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Corréa FOB. Avaliagao do efeito do tratamento periodontal nao-cirargico sobre
parametros clinicos e imunoldgicos em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2007.

RESUMO

Objetivos: dois estudos prospectivos comparativos de intervencao foram realizados
para avaliar o efeito do tratamento periodontal nao-cirirgico sobre parametros clinicos
periodontais e imunolégicos do fluido sulcular gengival e do plasma sanguineo de
pacientes com periodontite crénica portadores ou ndo de Diabetes mellitus Tipo 2.
Material e Método: Vinte e trés individuos com Diabetes mellitus Tipo 2 com controle
metabodlico inadequado e periodontite crénica (grupo diabetes) e 26 individuos
sistemicamente saudaveis com periodontite crdnica (grupo controle) foram avaliados
quanto a parametros periodontais, marcadores inflamatérios do fluido sulcular gengival
(interleucinas, metaloproteinases de matriz e atividade de elastase), marcadores
inflamatérios no plasma sanguineo (interleucinas, fator de necrose tumoral alfa,
proteina C-reativa e fibrinogénio) e perfil lipidico, antes e apdés 3 meses do tratamento
periodontal. Adicionalmente foi avaliada a influéncia do tratamento periodontal no
controle glicémico do grupo com diabetes. Resultados: houve reducéo significativa de
todos os marcadores inflamatérios avaliados no fluido gengival, exceto a interleucina
18, apds tratamento periodontal, associado a uma melhora da condigcao clinica
periodontal em ambos os grupos. Sistemicamente, o grupo diabetes apresentou
maiores niveis de proteina C reativa e triglicérides em ambos os periodos ao se
comparar com o grupo controle. O tratamento periodontal foi efetivo em reduzir os
niveis de TNF-a e fibrinogénio no grupo diabetes. Houve melhora no controle
glicémico embora n&o significativa. Conclusao: os resultados do presente estudo
sugerem que os pacientes portadores de Diabetes mellitus Tipo 2 com controle

metabdlico inadequado apresentam boa resposta ao tratamento periodontal nao-



cirirgico, com redugdo de marcadores inflamatérios no fluido gengival. Entretanto,
apdés 3 meses do tratamento periodontal, a influéncia deste na condi¢ao inflamatéria

sistémica é limitada.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes mellitus Tipo 2; doengas periodontais/terapia;

mediadores da inflamacao; hemoglobina A glicosilada; metabolismo dos lipideos.



Corréa FOB. Evaluation of the effect of non-surgical periodontal treatment on clinical
and immunological parameters in patients with type 2 diabetes [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2007.

ABSTRACT

Objetive: Two prospective comparative interventional studies were performed in order
to evaluate the effect of non-surgical periodontal therapy on periodontal clinical and
immunological parameters in gingival crevicular fluid (CGF) and plasma of patients with
chronic periodontitis with or without type 2 Diabetes mellitus (T2DM). Material and
Method: Twenty three individuals with inadequately controlled T2DM and chronic
periodontitis (diabetes group) and 26 systemically healthy individuals with periodontitis
(control group) were assessed for clinical parameters, inflammatory biomarkers in GCF
(interleukins, matrix metalloproteinases and elastase activity), circulating markers of
inflammation (interleukins, tumor necrosis factor alpha, C-reactive protein and
fibrinogen and lipid profile before and 3 months after periodontal therapy. Additionally,
the influence of periodontal treatment on glycemic control was evaluated in the
diabetes group. Results: There was a significant reduction of all inflammatory
biomarkers in GCF after therapy, except for interleukin 18 levels, and it was associated
with improvement on periodontal status in both groups. Systemically, the diabetes
group showed high levels of C-reactive protein and triglycerides compared with the
control group in both periods. The periodontal therapy was effective in reducing TNF-a
circulating and fibrinogen in the diabetes group. The treatment did not change the
glycemic control significantly. Conclusion: The results of the present study suggest
that patients with inadequately controlled T2DM present a good response to non-
surgical periodontal treatment, with reduction of inflammatory biomarkers in GCF.
However, 3 months after therapy, its influence on systemic inflammatory condition is

limited.



KEYWORDS: Type 2 Diabetes mellitus; periodontal diseases/therapy; inflammation

mediators; glycosylated hemoglobin A; lipid metabolism.



INTRODUCAO

O diabetes constitui uma epidemia global emergente. Existe no mundo inteiro
180 milhdes de individuos portadores de diabetes ja diagnosticados, sendo que no
Brasil estima-se que 12% (20 milhes) da populagéo apresente diabetes'.

Diabetes mellitus € um grupo de doengas metabdlicas caracterizadas pela
hiperglicemia resultante de defeito na secre¢édo da insulina, na agao da insulina ou em
ambos. A hiperglicemia crénica no diabetes esta associada a alteragdes a longo prazo,
como disfungédo e falha em varios 6rgaos, especialmente nos olhos, rins, nervos,
coracéo e vasos sanguineos’.

