maior extensédo e severidade
da doenca periodontal em individuos portadores de diabetes do que naqueles
ndo portadores da doenca %13,

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica que envolve
primariamente os carboidratos, seguido dos lipideos e proteinas, sendo
caracterizado pela hiperglicemia resultante de defeitos na secrecédo de insulina,
na acao da insulina ou ambos. Como resultado direto da hiperglicemia e do
desequilibrio osmético, as caracteristicas clinicas dos sintomas sé&o
desenvolvidas, polidria, polidipsia, perda de peso e algumas vezes polifagia, e
visdo embagada /. O desenvolvimento do DM tem relagdo a fatores de risco
ambientais, genéticos e comportamentais . Estima-se que atualmente
aproximadamente 463 milhdes de pessoas em todo o mundo apresentem
diabetes, e esse nimero deve aumentar para 700 milhdes em 2045 1819,

Atualmente, os tipos mais comuns de DM sé&o tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2).
Esses dois tipos de diabetes possuem etiopatogenias diferentes. O DM1 esta
relacionado a destruicdo autoimune das células beta do pancreas, levando a
uma deficiéncia absoluta de insulina. Normalmente, o diabetes tipo 1 é
diagnosticado em criancas e adolescentes. Ja o DM2, apresenta graus variados
de diminuicdo de secrecao e resisténcia a insulina 3141920 O diabetes mellitus
tipo 1 representa 5% a 10% dos casos diagnosticados; ja o diabetes mellitus
tipo 2 € o tipo mais comum, constituindo cerca de 90% de todos os casos de

diabetes mellitus 1417,

1.1 Relacdo doenca periodontal e diabetes mellitus

A DP e o DM sdo doencas cronicas muito prevalentes e complexas *°.
Individuos com DM2 apresentam duas vezes o risco de desenvolver periodontite
em comparacdo com ndo diabéticos 2!. Segundo Baeza et al. (2020)%, quase
todos os pacientes com DM2 apresentam periodontite simultaneamente. Ha
interacdes entre as duas doencgas que tém implicagdes clinicas importantes para

profissionais de odontologia, médicos e, principalmente pacientes 6.
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Os fatores de risco para ambas doencas incluem idade elevada, sexo
masculino, baixo nivel socioecondmico, predisposi¢cdo genética, principalmente
relacionado a respostas imunoldgicas deficientes, tabagismo, obesidade, baixa
atividade fisica e dieta ndo saudavel 8.

HA& uma relacdo bidirecional entre diabetes mellitus e periodontite 161821~
23, O diabetes, particularmente se o controle glicEmico é deficiente, esta
associado a um aumento da prevaléncia e gravidade da periodontite e a
periodontite severa esta associada ao controle glicémico comprometido 16.

O mecanismo especifico que associa DM e DP ainda nao foi totalmente
elucidado.

Estudos confirmaram uma associagdo significativa entre hiperglicemia
cronica e uma alta prevaléncia de periodontite. Embora essa evidéncia se
concentre particularmente nos efeitos do DM2, o efeito parece ser semelhante,
embora menos investigado no DM1 2426, No inicio da doenca, muitos pacientes
com DM2 apresentam pouca sintomatologia geral devido a hiperglicemia
aparecer gradualmente, permanecendo sem diagndstico por um longo tempo 1°.
O controle glicémico parece ser particularmente importante no desenvolvimento
e severidade da periodontite. No entanto, ha indica¢des de que outros disturbios
metabolicos também desempenham um papel, como a dislipidemia, a
resisténcia a insulina e, especialmente, a disfuncédo imunolégica ?’.

O DM provoca uma resposta hiperinflamatoria em resposta aos
microrganismos presentes no periodonto e prejudica os processos reparadores,
levando a exacerbacao da alteracédo periodontal. A desregulacdo metabolica no
diabetes como resultado da exposicdo prolongada a hiperglicemia crénica pode
levar a glicacdo de proteinas e lipidios (AGEs) e pelo receptor para AGEs
(RAGES) 212228, Os AGEs sdo produzidos fisiologicamente pelo organismo,
mas em condicfes de hiperglicemia ou estresse oxidativo aumentado, sua
presenca é amplamente aumentada 2?%. O DM prejudica 0s processos
reparadores pela ativacdo de RAGE e citocinas inflamatdrias, que exacerbam a
destruicdo periodontal por microrganismos periodontais, como Porphyromonas
gingivalis. Por outro lado, a periodontite promove um estado inflamatorio
sistémico e exacerba a resisténcia a insulina e o controle glicémico 2228, A
infeccdo periodontal pode causar inflamacéo sistémica por bacteremia continua

de baixo grau ou por liberacdo de citocinas pré-inflamatorias na corrente
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sanguinea produzidas na gengiva. Por sua vez, AGEs séo produzidos, o que
contribui para o aparecimento de diabetes por meio de aumento da
desregulacéo do controle metabdlico 1828, Assim, acaba existindo uma via de
mao dupla e a relagéo bidirecional entre DM e DP.

A destruicéo local do tecido periodontal pode ser uma consequéncia de
uma resposta inflamatéria monocitica exagerada induzida pelo acumulo de
AGEs e resultar em secre¢cdo exagerada de mediadores locais e sistémicos,
levando a periodontite severa. A ligacao dos AGEs aos receptores de mondcitos
induz a producéo de interleucina-1 (IL- 1), IL-6, fator de crescimento semelhante
ainsulina-1, proteina C reativa, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator de
crescimento derivado de plaquetas 212328, Além disso, 0 acumulo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), estresse oxidativo e interacdes entre AGESs nos
tecidos periodontais e seus receptores (RAGES) contribuem para a aumento da

inflamacéo nos tecidos periodontais em pessoas com diabetes 1628,

1.2 Estresse oxidativo e periodontite

A periodontite severa também esta associada a dislipidemia e elevacoes
nos marcadores de estresse oxidativo em individuos com DM2 23,

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a
producéo excessiva de algumas espécies de moléculas altamente reativas e o
mecanismo de defesa antioxidante 2°-3! significativamente implicado na
patogénese de doencas degenerativas e inflamatdrias crénicas, como a DP
cronica e DM 3, As espécies reativas de oxigénio (EROS) ou radicais livres de
oxigénio sao produtos do metabolismo celular normal, no entanto, seus niveis
aumentados desequilibrados interrompem a funcéo celular normal 2°.

Os radicais livres, apesar de desempenharem funcgdes fisioldgicas, tém
sido associados a patogénese de diversas desordens 2. Sabe-se que em sitios
de inflamacgéo crénica ocorre uma producdo anormal de espécies reativas de
oxigénio (EROs) 2 e que tais compostos passam a contribuir para a injuria
inflamatoéria dos tecidos do hospedeiro, deixando de exercer uma funcéo
meramente fisioldgica 34.

Apesar de haver outros processos envolvidos, o excesso de glicose € o

principal responsavel pela grande producdo de radicais livres em pacientes
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diabéticos. Além disso, pacientes com DM2 apresentam uma defesa
antioxidante deficiente em relacéo a individuos normais 3536,

O aumento na producédo de ERO também tem sido atribuido a glicacao
de proteinas 3738 e/ou a uma auto-oxidacéo da glicose durante o processo de
hiperglicemia *°. Portanto, além dos AGEs, o estresse oxidativo passa a
apresentar um papel importante tanto na patogénese como nas complicacdes
do diabetes 4°. A hiperglicemia pode acarretar a glicacdo de enzimas
antioxidantes, causando sua inativagao 1.