O Diabetes mellitus Tipo 2 é a categoria mais prevalente, acometendo
aproximadamente 90 a 95% dos portadores de Diabetes mellitus, os quais apresentam
resisténcia celular a agdo da insulina com relativa deficiéncia na secregdo da mesma.
O risco para o desenvolvimento do Diabetes mellitus tipo 2 aumenta com a idade,
obesidade e sedentarismo’.

O diagndstico é realizado baseado na histéria médica, exame clinico e
exames laboratoriais, como o exame de glicemia de jejum (> 126mg/dL) ou o teste de
tolerancia oral & glicose (> 200mg/dL), em dois momentos distintos’.

A condigdo metabdlica peculiar dos pacientes com diabetes é a elevagao da
glicemia com consequente formagéo de substancias denominadas produtos finais da
glicagdo avangada (AGEs). Ambos, macréfagos e células endoteliais, apresentam
receptores especificos para AGEs denominados RAGEs®®. A interagdo entre eles ativa
mecanismos e sinais intracelulares como o aumento de estresse oxidativo, aumento
da permeabilidade vascular, maior secrecao de fatores de adesao celular e estimulo a

secrecdo de citocinas inflamatérias®’. Esta pode ser, portanto, uma hipétese vélida



para explicar o porqué dos pacientes portadores de diabetes apresentarem maior
severidade na expressao da doenca periodontal.

A periodontite é um problema comum nos pacientes com diabetes®. Ambas
as doencas, Diabetes mellitus e doenca periodontal, podem estimular um aumento na
producao de citocinas pro-inflamatdrias, que podem apresentar um efeito deletério nos
tecidos periodontais®. A inter-relagdo entre a periodontite e o Diabetes mellitus tem
sido descrita como bi-direcional. Individuos com Diabetes mellitus apresentam

12,50,52,59,62,68-70,72

aumento da extensdo e severidade da periodontite e a doenca

periodontal pode adversamente afetar o controle metabdlico do diabetes*°36.73.79,

Nos Ultimos anos, métodos avangados para avaliagdo do controle metabolico
do Diabetes mellitus, avaliagdo da condicdo periodontal, dos fatores de risco
microbiolégicos e indicadores de risco no fluido sulcular gengival tém gerado novas
informagbes para elucidar a inter-relacdo entre Diabetes mellitus e doenga
periodontal®®.

A etiologia da destruicéo dos tecidos periodontais é, primariamente, atribuida
a interagdo de antigenos bacterianos e células inflamatérias resultando na producao
de citocinas inflamatérias, como interleucina-1 alfa (IL-1a), interleucina-1 beta (IL-1pB),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral o (TNF-o) identificadas no fluido
sulcular gengival?’29:356570,

A produgéo excessiva dessas citocinas inflamatérias durante o combate a
infeccao periodontal pode provocar dano tecidual. A IL-13 é uma potente citocina pré-
inflamatéria que induz a reabsorcdo Ossea e também desempenha funcdo como
mediadora de destruicdo do tecido mole, estimulando a sintese de prostaglandina e
induzindo a atividade da colagenase e outras proteases''. Individuos com Diabetes
mellitus e periodontite apresentam maior quantidade de IL-1B no fluido sulcular

11,17,49,68

gengival do que individuos sistemicamente saudaveis com peridodontite sendo



que o pobre controle metabolico do Diabetes mellitus esta associado a elevados niveis
dessa citocina®.

A interleucina 18 (IL-18) é outra importante citocina pré-inflamatéria
expressada por macréfagos/mondcitos. Ela pode induzir ambas as repostas imunes (T
helper 1 ou T helper 2) dependendo do contexto imunoldgico. Embora altos niveis de
IL-18 tenham sido encontrados em GCF de pacientes sistemicamente saudaveis com
periodontite®’, ndo ha estudos avaliando o possivel papel desta citocina na inflamagéo
periodontal em individuos com Diabetes mellitus Tipo 2.

O papel dos neutréfilos nos individuos com Diabetes mellitus e periodontite €
controverso. Embora a quimiotaxia e a fagocitose estejam frequentemente alterados*®,
0 que pode inibir a morte bacteriana nas bolsas periodontais e consequentemente
aumentar o risco de destruicao tecidual, uma correlacédo positiva entre a atividade de
elastase e profundidade de sondagem, perda de inser¢do e indice gengival em
pacientes com Diabetes mellitus (Tipo 1 e 2) foi reportada®. Elastase é uma das mais
importantes enzimas dos granulos priméarios de neutrofilos humanos e € um bom
marcador de degranulacio destas células®.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) também estdo envolvidas no
processo patolégico da periodontite. Elevados niveis de MMPs ativadas podem
provocar um desequilibrio entre a producdo e a degradagao de colageno, causando
perda de insercéo periodontal®®. Um estudo prévio*® reportou aumento dos niveis de
MMP-8 e -9 em biépsias de tecido gengival de pacientes com periodontite e Diabetes
mellitus comparados com pacientes sistemicamente saudaveis com periodontite.