As EROs causam danos aos tecidos por meio de multiplos mecanismos,
incluindo danos ao DNA, danos a peroxidacéo lipidica e oxida¢do enziméatica. A
peroxidacgéao lipidica destroi os lipidios da membrana celular e inicia uma via de
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados, sintetizando o malondialdeido
(MDA), mantendo as reacdes em cadeia *°. A peroxidacéo lipidica apresenta um
importante papel no envelhecimento, na aterosclerose 23, no desenvolvimento
de complicacdes do diabetes como alteracGes micro e macrovasculares 4243, na
artrite reumatéide 44, na doenca pulmonar obstrutiva crénica “°, na AIDS 5 e
ainda na doenca periodontal 4759,

O MDA, que pode indicar o nivel de estresse oxidativo, € o produto
primario e mais estavel da peroxidacéo de acidos graxos poli-insaturados . Foi
observado um nivel de MDA acentuadamente aumentado tanto em saliva como
no fluido gengival crevicular de pacientes com DP, sendo demonstrado que
guanto mais severa a inflamacdo periodontal, maior producdo de MDA 3°,
Individuos diabéticos tém niveis mais altos de MDA em seus tecidos
periodontais, sugerindo um aumento da peroxidacgéo lipidica no caso de DM 2°,
Os niveis de MDA correlacionaram-se positivamente com a profundidade da
bolsa em todos os pacientes com periodontite avaliados por Patil et al. (2016)
51_

As EROs provocam destruicéo tecidual periodontal ou pela degradacéo
da substancia fundamental ou pela liberacdo de colagenases ou pela liberacéo
de varios mediadores inflamatérios .

Segundo D'Aiuto et al. (2010) °2, a periodontite est4 associada a um
estado sistémico de estresse oxidativo e a capacidade antioxidante global

reduzida. A gravidade da destruicdo do tecido devido a ERO excessiva é maior
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guando a DP esta associada ao DM2, indicando que o estresse oxidativo € um
fator comum envolvido na destruicédo do tecido °*

Masi et al. (2018) >3 verificaram que uma producéo reduzida de EROs
mitocondriais de células imunoinflamatérias est4d associada a uma funcao
endotelial melhorada em pacientes com DM2 e DP. Além disso, uma producao
mais adequada de EROs mitocondriais € acompanhada por uma melhoria
significativa do controle metabdlico.

Sob condic¢des fisioldgicas normais, ha um equilibrio entre EROs e
antioxidantes. O estresse oxidativo ocorre apenas quando o sistema de defesa
antioxidante ndo pode neutralizar a producao elevada de ERO. Os antioxidantes
podem ser classificados em duas categorias com base em seu modo de funcéo.
A primeira categoria compreende antioxidantes preventivos, incluindo
antioxidantes enzimaticos, como superoxido dismutase (SOD), catalase,
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase e enzimas de reparo do DNA,
bem como alguns sequestradores de ions metalicos, como a albumina. A
segunda categoria compreende antioxidantes eliminadores ou antioxidantes de
guebra de cadeia, como acido ascérbico (vitamina C), carotendides (incluindo
retinol-vitamina A), acido urico, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida e
polifendis >4,

Assim, além da producéo excessiva de ERO, o paciente pode apresentar
uma diminuicdo de antioxidantes para combater os radicais livres. Chen et al.
(2019) % verificaram um nivel mais baixo da capacidade antioxidante total (CAT)
em pacientes com DP, comparado a pacientes sem DP. Isso sugeriu que a
progressdo da periodontite prejudica o equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, reduzindo a capacidade dos antioxidantes em regular o estresse
oxidativo.

A periodontite pode influenciar a acdo local e sistémica de antioxidantes,
podendo acarretar uma diminuicdo de antioxidantes enzimaticos, como SOD e
catalase, e aumento da acdo de antioxidantes enzimaticos entre pessoas com
periodontite como reacdo protetora. Os resultados para antioxidantes nédo
enzimaticos e catalase sdo consistentes e indicam capacidade antioxidante
comprometida em pacientes com periodontite 4. Vincent et al. (2019) 3!
avaliaram a capacidade antioxidante total (CAT) e o estado oxidante total (EOT)

no fluido gengival crevicular em paciente com DP e DM2.
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Os autores verificaram que a CAT foi significativamente menor nos participantes
com DP, DM e com ambas as condi¢bes da doenca quando comparado ao
grupo controle. Mostraram um evidente desequilibrio entre o EOT e a atividade
antioxidante, com a inclinagéo a favor de oxidantes elevados, provavelmente
relacionados ao aumento do estresse oxidativo implicado nos dois processos da
doenca. Além disso, dos grupos estudados, o grupo de paciente com DP e DM
foi o que apresentou menor valor de CAT. Isso pode ser atribuido a
hiperglicemia, a principal causa de inflamacdo em diabéticos, e acredita-se
também que aumenta a inflamacgé&o nos tecidos periodontais. Niveis excessivos
de glicose induzem a producédo de radicais livres e aumentam o0 estresse
oxidativo. Esses mecanismos patologicos no diabetes, juntamente com a
doenca periodontal preexistente, podem ser responsaveis pela destruicdo
periodontal exacerbada observada em diabéticos e também podem explicar o
maior risco de periodontite em diabéticos. Assim, a coexisténcia de ambas as
condicGes da doenca reduziu ainda mais a capacidade antioxidante 3.

Uma diminuicdo da capacidade antioxidante (catalase, vitamina C, SOD)
foi observada em individuos diabéticos e com periodontite de forma altamente
significativa. Houve uma forte correlacao positiva entre a producéo excessiva de
EROs e a profundidade da bolsa periodontal em individuos diabéticos com
periodontite diabética, além desse grupo apresentar uma diminuicdo
significativa da CAT e atividade da SOD °.

Pode-se concluir que a gravidade da destruicdo do tecido devido a ERO
excessiva € maior quando a doenca periodontal esta associada ao DM tipo 2,
indicando que o estresse oxidativo € um fator comum envolvido na destruicédo

do tecido °1.

1.3 Danos do DNA relacionados a DP e DM

Danos oxidativos ao material genético podem causar quebras na fita de
DNA e micronucleos (MN), e esses tipos de danos podem ter efeitos
teratogénicos ou consequéncias cancerigenas °.

O teste do micronucleo € considerado um dos métodos preferidos para
avaliar o dano cromossémico, porque permite uma avaliagdo confiavel de

guebras e perdas cromossdmicas.
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Micronlcleos sdo pequenos nucleos adicionais formados a partir de
fragmentos cromossOmicos acéntricos ou Cromossomos inteiros que aparecem
durante a divisdo celular mitética no citoplasma das células em intérfase 6.
Devido a confiabilidade do ensaio CBMN e sua boa reprodutibilidade, tornou-se
um dos testes citogenéticos padrdo para testes de toxicologia genética em
células humanas e de mamiferos °’.

Na literatura, encontram-se estudos que avaliaram o dano ao DNA,
utilizando teste do micronlcleo em diabéticos °>%-%5 em pacientes com
periodontite 6% e os que avaliaram ambas as patologias "*"1.

O DM2 tem sido associado a niveis elevados de danos ao DNA, aumento
da suscetibilidade a mutacbes e diminuicdo da eficacia do reparo do DNA
36,58,59.6165  Maior dano ao DNA nos diabéticos estdo relacionados a
hiperglicemia que acarreta no aumento do estresse oxidativo e da ERO 596272,

Maior frequéncia de micronucleos foram observadas em pacientes com
DM2 comparado a pacientes saudaveis 59626465 Entretanto, Silva et al., (2013)
6 demonstraram que a glicemia e a HbAlc ndo estavam significativamente
correlacionados com o0 aumento de frequéncia de micronucleos.

Karaman et al. (2015)% observaram um aumento na frequéncia de
micronucleos em pacientes com sindrome metabdlica. Outros fatores que
acarretaram numero elevado de micronucleos foram tercis mais altos da
circunferéncia da cintura, glicose em jejum, hemoglobina glicada e risco de
doenca cardiovascular . A obesidade também foi associada a maior frequéncia
de micronudcleos em individuos obesos, sendo que o dano genémico promovido
pela obesidade pode estar associada a um risco aumentado de cancer, porque
um aumento na frequéncia de MN é um preditor de risco de cancer 3.

A periodontite também pode ser um fator que eleva os danos oxidativos
e ao DNA, sendo que foi constatado uma correlacéo positiva entre o estresse
oxidativo produzido pela periodontite e micronucleos . Foi observado um
aumento médio de 2,3 vezes na frequéncia de microndcleos no grupo com
periodontite moderada a severa . Porém, Branddo et al. (2015) % néo
observaram aumento do numero de micronicleos em decorréncia da

periodontite.
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Ambos estudos que avaliaram o DM associado a periodontite verificaram
gque a associagdo dessas patologias promoveu aumento no numero de
micronlicleos comparada a presenca isolada das doencas %71,

Dos estudos que utilizaram o ensaio de micronucleos como biomarcador
de dados no DNA em individuos com diabetes e doenca periodontal, como
mencionado anteriormente, foram encontrados somente dois que avaliaram as
duas patologias na mesma pesquisa '©’t. Dentro desse contexto, propde-se
realizar esta pesquisa para contribuir efetivamente com o maior conhecimento
do assunto, buscando-se verificar possiveis associacfes entre doenca

periodontal, DM tipo 2 e danos no DNA.



22

2 PROPOSICAO

Objetivo primario: O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial
mutagénico relacionados a doenca periodontal e o perfil glicémico.

Obijetivos secundarios: Avaliacdo do potencial mutagénico em relacdo a
idade, triglicérides, indicadores antropométricos de obesidade e cigarro.
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Abstract

Aim: To verify the relation of glycemic profile, chronic periodontitis and DNA damage.
Materials and methods: Biochemical tests (glycated hemoglobin - HbAlc; fasting
glycemia; insulin; total cholesterol; triglycerides) and periodontal examination,
evaluation of anthropometric indicators of obesity (BMI and waist/hip ratio - WHR), and
DNA damage evaluation by cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) in
lymphocytes, observing the frequency of binucleated cells with micronucleus (FBMN)
and frequency of micronucleus (FMN). The patients were divided according to their
glycemic levels and periodontal profile into three groups (group A, n = 37, without
periodontitis and without type 2 DM - DM2; group B, n = 47, with periodontitis, without
DM2; group C, n = 19, with periodontitis and DM2). Poisson Multivariate Regression
was performed using the frequency of binucleated cells with micronuclei FBMN or FMN
as dependent variables. The values were estimated as rate ratio (RR) with their respective
95% confidence intervals (95% CI).

Results: Poor periodontal parameters were observed in diabetic and periodontitis patients
compared to the control group and periodontitis group, besides presenting significantly
higher values for triglycerides, HOMA index and glycated hemoglobin. There were no
differences in BMI and hip/waist ratio. The mutagenic potential did not increase
according to age, total cholesterol and triglycerides. The presence of periodontitis, the
diagnosis of DM and the high HOMA index contributes to an increase in FBMN and
FMN, however when the interaction between periodontitis and diabetes, and periodontitis
and high HOMA index was evaluated, there was a reduction in FBMN and FMN.
Conclusion: Isolated periodontitis and DM contributed to increased DNA damage.

Keywords

periodontal diseases, diabetes, dna damage, micronucleus

Clinical Relevance

Scientific rationale for the study: Cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) is an
relevant way to evaluate the mutagenesis potential, with the possibility of verifying if
individuals with periodontitis and/or diabetes presents higher mutagenic biomarkers in

lymphocytes.
Principal findings: Isolated periodontitis and diabetes increased the mutagenic potential.
Practical implications: Health professionals should advise and accompany patients

presenting periodontitis and diabetes for having healthy life habits, seeking to reduce

contact with agents that increase DNA damage.
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1| INTRODUCTION

The relation between PD and systemic diseases has been studied for several years.
The association of periodontitis with diabetes mellitus (DM) can be recognized as the
sixth major complication (Casanova et al., 2014), and a greater extent and severity of
periodontal disease was detected in individuals with diabetes compared to individuals
without diabetes (Mealey & Oates, 2006; Caton et al., 2018).

The most common types of DM are type 1 (DML1), in which pancreatic beta cells are
destroyed by autoimmunity, leading to absolute insulin deficiency, and type 2 (DM2). In
DML, the cause is an absolute deficiency in insulin secretion that affects 5 to 10% of
people with diabetes, and results from cell-mediated autoimmune destruction of the beta
cells of the pancreas. DM2, much more prevalent category (90 to 95% of people with
diabetes), the cause is a combination of insulin resistance and an inadequate
compensatory insulin secretory response. In DM2, a degree of hyperglycemia sufficient
to cause pathological and functional changes in various target tissues, but without clinical
symptoms, may be present for a long period of time before diabetes is detected. It covers
individuals who have insulin resistance instead of absolute insulin deficiency. The risk of
developing this form of diabetes increases with age, obesity and lack of physical activity.
It is often associated with a strong genetic predisposition (ADA, 2014). It is estimated
that currently approximately 463 million people worldwide have diabetes, and that
number is expected to increase to 700 million by 2045 (International Diabetes Federation,
2019; Kebede et al., 2018).

PD and DM are very prevalent and complex chronic diseases (Casanova et al.,
2014). Individuals with DM2 present twice the risk of developing periodontitis compared
to non-diabetics (Baeza et al., 2020). According to Baeza et al. (2020), almost all patients
with DM2 have periodontitis simultaneously. There are interactions between the two
diseases that have important clinical implications for dental professionals, doctors and,
especially, patients (Casanova et al., 2014).

There is a bidirectional relationship between DM and periodontitis (Casanova et al.,
2014; Akazawa, 2018; Kebede et al., 2018; Sanz et al., 2018; Baeza et al., 2020).
Diabetes, particularly if glycemic control is deficient, is associated with an increase in
the prevalence and severity of periodontitis and severe periodontitis is associated with
impaired glycemic control (Casanova et al., 2014).

The specific mechanism that associates DM and PD has not yet been fully

elucidated. DM causes a hyperinflammatory response in response to microorganisms
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present in the periodontium and impairs repair processes, leading to exacerbation of
periodontal changes. Metabolic dysregulation in diabetes as a result of prolonged
exposure to chronic hyperglycemia can lead to protein and lipid glycation with
subsequent formation of Advanced Glycation End-products (AGEs) and the AGE
receptor (RAGES) (Akawasa, 2018; Baeza et al., 2020). AGEs are produced
physiologically by the body, but under conditions of hyperglycemia or increased
oxidative stress, their presence is greatly increased (Marchetti et al., 2012). DM impairs
repair processes by activating RAGE and inflammatory cytokines, which exacerbate
periodontal destruction by periodontal microorganisms, such as Porphyromonas
gingivalis. On the other hand, periodontitis promotes a systemic inflammatory state and
exacerbates insulin resistance and glycemic control (Akazawa, 2018). Periodontal
infection can cause systemic inflammation by continuous low-grade bacteremia or by the
release of pro-inflammatory cytokines into the bloodstream produced in the gums. In
turn, AGEs are produced, which contributes to the onset of diabetes by increasing the
dysregulation of metabolic control (Kebede et al., 2018).

The accumulation of reactive oxygen species (ROS), oxidative stress and
interactions between AGEs in periodontal tissues and their receptors (RAGES)
contribute to increased inflammation in periodontal tissues in diabetics (Casanova et al.,
2014).

ROS cause tissue damage through multiple mechanisms, including DNA damage,
damage to lipid peroxidation and enzymatic oxidation (Chen et al., 2019). In addition to
the excessive production of ROS, periodontitis as well as DM can lead to a reduced
antioxidant capacity (Blasiak et al., 2004; D'Aiuto et al., 2010; Chen et al., 2019; Vincent
et al., 2019), and the severity of tissue destruction due to excessive ROS is greater when
both pathologies are present (Patil et al., 2016). The coexistence of both conditions further
reduces antioxidant defense (Vincent et al., 2018).