Em relacdo ao efeito do tratamento periodontal, os estudos que avaliaram
individuos com Diabetes mellitus e controles saudaveis evidenciaram resultados
clinicos semelhantes nos dois grupos. Entretanto, alguns estudos estdo associados a

15,57

individuos com bom controle metabdlico ou ndo relatam o grau de controle da

doenga’®®. Faria-Almeida et al.?® (2006) ao comparar a resposta ao tratamento



periodontal convencional em pacientes com Diabetes mellitus Tipo 2 e sem diabetes,
observaram melhora nos parametros clinicos avaliados, com excecao da profundidade
de sondagem que foi significativamente maior no grupo diabetes antes e apds o
tratamento.

J& estudos que avaliaram a resposta ao tratamento periodontal em amostras
exclusivamente de individuos com Diabetes mellitus demonstraram que a terapia

3,45,50,71,75

periodontal n&o-cirdrgica isoladamente ou em associagdo com o uso de

antibioticos®**®*%® & eficaz na melhora dos parametros clinicos, particularmente
relacionados a reducao da inflamacéao.

Em relagdo ao possivel impacto do tratamento periodontal nos niveis de IL-
1B no GCF, um estudo recente® reportou que pacientes com Diabetes mellitus Tipo 2
apresentaram redugdo significativa na concentragdo de IL-1f no fluido gengival
sulcular apds 3 e 6 meses do tratamento periodontal nao cirdrgico, sem diferenca com
os niveis de reducéao alcancados para grupo sem diabetes.

Com relacdo & terapia de manutencdo, Westfelt et al.? (1996) avaliaram
clinicamente o efeito do tratamento periodontal em pacientes com diabetes sob terapia
de manutengao meticulosa durante cinco anos. Eles reportaram que a recorréncia da
doenca periodontal ocorreu de forma similar, com baixa prevaléncia, em ambos o0s
grupos (controle e diabetes) ap6s cinco anos, concluindo que os pacientes com
diabetes sdo capazes de manter as condi¢des de salde periodontal por longo periodo
de tempo.

Numerosos estudos®??°'%""7 tdm demonstrado correlagdo positiva entre
pobre controle metabdlico em pacientes com Diabetes mellitus tipo 2 e maior
severidade da periodontite. Entretanto, a relacdo oposta, isto é, que a periodontite

afeta a condicdo sistémica e o controle metabdlico nos individuos com Diabetes

mellitus tipo 2, apresenta dados limitados.



A periodontite influencia sistemicamente, pela dissemina¢cdo de mediadores
como a proteina C-reativa, IL-6 e TNF-o*>*’. Desta forma, a resposta do organismo
pode ser ativada por uma infeccao local, por processo inflamatério dos tecidos
periodontais ou por disseminacao sistémica de bactérias, suas toxinas ou produtos,
presentes durante o curso natural da doenca periodontal. Salienta-se que a exposicao
cronica a endotoxinas e citocinas, associada com infecgdes em pacientes portadores
de Diabetes mellitus, pode complicar o controle metabdlico desses pacientes™.

Entretanto, os resultados de estudos que avaliaram a influéncia da doenca
periodontal no controle metabdlico do Diabetes mellitus Tipo 2 sdo conflitantes. Alguns

estudos constataram que o controle da infec¢ao periodontal melhora significativamente

3,33,39,45,57,66,73 15,40,42,82

o controle glicémico enquanto outros ndo demonstraram tal efeito

Christgau et al.'® (1998) desenvolveram um estudo clinico, microbiolégico
(cultura) e imunoldgico (TNF-a e fungao de neutréfilos polimorfonucleares) para avaliar
o efeito sistémico da terapia periodontal ndo-cirirgica realizada em pacientes com
Diabetes mellitus mellitus (Tipos 1 e 2). Estes concluiram que a inflamacéao periodontal
apresentou minima influéncia nos dados sistémicos (HbA1c, proteina C-reativa,
triglicérides, fibrinogénio, colesterol, creatinina e leucocitos) e que pacientes com bom
controle metabdlico podem responder ao tratamento periodontal basico de forma
similar aos pacientes sistemicamente saudaveis.

Kiran et al.** (2005) avaliaram o efeito da terapia periodontal nao-cirirgica
sobre o perfil lipidico (colesterol total, triglicérides, HDL, LDL) de pacientes com
Diabetes mellitus Tipo 2, com bom ou moderado controle metabdlico. Esses autores
concluiram que, apos trés meses da terapia periodontal, houve minima alteragdo no
perfil lipidico desses pacientes, sem melhora significativa para todos os paréametros.
Apesar disso, a terapia periodontal foi efetiva na melhora dos parametros clinicos e na

reducao da concentracdo de hemoglobina glicada A1c nesses pacientes.



Talbert et al.”® (2006) reportaram que ap6s trés meses do tratamento
periodontal ndo-cirargico, houve melhora na condicao clinica periodontal nos pacientes
com Diabetes mellitus Tipo 2 apesar dos niveis sistémicos de IL-6 e TNF-a ndo terem
reduzido significativamente. Em contraste, lwamoto et al.*® (2001) observaram reducéo
significativa dos niveis de TNF-a circulantes em individuos portadores de Diabetes
mellitus Tipo 2 submetidos ao tratamento periodontal associado com terapia
antimicrobiana local.