Oxidative damage to the genetic material can cause breaks in the DNA strand and
micronuclei (MN), and these types of damage may have teratogenic or carcinogenic
consequences (Zufiga-Gonzalez et al, 2007).

DM2 has been associated with high levels of DNA damage, increased susceptibility
to mutations, and decreased effectiveness of DNA repair (Martinez-Pérez et al., 2007).

Micronucleus assay is considered one of the preferred methods for assessing
chromosomal damage because it allows reliable assessment of chromosome breaks and

chromosome loss. Due to the reliability of the Cytokinesis-block micronucleus assay



27

(CBMN) and its good reproducibility, it has become one of the standard cytogenetic tests
for human and mammalian genetic toxicology tests (Fenech, 2007).

Researching the scientific literature, studies have investigated DNA damage by
micronucleus assay in diabetic patients (Zufiiga-Gonzéalez et al., 2007; Martinéz-Perez et
al., 2007; Shettigar et al., 2012; Millner et al., 2013; Silva et al., 2013; Karaman et al.,
2015; Salimi et al .; 2016; Grindel et al., 2017; Ojeda et al., 2018), in patients with
periodontitis (Bastos-Aires et al., 2013; D'Agostini et al., 2013; Brand&o et al., 2015;
Zamora-Perez et al., 2015; and those which evaluated both pathologies (Corbi et al., 2014;
Rathod et al., 2016).

Higher frequency of micronuclei was observed in patients with DM2 compared to
healthy patients (Mullner et al., 2013; Shettigar et al., 2012; Karaman et al., 2015; Salimi
et al., 2016; Grindel et al., 2017; Ojeda et al., 2018). However, Silva et al., (2013)
demonstrated that blood glucose and HbAlc were not significantly correlated with the
increase in the frequency of micronuclei.

Periodontitis can also be a factor that increases oxidative and DNA damage, with a
positive correlation between oxidative stress produced by periodontitis and micronuclei
(Zamora Perez et al., 2015). An average increase of 2.3 times in the frequency of
micronuclei was observed in the group with moderate to severe periodontitis (Bastos-
Aires et al., 2013). However, Brand&o et al. (2015) did not observe an increase in the
number of micronuclei due to periodontitis.

Both studies which evaluated DM associated with periodontitis demonstrated that the
association of these pathologies promoted an increase in the number of micronuclei
compared to the isolated diseases (Corbi et al., 2014; Rathod et al., 2016).

Among the studies that used the micronucleus assay as a biomarker of DNA data in
patients with diabetes and periodontal disease, only two evaluated both pathologies in the
same research (Corbi et al., 2014; Ratoh et al., 2016). In light of this context, the purpose
of this study was to verify the relation of glycemic profile, chronic periodontitis and DNA

damage.
2 | MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics in Human Research Committee of the School
of Dentistry (UNESP - S&o Paulo State University, Araraquara, Brazil; Protocol number
50/06).
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One hundred and forty patients were selected from those who requested for dental
treatment at S&o Paulo State University (UNESP), School of Dentistry, Araraquara, S&o
Paulo, Brazil, of both sexes, without distinction of race, and at least 20 years-old. From
the 140 selected patients, 103 completed the study and constituted the final sample
(Figure 1).

Patients were divided according to their glycemic levels and periodontal profile into
three groups: Group A - patients without type DM2 and without periodontitis (control
group - 37 patients); Group B - patients without DM2 and with periodontitis (47 patients);
Group C - patients with DM2 mellitus and with periodontitis (19 patients). Inclusion
criteria were individuals with minimun age of 20 years, and presenting at least 15 natural
teeth. Exclusion criteria were antibiotic therapy and/or nonsteroidal anti-inflammatory

drug therapy in the previous 3 months, pregnant or lactating patients, hepatitis and HIV
infection.

Sample selection
N =140

Refused to participate
N=8

A 4

A\ 4

Biochemical measurements
N=132

Decompensated patients
N=10

v

A\ 4

Compensated patients
N=122

Refused to participate
N=8

A 4

A\ 4

Periodontal examination
N=114

CBMN slides with problems or insufficient cells
N=11

A\ 4

Mutagenic evaluation
N =103

Figure 1. Flowchart of the study.
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Periodontal examination

Periodontal clinical examination (periodontal pocket depth, clinical attachment loss,
and bleeding on probing) was performed in six sites per tooth. Visible plaque index (VPI),
marginal bleeding index (MBI), gingival margin position (GMP), pocket probing depth
(PPD), bleeding on probing (BOP), clinical attachment level (CAL) were also evaluated.
Periodontitis was classified according to the criteria defined by the CDC/AAP (Centers
for Disease Control and Prevention/American Academy of Periodontology) (92). For
inclusion in groups B and C, patients presented moderate periodontitis (2 or more sites
with interproximal insertion loss greater than 3mm in different teeth or at least two sites
with probing depth greater than 4 mm in different teeth) or severe periodontitis (2 or more
sites with interproximal insertion loss greater than 5mm on different teeth and at least one
site with probing depth greater than 4mm) (Page & Eke, 2007).

Biochemical measurements

Blood samples were collected after a 12h overnight fast for the evaluation of fasting
plasma glucose (mg/dl) by modified Bondar & Mead method, glycated hemoglobin
(HbA1c) by enzymatic immunoturbidimetry, insulin levels by the chemiluminescence
method (U/ml), triglycerides (TGs), and total cholesterol (mg/dl) by enzymatic methods.

Patients with DM2 (group C) were diagnosed by the physician, and the results of
recent laboratory tests according to the American Diabetes Association (2019) were also
considered. For HbAlc >7.1%, it was considered decompensated diabetes, and <7.0%
compensated diabetes. Patients without DM2 (normoglycemic - groups A and B) had
their glycemic profile tests verified to confirm the absence of diabetes, which was
considered as a result of fasting glucose lower than 100 mg/dL and HbAlc < 6.4% (ADA,
2019).

Insulin resistance was calculated by the HOMA index, using the formula: Glycemia
(mmol) x Insulin (U/ml) + 22.5. The values were obtained in fasting and, because the
glycemia was measured in mg/dl, to use the above mentioned formula, it was necessary

to obtain the glycemia value in mmol/l, by the calculation: glycemia (mg/dl) x 0, 0555.

Anthropometric indicators of obesity
Two indicators of anthropometric of obesity were used: BMI and waist:hip ratio.

BMI, used as an indicator of overall adiposity, was computed from weight in kilograms.
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The waist to hip ratio (WHR) is a measure of abdominal fat accumulation calculated as

the ratio of waist circumference to hip circumference.

Cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN)

Fenech & Moley (1985) protocol was used with some modifications. Blood (5 ml)
was collected in heparinised vacutainer tubes (Becton-Dickinson, NJ, USA) by
venipuncture under sterile conditions. The samples were kept in the refrigerator at 4°C in
the dark and processed for micronuclei assay. The cultures were prepared by adding 0.5
ml of isolated lymphocytes with plasma to 5 ml of complete medium containing 78%
RPMI cell culture medium (Sigma—Aldrich Co., USA), 20% inactivated foetal bovine
serum (Gibco-Invitrogen, Denmark), antibiotics (penicillin and streptomycin, Sigma—
Aldrich Co., USA), and 2% phytohaemagglutinin (PHA; Gibco-Invitrogen, Denmark).
Cultures were incubated at 37°C for 72 h before harvesting. After 44 h, cytochalasin B
(6 ng/ml, Sigma—Aldrich Co., USA) was added to the cultures to stop cytokinesis. At 72
h of seeding, the cells were The cells were washed with PBS, trypsinized, and centrifuged.
The cells were subjected to a mild hypotonic treatment (1% sodium citrate), fixed twice
with methanol:acetic acid (3:1), smeared on a precleaned microscope slides and air-dried.
Staining was performed with Giemsa (5% in Sorensen buffer). The frequency of
binucleated cells with micronuclei (MNBCF), and the micronucleus frequency (MNF)
were analyzed in 1000 binucleated cells according to Fenech (2000). The nuclear division
index (NDI) was calculated by scoring 500 cells with 1, 2, 3 or 4 nuclei using the formula:
NDI = M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)/N; where, M1-M4 stands for the number of cells

with 1-4 nuclei, and N is the total number of viable cells.