Lalla et al.*® (2007) realizaram um estudo de intervencdo em 10 pacientes
com Diabetes mellitus (7 pacientes Tipo 1 e 3 pacientes Tipo 2) para avaliacdo do
efeito do tratamento periodontal sobre niveis séricos de numerosas citocinas e
mediadores envolvidos na patogénese de doencas vasculares. Os autores observaram
que apdés um més da terapia periodontal somente os niveis de proteina C-reativa
reduziu significativamente nos individuos com diabetes.

Em virtude do exposto acima e uma vez que muitos estudos

C"niCOS1 5,39,71,78,82

avaliaram o efeito do tratamento periodontal em individuos com
Diabetes mellitus compensado metabolicamente ou ndo relatam o grau de controle
glicémico desses pacientes, portanto o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do
tratamento periodontal ndo-cirirgico sobre paradmetros clinicos e imunolégicos em

individuos portadores de Diabetes mellitus Tipo 2 com inadequado controle

metabdlico.



1.

PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar:

O efeito do tratamento periodontal ndo-cirirgico sobre os parédmetros clinicos e
marcadores inflamatérios do fluido sulcular gengival de pacientes portadores de
Diabetes mellitus Tipo 2 com controle metabdlico inadequado e pacientes
sistemicamente saudaveis, ambos com periodontite cronica.

O efeito do tratamento periodontal ndo-cirdrgico sobre marcadores inflamatérios do
plasma sanguineo, o perfil lipidico e o controle glicémico de pacientes portadores
de Diabetes mellitus Tipo 2 com controle metabdlico inadequado e pacientes

sistemicamente saudaveis, ambos com periodontite crénica.



MATERIAL E METODO

Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP (n® 60/04, em anexo).

Selecdo da amostra

Aproximadamente 500 pacientes foram submetidos a anamnese para
inclusdo ou ndo na amostra deste estudo. Dentre estes, 160 pacientes néo portadores
de Diabetes mellitus e 180 pacientes portadores de Diabetes mellitus Tipo 2 foram
submetidos a triagem clinica. Destes, apenas 49 pacientes (26 sistemicamente
saudaveis e 23 portadores de Diabetes mellitus) preencheram os critérios necessarios
para serem incluidos na amostra. Os individuos foram selecionados no periodo
compreendido entre julho de 2005 e dezembro de 2006.

Critérios gerais de inclusao:

" Ambos 0s sexos;

" Idade de 30 a 60 anos;

" Presenga de, no minimo, 15 dentes;

" Portadores de periodontite crénica moderada ou severa, generalizada®;

Critérios gerais de exclusao:

. Uso de antibiético nos ultimos seis meses;

. Gravidez, lactacao ou uso continuo de qualquer forma de horménio;

" Fumantes ou ex fumantes que interromperam o habito por um periodo

inferior a 5 anos;

" Tratamento periodontal nos Ultimos 12 meses

Portanto, a partir desses critérios gerais, os pacientes foram divididos em

dois grupos distintos que apresentaram critérios especificos de inclusao:



GRUPO DIABETES - 23 pacientes portadores de Diabetes mellitus mellitus
Tipo 2’ com controle metabélico inadequado e presenca de periodontite cronica®.

Foi considerado um controle metabdlico inadequado, individuos que
apresentaram exame de hemoglobina glicada Alc (HbA1c) > 7%, justificando que,
como 6% é considerado o limite superior para um paciente com Diabetes mellitus bem

controlado'®#°

, 1% acima deste valor diminuiria os riscos deste paciente estar em
estado de alteragcdo metabdlica transitoria.

Esses pacientes foram avaliados quanto a histéria pregressa do Diabetes
mellitus mellitus (tempo de diagnostico, uso de medicamentos, controle da dieta e
presenca de complicagdes) por meio de ficha elaborada especialmente para a Clinica
de Pacientes Portadores de Diabetes. Além disso, os pacientes deveriam apresentar
autorizagao por escrito do endocrinologista responsavel para serem submetidos ao

exame clinico periodontal. Aqueles que necessitassem de antibioticoterapia profilatica

foram excluidos do estudo.

GRUPO CONTROLE - 26 pacientes sistemicamente saudaveis com
periodontite crénica®.

Esses individuos ndo poderiam apresentar nenhuma doenga sistémica grave
e fazer uso de qualquer medicagao diaria que pudesse apresentar efeito colateral na
cavidade bucal.

Para certificar que esses pacientes ndo eram portadores de Diabetes mellitus
foi solicitado o exame de glicemia de jejum que deveria apresentar resultado inferior a
110mg/dl, para posterior realizacdo do exame clinico periodontal. Portanto, foram
excluidos também os pacientes que apresentaram glicemia de jejum compativel com

estados pré-diabéticos (= 110 e < 126 mg/dl).



Todos os pacientes confirmaram sua aceitagdo para participar do estudo
mediante a assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, elaborado

distintamente para cada grupo especifico (em anexo).

Exames laboratoriais

Foram solicitados, no baseline e apés trés meses do tratamento periodontal
nao-cirlrgico, os seguintes exames para o grupo diabetes:

1) Glicemia de jejum (mg/dL), determinada pelo método de glicose oxidada
(Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil).

2) Hemoglobina glicada Alc (%), realizada pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando o sistema DIASTAT® (DiaSTAT
Hemoglobin A1c Analyzer System, BioRad Laboratories, Hercules, California, USA).
(Certificado pelo National Glycohemoglobin Standardization Program -NGSP).

3) Proteina C-reativa ultra-sensivel (mg/L), determinada através de Kit
comercialmente disponivel (N High sensitive CRP, DADE, Behring AG, Marburg,
Germany) com uso de analisador nefelometro (Behring AG, Diagnostica, Marburg,
Germany).

4) Fibrinogénio (mg/dL), realizado pelo método de Clauss, com uso de Kit
comercialmente disponivel (Wiener Laboratorios A.S.I.C., Rosario, Argentina)

6) Colesterol Total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicérides (mmol/L),
utilizando procedimentos quimicos estandardizados (Roche AG Diagnostics,
Mannheim, Germany).

Para o grupo controle, nos mesmos intervalos de tempo que para o grupo
diabetes, foram solicitados os seguintes exames:

1) Proteina C-reativa ultra-sensivel

2) Fibrinogénio

3) Colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicérides.



Exame clinico intra-bucal

Todos os pacientes foram submetidos ao exame periodontal completo,
realizado por um Unico examinador treinado e previamente calibrado (Kappa
ponderado =0,93).

O exame periodontal completo consistiu de indice de placa visivel, indice de
sangramento marginal, sangramento a sondagem, mensuragado da profundidade de
sondagem, posicao da margem gengival e nivel clinico de insercao. Além disso, foram
realizados os exames radiogréaficos de boca toda como método auxiliar no diagnostico
da doenga periodontal.

indice de placa visivel: presenca ou nao de placa bacteriana visivel a olho nd,

apds secagem da superficie dentaria com jato de ar, em todas as faces de todos os
dentes’.

indice_de sangramento marginal: presenga ou auséncia de sangramento

marginal verificado apods inser¢do de uma sonda periodontal milimetrada no sulco
gengival, com inclinagdo de 60 graus em relagdo ao dente, percorrendo o espaco do
sulco de uma proximal a outra, em todas as faces de todos os dentes’.

Posicdo da margem gengival: distancia da margem gengival a juncéo

cemento-esmalte.

Mensuracdo da profundidade de sondagem: distancia da margem gengival

ao fundo do sulco gengival, mensurada com sonda periodontal milimetrada em 6 sitios
por dente: disto-vestibular, vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual, lingual e disto-
lingual.

Sangramento a sondagem: presenga ou auséncia de sangramento, decorrido

um tempo de 30 segundos depois de mensurada a profundidade de sondagem.



Avaliacéo do nivel clinico de insercdo: corresponde a somatéria das medidas
da posicao da margem gengival e profundidade de sondagem, para cada sitio, de
cada elemento dentério.

Em seguida, foram realizadas radiografias periapicais de boca toda de todos
0s pacientes como método auxiliar no diagndstico e tratamento das doencas
periodontais.

Coleta das amostras do fluido sulcular gengival

Foram selecionados, para ambos os grupos, 5 a 6 sitios com profundidade
de sondagem maior ou igual a 5 mm e com sangramento a sondagem (sitios
profundos) e 5 a 6 sitios com profundidade de sondagem menor ou igual a 3 mm e
com sangramento a sondagem (sitios rasos), em dentes diferentes, ndo-adjacentes.

Inicialmente, foi removida a placa bacteriana supragengival dos sitios
selecionados e entdo a regiao foi isolada com rolos de algodao estéreis e gentilmente
seca com jato de ar.

O fluido sulcular estagnado foi coletado com a introducdo de um filtro
especial para fluido gengival (Periopaper® - ProFlow Inc., Amityville, NY, USA) mantido
durante 30 segundos nos sitios selecionados, sendo descartada a amostra
contaminada com sangue. Posteriormente, o volume de fluido foi quantificado
utilizando-se um equipamento especifico para esta metodologia (Periotron 8000° -
ProFlow Inc., Amityville, NY, USA).

As tiras contendo o fluido de sitios com as mesmas caracteristicas de cada
paciente foram acondicionadas em um Unico tubo de eppendorf contendo 1ml de
solucdo de PBS (phosphate-buffered saline). Apbs a coleta, as tiras de Periopaper
permaneceram nos tubos de eppendorfs por 40 minutos, a temperatura ambiente, para

posterior remogdo das mesmas e centrifugagdo dos eppendorfs a 3000 giros por 5



minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e acondicionado em
novo eppendorf estéril e congelado em freezer a -70°C.

Essas amostras foram utilizadas para avaliagdo da quantidade de
interleucina 1B (IL-1 B) e interleucina 18 (IL-18), metaloproteinase de matriz 8 (MMP-
8), metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) e atividade de elastase no fluido sulcular
matriz gengival.

Coleta das amostras do plasma sangiiineo

Foram coletados 5 ml de sangue de todos os pacientes, e acondicionados
em tubo a vacuo contendo EDTA. As amostras de sangue total foram centrifugadas a
2.500 rpm durante 10 minutos a 4° C para separacgdo do plasma sanguineo, que foi
armazenado em tubos eppendorfs codificados e congelados em freezer a -70°C para
posterior mensuragdo dos niveis de interleucina 18 (IL-1B), IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e
fator de necrose tumoral a (TNF-a).