Statistical analysis

The data were exported from the Microsoft Excel 2016 program to the Stata 14.2
software program (StataCorp, College Station, TX, USA). Descriptive statistical analysis
was performed using frequency for categorical variables and descriptive analysis for
continuous variables. Poisson Multivariate Regression was performed using the
frequency of binucleated cells with micronuclei (FBMN) or the frequency of micronuclei
(FMN) as dependent variables. The main independent variables used were the diagnosis
of periodontitis (dichotomized without periodontitis or mild periodontitis, and moderate
or severe periodontitis) and measurements associated with the diagnosis or control of
diabetes (values of the HOMA index and HbAlc). HOMA scores were divided into
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tertiles and this variable was dichotomized (highest tertile vs. two lower tertiles).
Therefore, according to data distribution the HOMA cut-off point was established at 4.0.
The analyzes were adjusted for age, total cholesterol, triglycerides and smoking
(dichotomized in smokers and never/former-smokers). An interaction term was included
in the analyzes to explore a possible combined effect between periodontitis diagnosis and
HOMA or HbAlc values. The values were estimated as rate ratio (RR) with their
respective 95% confidence intervals (95% Cl).

3| RESULTS

Table 1 shows the characteristics of the sample: age, biochemical data, physical data,
frequency of micronucleus in binucleated cells, frequency of micronucleus, and
periodontal data.

Never smokers and former-smokers with smoking cessation over than one year were
joined in the same category (Leite et al., 2019). The number of smokers was 4 (10.8%),
2 (4.25%) and 1 (5.26%) for groups A, B and C, respectively, with no difference between
groups (p = 0.482). The number of women was 54.05%, 68.08%, 68.4% for groups A, B
and C, respectively, with no statistical difference between them (p = 0.369).

The Nuclear Division Index (NDI) is not an indicator of mutagenic potential. It
demonstrates cell kinetics. In the micronucleus test, it is expected no difference between
groups. The mean value of the NDI was 1.69, 1.61 and 1.64, for groups A, B and C,
respectively, with no difference between them (p = 0.952).

Figure 2 show binucleated cells obtained by CBMN assay.
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Table 1. Sample characteristics: age, biochemical data, physical data, frequency of
micronucleus in binucleated cells (FBMN), frequency of micronucleus (FMN),

periodontal data of the groups A, B and C (mean £ SD). Araraquara, 2020.

Group A Group B Group C p-value
n=37 n=47 n=19
Age (years) 45.84 (12.27)? 50.47 (13.06)*  55.32 (8.47)° 0.020
Triglycerides (mg/dl) 143.27 (76.98)*  157.72 (107.34)* 235.21 (183.41)° 0.017
HOMA 3.07 (2.49)2 2.85 (1.69)? 6.79 (4.90)° 0.001
HbA1lc (1%0) 5.62 (0.83)* 5.57 (0.46)* 7.87 (2.31)° 0.001
WHR 1.14 (0.14) 1.14 (0.13) 1.07 (0.12) 0.122
BMI (m/kg?) 28.23 (4.97) 26.61 (5.53) 29.97 (6.71) 0.082
Total Cholesterol (mg/dl)  180.68 (38.17)  181.40 (33.27)  167.47 (28.68)  0.299
FBMN 14.32 (9.56) 16.60 (8.99) 17.79 (13.62) 0.419
FMN 15.65 (11.03) 18.40 (10.22) 20.21 (16.72) 0.354
BOP (%) 8.78 (11.10)2 46.57 (28.86)°  56.63 (38.58)®  0.001
PPD 5 mm (%) 0.0 (0.0)? 8.21 (11.75)° 19.95 (21.64)°  0.001
CAL <3mm (%) 98.65 (1.86)? 73.22 (20.69)° 55.48 (28.25)° 0.001
CAL 4-5mm (%) 1.23 (1.69)? 17.15 (12.34)° 26.11 (14.86)° 0.001
CAL > 6mm (%) 0.14 (0.34)? 9.62 (1.33)° 18.41 (18.39)° 0.001
Number of teeth 25.43 (3.99)* 23.21 (3.52)° 19.90 (5.67)° 0.001

Different letters indicate a statistically significant difference. p<0.05.

Among the participants with diabetes diagnose (n=19), 13 (68.4%) also presented
HOMA > 4.0; while among those without diabetes diagnose (n=84), 22 (26.2%) presented

HOMA > 4.0.

The mean age of diabetics (group C) was higher compared to the other groups. The

mean triglycerides was also higher for diabetics, as well as the mean HOMA Index,
HbAlc, BOP, PPD, CAL 4-5 mm, CAL > 6mm. The number of teeth was lower in group
C. There was no difference in WHR, BMI, total cholesterol, FBMN and FMN.

Table 2 shows the rate ratio (RR) for an increase in the frequency of binucleated cells
with micronucleus (FBMN) and an increase in the frequency of micronuclei (FMN), in
the presence of periodontitis, according to HbAlc, HOMA, age and smoking for the total
sample. Age, total cholesterol and triglycerides did not show statistically significant

results.
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A

Figure 2. Binucleated cells obtained in CBMN assay. A. Binucleated cell without
micronucleus. B. Binucleated cell with one micronucleus. C. Binucleated cell with four

micronuclei.

Table 2. Rate ratio with respective 95% confidence interval (RR and 95% CI) for
increased FBMN and FMN in the presence of periodontitis, according to diabetes
diagnosis, HOMA, age and smoking (n=103). Araraquara, 2020.

Variable RR for FBMN RR for FMN
(95% ClI) (95% ClI)

Periodontitis (healthy/mild vs. 1.28 (1.21;1.47) 1.30 (1.14;1.48)

moderate/severe)

DM diagnosis 1.29 (0.75;2.20) 1.40 (0.84;2.31)

HOMA >4.0 1.64 (1.36;1.98) 1.67 (1.39;1.99)

Smoking (yes/no)
Interaction of periodontitis and DM diagnosis
Interaction of periodontitis and HOMA > 4.0

1.36 (1.11;1.67)
0.74 (0.42;1.31)
0.78 (0.62:0.97)

1.40 (1.14:1.68)
0.69 (0.41;1.17)
0.77 (0.62;0.95)

The results related to the rate ratio for the increase in the frequency of micronuclei
were similar to the ones for the frequency of micronuclei in the presence of periodontitis,
considering the diagnosis of diabetes, HOMA > 4.0 and smoking (Table 2). The presence
of moderate and severe periodontitis, a diagnosis of diabetes, presenting HOMA > 4.0
and smoking increased the number of micronuclei in 30, 40, 67 and 40 cells, respectively.

Oppositely, the combination of presenting a diagnosis of moderate/severe
periodontitis with HOMA > 4.0 or diabetes diagnose resulted in a reduction in the number
of cells with micronuclei of 23 and 31 cells, respectively. RR shows that the direction of

the association is towards a reduction of FBMN and FMN.
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4| DISCUSSION

It is estimated that over the years there will be an increase in the number of
diabetics (International Diabetes Federation, 2019; Kebede et al., 2018). The bidirectional
relationship between DM and periodontitis is evident (Casanova et al., 2014; Kebede et
al., 2018; Baeza et al., 2020; Akazawa, 2018; Sanz et al., 2018). Studies have confirmed
a significant association between chronic hyperglycemia and a high prevalence of
periodontitis, particularly in DM2 (Hodge et al., 2012; Lappin et al., 2015; Meenawat et
al., 2013). The hyperglycemia seen in DM2 was associated with increased oxidative stress
and production of reactive oxygen species, both of which are factors that can provoke
DNA damage (Silva et al., 2013).