Avaliacdo imunoldgica

e |IL-1B e IL-18 no fluido sulcular gengival

A IL-18 foi mensurada pela técnica de imunoensaio ultra-sensivel (ELISA)
com uso de kit comercialmente disponivel (MBL, Nagoya, Japan), de acordo com as
normas do fabricante. A IL-13 foi mensurada pela técnica ELISA descrita previamente
por Figueredo et al.?® (1999). Resumidamente, um anticorpo monoclonal diluido 125
vezes em tampao carbonato foi pipetado em todos os pogcos da placa e incubado
durante uma noite a 4°C. As placas foram lavadas com solugéo salina de tampao
fosfato (PBS) e bloqueadas com soro de albumina humana (HSA) a 1% por uma hora,
em temperatura ambiente. Apdés quatro lavagens, a curva padrao (IL-1B:12 pg/ml a
200 pg/ml e IL-18: zero a 1000 pg/ml) e as amostras sem diluicdo (100 pl) foram
adicionadas nos respectivos pogos das placas. As placas foram incubadas a 37° C,

com agitacao, por 45 minutos e entdo lavadas novamente por quatro vezes. O



anticorpo de detecgéo, um anticorpo policlonal conjugado a biotina, diluido 250 vezes,
foi adicionado, e nova incubacao a 37° C, com agitacdo, por 45 minutos foi realizada.
Apos lavagem, um conjugado com estreptoavidina-peroxidase, diluido 200 vezes em
PBS e associado a 0.1% de HSA, foi adicionado as placas para posterior incubagéo.
As placas foram novamente lavadas e um substrato sem diluicdo foi adicionado. A
reacao foi finalizada com &acido sulfirico 1M (H,SO,) apds 15 minutos. Para ambas as
citocinas a absorbancia foi lida a 450nm em um espectrofotometro (Millenia Kinetic
Analyzer, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA). A quantidade total foi
expressa em pg, e a concentracdo, quantidade total sobre volume de fluido sulcular

gengival coletado, foi expressa em pg/ul.

e MMP-8 e MMP-9 no fluido sulcular gengival

Metaloproteinases de matriz 8 e 9 foram mensuradas pela tecnologia
Luminex, utilizando um anticorpo e um recombinante proteico para MMP-8 e -9 do
sistema Bio-Plex (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). As amostras do fluido
gengival foram diluidas 20 vezes. Uma mistura das microparticulas diluidas (50ul), a
curva padrao (50ul) e as amostras do fluido gengival diluidas 20 vezes (50ul) foram
pipetadas nos respectivos pocos da placa e incubadas por 2 horas. Apds a lavagem,
um coquetel especifico de anticorpos conjugado a biotina (50pl) foi adicionado e
incubado por mais uma hora a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, um
conjugado estreptoavidina-ficoeritrina (50ul) foi adicionado, incubado por 30 minutos e
as microparticulas foram suspensas em solucdo tampdo. Os resultados foram
calculados através de software analisador de imagens (Bio-Plex Manager Software®,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA). A quantidade total de MMP-8 e -9 foi

expressa em pg e a concentragdo em pg/pl.



e Atividade de elastase no fluido sulcular gengival

Cem microlitros (ul) de cada amostra foram misturados em 67ul de
substrado de elastase S-2484 (L-pyroglutamyl-L-prolyl-L-valine-p-nitroaniline, MW
445.5 Da) em cada poco da placa. A mistura foi incubada por 5 horas, a 37°C, e a
absorbancia foi lida em espectrofotometro a 405 nm (Millenia Kinetic Analyzer,
Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA). A atividade de elastase foi
expressa em absorbancia total (Abs) e em concentragéo (Abs/ul).

e IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a no plasma sanguineo

As concentrac¢des plasméticas de interleucinas 1B (IL-1B), IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10 e fator de necrose tumoral a (TNF-a) foram avaliadas utilizando-se a Tecnologia
Luminex, seguindo as orientagbes dos fabricantes. Microparticulas diluidas (50uL),
curva padrao (50uL) e amostras do plasma sem diluicao (50uL) foram pipetadas nos
pocos da placa e incubadas por duas horas. Apds trés lavagens, um coquetel de
anticorpos conjugado a biotina (50uL) foi adicionado e incubado por uma hora a
temperatura ambiente. Apds outra lavagem, o conjugado estreptoavidina-ficoeritrina
(50puL) foi finalmente adicionado, incubado por 30 minutos e as microparticulas foram
suspendidas em solucdo tampao. A analise dos dados foi realizada com software Bio-
Plex Manager® (Bio-Rad laboratories, Hercules, California) utilizando o analisador
Luminex. Utiliza dois lasers, um laser é microparticula-especifica (qualitativo) e o outro
laser determina a magnitude do sinal derivado da ficoeritrina (quantitativo). Todos os
marcadores foram mensurados por um mesmo kit comercialmente disponivel de alta
sensibilidade para citocinas em humanos (Linco Research Inc, St Charles, Missouri,
USA), seguindo as orientagdes do fabricante. A concentragdo minima detectavel
variou entre os marcadores avaliados. Os valores foram: IL-18 — 0,06 pg/mL; IL-4 —
0,13 pg/mL; IL-6 — 0,10 pg/mL; IL-8 — 0,11 pg/mL; IL-10 — 0,15 pg/mL; e TNF-a — 0,05

pg/mL.