Our study observed an increase in DNA damage in diabetic and periodontitis
patients. FBMN and FMN was higher in group C, but there was no statistically significant
difference between groups. However, when Poisson Multivariate Regression was
performed, the diagnosis of DM and HOMA > 4.0 led to an increase in FBMN and FMN.
Higher frequencies of micronucleus were observed in almost all DM1 and DM2 patients
compared to controls (Ojeda et al., 2018). In DM2, the frequency of micronuclei
significantly increased with the duration of diabetes, which could be due to the increasing
susceptibility of the patients to DNA damage with the increase of the duration of diabetes
(Ojeda et al., 2018). The occurrence of micronuclei was significantly increased in DM2
patients (Mullner et al., 2013; Grindel et al., 2017). MN frequency was also significantly
increased in patients with metabolic syndrome (Karaman et al., 2015). The increased
glycosylation seems to induce oxidative damage in the DNA of the diabetic patients,
which manifests as an increased micronuclei frequency (Shettigar et al., 2012). DM2 may
be associated not only with the elevated level of oxidative DNA damage, but also with
the increased susceptibility to mutagens and the decreased efficacy of DNA repair
(Blasiak et al., 2004).

In diabetic patients, there is a direct and dose-dependent relation between
periodontitis severity and diabetes complications (Mealey & Rose, 2008; Chapple &
Genco, 2013), with a clear relation between degree of hyperglycemia and severity of
periodontitis (Preshaw et al., 2012; Sanz et al., 2018). This relation is evident in our
results. In general, the parameters that indicate the presence and severity of periodontitis
were altered in diabetic patients. Group C showed worse periodontal conditions compared

to the other groups, even the group with periodontitis without diabetes (group B), i.e.,
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higher BOP, PPD, CAL values, and reduced number of teeth. Periodontal indices
including BOP, CAL, PPD and plaque index were also significantly higher in the patients
with diabetes (Bazyar et al., 2019). According to Casanova et al. (2014), the magnitude
of the increased risk of periodontitis is known to be dependent on the level of glycemic
control, as it is with the risk of all complications of diabetes. Contrary to the currently
available literature, no convincing evidence was found of any potential association
between periodontitis and diabetes incidence or HbAlc change by Kebede et al. (2018).

HbA1C has consistently been used as the measure of glycemia and it is considered
as the outcome measure of diabetes control (Chapple & Genco, 2013). Our results showed
that diabetic patients presented the highest values for HbAlc, and HOMA compared to
non-diabetic patients, with a statistically significant difference. Also, as expected, HbAlc
levels were significantly higher in patients with DM2 compared to healthy subjects
(Akalin et al., 2007; Karaman et al., 2015; Ojeda et al., 2018; Bazyar et al., 2019).

Triglycerides level was higher in group C with a statistically significant difference.
Triglycerides level usually is higher in diabetic groups compared to healthy non-diabetic
groups (Akalin et al., 2007). Metabolic syndrome patients also presented higher serum
levels of triglycerides (Karaman et al., 2015).

In our study, the presence of moderate and severe periodontitis led to an increase in
FBMN and FMN. Bastos-Aires et al. (2013) observed an average 2.3-fold increase in the
MN frequency in the group with medium to severe periodontitis. Also, subjects with
periodontitis exhibited an increase in the frequency of micronuclei (Zamora Perez et al.,
2015). Different results were showed by Brandao et al. (2015), who verified no
statistically significant difference in the occurrence of micronucleus between gingivitis,
periodontitis and control groups.

When the interaction of periodontitis and diagnosis of diabetes, periodontitis and
HOMA > 4.0 was evaluated, there was a reduction in FBMN and FMN. The periodontitis
associated with diabetes activates an exaggerated systemic inflammatory response to
subgingival bacteria and leads to an acute phase protein burst and systemically elevated
levels of proinflammatory mediators which facilitate insulin resistance (Baeza et al.,
2020). This elevated inflammatory response may have promoted apoptose of the cells,
and because of this, the cells did not undergo mitosis and there was no formation of
micronuclei. According to Brand&o et al. (2015), the greater occurrence of apoptosis in
individuals with periodontitis points to genotoxic effects associated with the

inflammatory process and may suggest that this process could have masked the
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occurrence of chromosomal damage by elimination of genetically impaired cells. Another
explanation for the reduced FBMN and FMN with the interaction, could be ex vivo cell
death of damaged cells or their failure to divide in culture because they already contain
MN induced by both chronic diseases (Fenech & Bonassi, 2011).

The rate of apoptosis in hyperglycemic test groups was significantly higher than other
patients (Ojeda et al., 2018). Different results were demonstrated in studies that evaluated
the frequency of micronuclei related to periodontitis and diabetes, which found a greater
increase in the number of micronuclei when pathologies were associated (Corbi et al.,
2014; Ratoh et al., 2016).

According to Fenech & Bonassi (2011), smokers generally do not experience an
overall increase in micronucleus frequency, although when the interaction with
occupational exposure is taken into account, heavy smokers (> 30 cigarettes/day) were
the only group showing a significant increase in genotoxic damage as measured by the
micronucleus assay in lymphocytes. Heavy smoking (>20 cigarettes/day) was positively
associated with micronucleus frequency in buccal mucosa cells (Wu et al., 2004). Naderi
et al. (2012) verified that the number of micronuclei in buccal mucosa cells of smokers
was higher than nonsmokers. The authors observed that the prevalence of micronucleus
in individuals with the smoking history of more than 10 years was very higher than the
persons with the history of smoking less than 10 years. Our results showed that smoking
increased FBMN e FMN, however we failed in evaluating the quantity of cigarettes were
smoked by day. Similar results were detected in other study, in which significantly higher
frequency of micronuclei in peripheral blood lymphocytes was observed in smokers, and
the authors verified no significant correlations for age, duration and intensity of smoking
(Haveric et al., 2010).Aging is associated both with a progressive decline in glucose
tolerance and coincidentally with increasing prevalence of periodontitis (Kocher et al.,
2018). Chronic low-grade sterile inflammation is associated with age- related diseases,
such as diabetes, cancer, and cardiovascular disease, and has been postulated to have a
central role in accelerating these disease processes (Shimizu et al., 2014). Our results
showed that group C presented statistically higher mean age compared to the other groups
(mean age 55.32 years). Despite the higher age of group C, age did not interfere in the
increase of micronuclei. Age is a factor that normally leads to an increase in micronuclei
(Fenech & Bonassi, 2011), however, this did not occur in our study. This fact may have
occurred due to the difference in the genotype, which may influence the degree to which

age affect the frequency of micronuclei (Fenech & Bonassi, 2011). Other micronucleus
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study detected no significant relationship between age and frequency of micronuclei
(D’ Agostini et al., 2013).

Body mass index is an important risk factor for a wide range of chronic diseases and
injuries, including cardiovascular disease and DM2 (Huxley et al., 2010). Although BMI
has traditionally been the method of measuring body size in epidemiological studies,
alternative measures such as waist circumference and hip/waist ratio, which measures
abdominal fat accumulation, have been suggested to be higher than BMI in predicting of
the risk of cardiovascular disease (Schneider et al., 2007; Huxley et al., 2010). A
systematic review and meta-analysis showed that WHR was a better predictor than BMI
and waist circumference for hypertension, dyslipidemia, diabetes, and cardiovascular risk
(Ashwell et al., 2012). An increased BMI, among over-weight individuals, has been
shown to be associated with increased risk of DNA damage due to oxidative stress and of
cardiovascular disease (Al-Aubaidy & Jelinek, 2011). Studies have demonstrated higher
BMI in hyperglycemic individuals (Karaman et al., 2015; Grindel et al., 2016; Ojeda et
al., 2018; Bazyar et al., 2019). However, no major disparities regarding oxidative stress,
damage to DNA and DNA repair were present which might be due to good medical
treatment with regular health checks in DM2 patients in Austria (Grindel et al., 2016).
BMI and WHR were evaluated in our sample, and no differences were observed between
the groups.

This clinical study showed that periodontitis and DM increased the number of
mutagenic biomarkers. Health professionals should advise and accompany patients
presenting periodontitis and diabetes for having healthy life habits, seeking to reduce
contact with agents that increase DNA damage. One of the limitations of our study is the
smaller number of the group of diabetic patients. Increasing the sample could give greater
precision to the confidence intervals. Other limitation of our study is the absence of
information regarding the DM duration. In DM2, the frequency of micronuclei
significantly increased with the duration of diabetes, which could be due to the increasing
susceptibility of the patients to DNA damage with the increase of the duration of diabetes
(Ojeda et al., 2018).

Therefore, in view of our results and the limitations of this study, it was concluded
that periodontitis and diabetes mellitus, when categorized separately, present mutagenic
potential. Future studies with a larger number of patients and a more detailed anamnesis

form are needed for accuracy of the results.
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4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a periodontite
e o diabetes isoladamente levam ao aumento do potencial mutagénico, porém,
guando associados, ocorre anulacdo do fator mutagénico. Individuos fumantes
apresentaram aumento de microndcleos. O IMC e a relagdo quadril-cintura,
assim como a idade e triglicérides néo interferiram no potencial mutagénico.
Devido aos poucos estudos realizados em pacientes, futuras pesquisas serao
necessarias com amostras maiores para maior precisdo dos intervalos de

confianca.
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APENDICE A — MATERIAIS E METODOS

Selecao da amostra

O estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP (50/06).

Cento e quarenta pacientes foram selecionados dentre os que buscavam
atendimento na Faculdade de Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP), de
ambos o0s sexos, sem distincdo de raca, e com idade minima de 20 anos. Os
pacientes receberam esclarecimento dos objetivos e puderam tirar quaisquer
possiveis duvidas da pesquisa. Dos 140 pacientes selecionados e que
constituiam a amostra inicial, 103 completaram todos os dados do estudo e
constituiram a amostra final. A diminuicdo da amostra ocorreu devido ao néo
comparecimento do paciente para a realizacdo de um dos exames, pacientes
descompensados e auséncia de dados relacionados ao potencial mutagénico
gue ocorreu devido a problemas durante confeccao das laminas para o teste do
micronucleo e quantidade insuficiente de células para a contagem.

Os pacientes foram divididos conforme seus niveis glicémicos e seu perfil
periodontal nos seguintes grupos:

° Grupo A - Individuos sem diabetes mellitus tipo 2 e sem
periodontite (37 pacientes)

° Grupo B - Individuos sem diabetes mellitus tipo 2 e com
periodontite (47 pacientes)

° Grupo C - Individuos com diabetes mellitus tipo 2 e com
periodontite (19 pacientes)

A seguir estéo citados os critérios de inclusédo e excluséao referentes aos

grupos A, B e C.

Grupo A

. CRITERIOS DE INCLUSAOQ: individuos acima de 20 anos,
de ambos os sexos, com pelo menos 15 dentes na cavidade oral e de
gualquer grupo étnico-racial (pois a tentativa de isolar determinadas

caracteristicas raciais € dificil em um pais altamente miscigenado). Sem
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diabetes mellitus tipo 2 e sem presenca de periodontite conforme descrito
a sequir.

° CRITERIOS DE EXCLUSAO: pacientes com histéria de
diabetes e periodontite, hepatite e infeccao por HIV, com pré-medicacao
antibidtica ou uso crénico de drogas anti-inflamatérias durante 3 meses,

além de pacientes gravidas ou em lactacao.

Grupo B

o CRITERIOS DE INCLUSAO: individuos acima de 20 anos,
de ambos os sexos, com pelo menos 15 dentes na cavidade oral e de
gualquer grupo étnico-racial. Com presenca de periodontite (conforme
descrito a seguir).

o CRITERIOS DE EXCLUSAO: pacientes com histéria de
diabetes, hepatite e infeccao por HIV, com pré-medicacao antibidtica ou
uso cronico de drogas anti-inflamatérias durante 3 meses, além de

pacientes gravidas ou em lactacao.

Grupo C

. CRITERIOS DE INCLUSAO: individuos com DM2 acima de
20 anos, de ambos os sexos, com pelo menos 15 dentes na cavidade
oral e de qualquer grupo étnico-racial. Com presenca de periodontite
(conforme descrito a seguir).

o CRITERIOS DE EXCLUSAO: individuos normoglicémicos
com historia de hepatite e infeccdo por HIV, com anemia, com pré-
medicacao antibiotica ou uso crénico de drogas anti-inflamatérias durante

3 meses, além de pacientes gravidas ou em lactacao.

Exame Periodontal

Como mencionado na selecdo dos pacientes, todos os individuos foram

submetidos a um exame periodontal completo e avaliados quanto ao seu
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histérico médico. Os exames clinicos periodontais foram realizados com a
utilizagdo da sonda periodontal (tipo Williams - Trinity® — Campo Mouréo,
Parana, Brazil), sendo obtidos os parametros clinicos de profundidade de
sondagem (PS) e nivel de inser¢do clinica (NIC) examinados em seis sitios
(mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-
lingual) de cada dente, além de sangramento a sondagem.

Foi considerado nesse estudo:

° indice de placa visivel: presenca ou néo de placa bacteriana
visivel a olho nu, apés secagem da superficie dentaria com jato de ar, em
todas as faces de todos os dentes;

° indice de sangramento marginal: presenca ou auséncia de
sangramento marginal apos percorrer o0 espaco do sulco de uma proximal
a outra, com a sonda periodontal milimetrada inclinada em 60 graus em
relacdo ao dente;

° Posicédo da margem gengival: distancia da margem gengival
a juncdo cemento-esmalte;

° Mensuracdo da profundidade de sondagem: distancia da
margem gengival ao fundo do sulco gengival, medida com sonda
periodontal milimetrada em 6 sitios por dente: disto-vestibular, vestibular,
mesio-vestibular, disto-lingual, lingual e disto-lingual;

° Sangramento a sondagem: presenca ou auséncia de
sangramento, decorrido um tempo de 30 segundos depois de mensurada
a profundidade de sondagem;

° Avaliacdo do nivel clinico de insercdo: corresponde a
somatéria das medidas da posi¢cdo da margem gengival e profundidade

de sondagem, para cada sitio de cada elemento dentério.

Apbs o exame periodontal, os individuos foram classificados em dois
diferentes grupos, de acordo com os critérios definidos pela CDC/AAP (Centers

for Disease Control and Prevention/ American Academy of Periodontology) 7
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Grupo A: pacientes sem periodontite cronica (pacientes que nao se
enquadram nos critérios de periodontite severa ou moderada e sem

manifestacdes de doencas sistémicas) "4

Grupo B e C: pacientes com periodontite moderada (2 ou mais sitios com
perda de insercéo interproximal maior que 3mm em dentes diferentes ou pelo
menos dois sitios com profundidade de sondagem maior que 4mm em dentes
diferentes) ou periodontite severa (2 ou mais sitios com perda de insercao
interproximal maior que 5mm em dentes diferentes e pelo menos um sitio com

profundidade de sondagem maior que 4mm) 74,

Exames Bioquimicos

Os pacientes foram encaminhados a um Laboratorio de Analises Clinicas
para coleta do sangue por puncdo venosa para realizacdo dos exames:
Hemograma (ABX Micros 60), Insulina (método quimioluminescéncia), Glicemia
de Jejum (método Bondar e Mead modificado) (Kit Labtest), Hemoglobina
glicada - HbAlc (método de imunoensaio de inibicdo turbidimétrica) (Kit Roche),
Triglicérides (método enzimatico-Trinder) (Kit Labtest) e Colesterol Total
(método enzimatico-Trinder) (Kit Labtest). Foi utilizado o equipamento COBAS
MIRA plus.