Plano de tratamento

Apo6s todas as coletas iniciais (fluido sulcular gengival e plasma sanguineo),
dois pesquisadores especializados e treinados realizaram o tratamento periodontal
bésico de boca toda em todos os individuos. O tratamento consistiu de raspagem e
alisamento radicular, instrugées de higiene bucal, motivagao do paciente e controle da
placa bacteriana. O nimero de sessdes necessarias para realizacdo do mesmo foi
ditado de acordo com a necessidade individual de cada paciente, mas teve como
duracdo média quatro sessoes (de sessenta minutos em duas semanas).

Finalizado o tratamento periodontal, passou-se a fase de acompanhamento
por trés meses. Os retornos foram rigorosamente marcados a cada quinze dias para
remocao da placa supragengival e reforco da instrucdo de higiene bucal, com
sedimentacao da importancia do controle da placa bacteriana.

ApoOs os trés meses, todos os pacientes foram reavaliados clinicamente,
incluindo todas as variaveis do exame inicial e novas coletas de fluido sulcular
gengival e plasma sanguineo foram executadas para a avaliacdo do efeito do

tratamento periodontal ndo-cirdrgico.



CAPITULOS

Capitulo 1 — Avaliacao do efeito do tratamento periodontal nos dados clinicos e
imunologicos no fluido sulcular gengival.

The short-term effectiveness of non-surgical treatment in reducing levels of IL-18 and
proteases in gingival crevicular fluid from type 2 diabetes patients with chronic

periodontitis.
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the effectiveness of non-surgical periodontal
treatment in improving periodontal status and reducing levels of IL-1p, IL-18, MMP-§,
MMP-9 and elastase in gingival crevicular fluid (GCF) from type 2 diabetes (T2DM)
patients with chronic periodontitis.

Material and Methods: Twenty three T2DM patients (diabetes group) and 26
systemically healthy subjects (control group) having chronic periodontitis participated
on this study. The clinical examination included: visible plaque index (VPI), gingival
bleeding index (GBI), probing depth (PD), clinical attachment level (CAL) and bleeding
on probing (BOP). GCF samples were collected from the 5-6 deepest sites in order to
evaluate the levels of IL-1p, IL-18, elastase activity, MMP-8 and MMP-9. Shallow sites
were analyzed for IL-1B and elastase. The glycemic control was analyzed by the
concentration of glycated hemoglobin (HbAlc). The subjects received non-surgical
periodontal treatment and were reexamined 90 days later.

Results: All clinical parameters showed a significant improvement after treatment (P<
0.05), which was accompanied by a significant reduction in the values of elastase
activity, IL-13, MMP-8 and MMP-9 in deep pockets. The total amount of IL-18 at three
months was close to the baseline levels regardless the group. The shallow pockets also
presented significant reduction in the levels of IL-1B and elastase. Treatment did not
significantly reduce HbAlc concentrations in T2DM patients.

Conclusions: Non-surgical periodontal treatment was effective to reduce the levels of
IL-1pB, elastase activity, MMP-8 and MMP-9 in GCF from T2DM patients. This

reduction was associated with the improvement of the clinical periodontal status.



Key words: clinical trial; type 2 diabetes mellitus; non-surgical periodontal treatment;

inflammatory mediators; glycemic control; glycated hemoglobin (HbAIc).

INTRODUCTION

Periodontitis is an inflammatory disorder characterized by a destruction of
periodontal tissues with a subsequent loss of attachment. This tissue destruction is
caused by free oxygen radicals and active proteases1 released during the interaction
between bacteria and the hosts immune response.’

There is strong evidence that periodontitis is more severe in adults with
diabetes.”® The reasons for the greater attachment loss in subjects with diabetes are not
well elucidated. The effect of host-derived neutrophil elastase has been strongly
associated with tissue destruction in periodontitis.g’]2 The role of neutrophils in
diabetes-related periodontitis is controversial. Although neutrophil chemotaxis and
phagocytosis have been suggested to be impaired,13 a positive correlation of elastase
activity with probing depth, attachment loss and gingival index in both types 1 and 2
diabetes groups have been shown.'*

Besides neutrophil elastase, high levels of MMPs in periodontal tissues might
cause tooth attachment loss by provoking an imbalance between the production and
degradation of collagen."® Recently, Safkan-Seppili et al.' reported that collagenases in
GCF might mediate the periodontal tissue destruction in poorly controlled diabetes
patients. Individuals with diabetes and periodontitis express high levels of MMP-8 in
GCF", in saliva'® and in the gingival tissue.'” However, there is no study analyzing the
impact of periodontal treatment in the GCF levels of MMP-8 in diabetes patients.