Os portadores de DM2 (grupo C) tiveram tal diagndstico do médico que
0s acompanham, além de também ser considerado os resultados dos exames

laboratoriais realizados de acordo com a Associacdo Americana de Diabetes

(ADA)(2019) @7, Para a HbAlc > 7,1%. Os niveis estabelecidos acima de 7%

estdo associados com risco maior de complicacdes crbnicas; 7% € definido
como o limite superior do do valor aceitavel para um paciente com diabetes bem
controlado "°. Os pacientes sem DM2 (grupos A e B) tiveram seus exames do
perfil glicémico verificados conforme o exame da HbAlc por ser a principal
ferramenta para avaliar a medida indireta dos niveis médios da glicose no

sangue evitando diagnosticos errbneos e a confirmacdo da auséncia do

diabetes, sendo considerado o resultado da HbAlc < 6,4% 17,
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Foi calculado a resisténcia a insulina por meio da obtencdo do indice
Homa, utilizando a formula: Glicemia (mmol) x Insulina (ui/ml) +22,5. Os valores
foram obtidos em jejum e, devido a glicemia ter sido medida em mg/dl, para usar
a formula citada, foi necessario obter o valor da glicemia em mmol/L, fazendo o

calculo: glicemia (mg/dL) x 0,0555.

indice de massa corporal

Para determinacdo do indice de massa corporal (IMC), os pacientes
foram pesados em balanca digital e altura medida com uso de fita métrica, com
0 paciente encostado em uma parede e descal¢o. Foi calculado com a férmula
IMC= 2 x altura/peso. A interpretacdo do IMC foi baseada na classificacao
elaborada pela Organizagdo Mundial de Saude: normais (18.5-24.9 kg/m2),
sobrepeso (25.0-29.9 kg/m2), obesidade classe 1 (30.0-34.9 kg/m2), obesidade
classe 2 (35.0-39.9 kg/m2), obesidade classe 3 (= 40 kg/m2) 7.

Relacao quadril-cintura

Para calcular a relacdo cintura-quadril, foi utilizada fita métrica para
avaliar o tamanho da cintura, medido na parte mais estreita do abdome e o
tamanho do quadril, que deve ser medido na parte mais larga do quadril. Em
seguida, foi dividido o valor que se obteve do tamanho da cintura pelo tamanho

do quadril.

Avaliacdo da Mutagenicidade - Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN) foi realizado
em linfécitos do sangue periférico dos pacientes dos diferentes grupos. A
metodologia do teste do micronucleo foi realizada baseando-se no estudo de
Fenech e Morley (1985) 7.

Os linfocitos obtidos a partir de 5mL de sangue coletado em tubo com
heparina foram cultivados em duplicata em 5mL meio de cultura completo
constituido de 78% de meio RPMI 1640 (Sigma), 20% de soro bovino fetal
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(Gibco) e 2% de fitohemaglutinina (Gibco), suplementado com antibidticos
penicilina (0,005 mg/mL) e estreptomicina (0,01 mg/mL). O tempo total de cultivo
foi de 72hs em estufa de CO2 a 37°C sendo que, apos 44h de cultivo, foi
adicionado a cada cultura 6pg/mL de citocalasina B (Sigma) para a inibicdo da
citocinese. As culturas voltaram a estufa por mais 28h até que foram
completadas as 72h de cultivo.

Para a colheita das células em cultivo, as culturas foram centrifugadas
por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. O sedimento celular foi
homogeneizado com 3mL de uma solu¢éo hipotbnica de citrato de sédio (1%)
gelada e imediatamente as células foram fixadas com 3mL de fixador
metanol:acido acético (3:1) e 4 gotas de formaldeido (37%). Esse material foi
centrifugado, o sobrenadante descartado e o sedimento celular foi lavado mais
uma vez em 5mL de fixador metanol:acido acético (3:1). Apos a ultima lavagem
o0 material foi centrifugado e descartado o sobrenadante, ressuspendendo em
apenas 0,5mL de pellet de células. Essa suspenséo celular foi gotejada sobre
laminas previamente limpas, o qual foram mantidas em agua destilada gelada.

A coloracdo do material foi feita usando-se solucédo de Giemsa diluido em
tampéo Sorensen (Na:HPO4 e KH2PO4 a 0,06M, pH 6,8) na proporcao 1:20 por
5 minutos, quando entédo as laminas foram enxaguadas em agua corrente, secas
a temperatura ambiente e armazenadas até o0 momento da analise. Apos a
coloracéo, foi determinado a frequéncia de micronucleos (FMN), a frequéncia
de células binucleadas com micronucleos (FBMN), o indice de divisdo nuclear
(IDN), pontes nucleoplasmaticas (PN) e brotos avaliados em 1000 células
binucleadas, de acordo com Fenech et al. 8. O NDI foi calculado marcando
células com 1, 2, 3 ou 4 nucleos usando a formula NDI = M1 + 2 (M2) + 3 (M3)
+ 4 (M4) / N; onde, M1-M4 representa o numero de células com 1-4 nucleos e

N é o numero total de células viaveis observadas (500 células).

Andlise estatistica dos dados

Os dados foram exportados do programa Microsoft Excel 2016 para o
programa Stata 14.2 software (StataCorp, College Station, TX, USA). Analise
estatistica descritiva foi realizada utilizando frequéncia para variaveis

categoricas e analise descritiva para variaveis continuas. Regressao



59

multivariada de Poisson foi realizada utilizando a frequéncia de micronucleos
(FMN) ou a frequéncia de células binucleadas com micronucleos (FBMN) como
varidveis dependentes. As principais variaveis independentes utilizadas foram
diagnéstico de periodontite (dicotomizado em sem periodontitie ou com
periodontitie leve, e periodontite moderada ou severa) e medidas associadas ao
diagnéstico ou controle do diabetes (valores do indice HOMA e de HbAlc). Os
escores do indice HOMA foram divididos em tercis e essa variavel foi
dicotomizada (tercil mais alto versus dois tercis mais baixos). Portanto, de
acordo com a distribuicéo dos dados, o ponto de corte do HOMA foi estabelecido
em 4,0. As analises foram ajustadas para idade, colesterol total, triglicerideos e
fumo (dicotomizado em fumantes e nunca/ex-fumantes). Para explorar um
possivel efeito combinado entre diagndstico de periodontite e os valores de
HOMA ou HbAlc, um termo de interacéo foi incluido nas analises. Os valores
foram estimados em razéo de taxa (RT) com seus respectivos intervalos de
confianca definidos em 95% (IC 95%).
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N&o autorizo a publicacdo deste trabalho pelo prazo até 2 anos ap0s a
data defesa.

(Direitos de publicacao reservado ao autor)

Araraquara, 06 de Marco de 2020.

KBRP



	Grupo A: pacientes sem periodontite crônica (pacientes que não se enquadram nos critérios de periodontite severa ou moderada e sem manifestações de doenças sistêmicas) 74;
	Grupo B e C: pacientes com periodontite moderada (2 ou mais sítios com perda de inserção interproximal maior que 3mm em dentes diferentes ou pelo menos dois sítios com profundidade de sondagem maior que 4mm em dentes diferentes) ou periodontite severa...