A hyper responsiveness of macrophages/monocytes has been reported in patients

with diabetes and chronic periodontitis, and it might result in a significantly increased



production of pro-inflammatory cytokines**’ Interleukin-1§ (IL-1B), a potent pro-
inflammatory cytokine, is involved in the destructive process of periodontitis.*'**
Subjects with diabetes mellitus present higher amounts of GCF IL-1f than healthy
ones** and poor glycemic control in these patients is associated with elevated GCF IL-
1[3.20 Interleukin-18 (IL-18) is another important pro-inflammatory cytokine expressed
by macrophages/monocytes. It can induce both T helper 1 (Thl) and T helper 2 (Th2)
immune responses depending on the immunologic context. Although, high levels of IL-
18 have been found in the GCF of systemically healthy patients with periodontitis24
there is a lack of information about the possible role of IL-18 in periodontal
inflammation in diabetic patients.

Therefore, the aim of this study was to investigate the short-term effectiveness of

non-surgical periodontal treatment in improving periodontal status and reducing GCF

levels of elastase activity, IL-1p, IL-18, MMP-8 and MMP-9 in T2DM patients.

MATERIALS AND METHODS
Patients

The diabetes group was comprised of 23 subjects with T2DM,* 9 males and 14
females, mean age 47.5 (SD + 7.2) years and mean diabetes duration of 9.96 (SD +
6.78) years. These subjects were treated by diet alone (n=1), oral hypoglycemic agents
(n=11), insulin (n=5) or combination of oral hypoglycemic agents and insulin (n=60).
They were under supervision of an endocrinologist, with no alteration in the diabetes
treatment in the last year prior to the study and were authorized by their physician to
undergo periodontal therapy. Twenty six systemically health subjects, 14 males and 12

females, mean age of 41.6 (SD + 7.1) years, were used as controls. The subjects



enrolled on this study were recruited from the Clinic of Periodontics for Diabetic
Patients of the Department of Diagnosis and Surgery of the School of Dentistry of
Araraquara, Sao Paulo State University (UNESP), Brazil, between January 2005 and
October 2006.

All participants had a diagnosis of chronic pcs:riodontitis.26 They had at least
fifteen teeth (excluding third molars), and were non-smokers or former smokers for at
least five years. Each subject should have at least 5 teeth with one or more sites with
probing depth (PD) > 5 mm, clinical attachment level (CAL) > 4mm, visible plaque and
bleeding on probing (BOP). Subjects with previous periodontal treatment in the
preceding year or using antimicrobial therapy within the last six months were excluded.

This study was conducted in full accordance with the applicable ethical
principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki, and was
independently reviewed and approved by the Ethics in Human Research Committees of
the School of Dentistry (UNESP, Araraquara, Brazil) (Protocol number 60/04) and
Huddinge Hospital (Karolinska Institutet, Huddinge, Sweden). All volunteers were
informed about the aims and methods of this study, and gave their written consent to
participate.

Clinical periodontal examination

All participants were submitted to clinical periodontal examination by a trained
and calibrated examiner (kappa=0.93, data not shown), using a University of North
Carolina probe*, in six sites per tooth in all teeth, excluding third molars. The following
periodontal parameters were evaluated: the visible plaque index (VPD),”’ gingival

bleeding index (GBI),”’ probing depth (PD), clinical attachment level (CAL) and



bleeding on probing (BOP). Clinical examinations were taken at baseline (BL) and
ninety days after non-surgical periodontal treatment (90 AT).
GCF samples

GCF was sampled from 5-6 deepest pockets sites (PD > Smm) and 5-6 shallow
ones (PD < 3mm) from each subject at baseline and at 90 AT. Teeth were air-dried and
isolated with cotton rolls, supragingival plaque was gently removed, and CGF was
sampled with paper strips’ for 30 seconds. The volume were measured with a calibrated
Periotron 8000.% Strips with blood marks were discarded. All samples from the same
site category in each subject were pooled together in an eppendorf containing 1 ml of
phosphate buffered saline (PBS). After elution for 40 minutes at room temperature, the
sample was centrifuged at 3000g for 10 minutes and the supernatant was collected and
frozen at -70°C pending analysis.
IL-1p and IL-18 assays

IL-18 was measured in the GCF by commercially available ELISA kit®
according to the manufacturer’s instructions. IL-1f was measured in GCF by an ELISA
technique previously described.”! Briefly, a monoclonal antibody to IL-1p was coated
onto microtiter plates overnight at 4°C. The plates were washed and blocked with
human serum albumin. After four washings, standard and undiluted samples were added
to the plates. After another washing, the detection antibody, a biotinylated polyclonal
goat antibody, was incubated. Horseradish peroxidase conjugated streptavidin was
added to the plates and incubated the same way as the detection antibody. Finally, the
plates were once again washed and the undiluted substrate added. The reaction was

stopped with 1M sulfuric acid (H,SO.) after 15 minutes. For both cytokines the



absorbency was read at 450 nm in the spectrophotometer. I The amounts were expressed
as pg and the concentrations as pg/uL.
MMP-8 (collagenase-2) and MMP-9 (gelatinase-B) assays

Metalloproteinases concentrations were measured by Luminex technology using
an antibody pair, and recombinant MMP-8 and MMP-9 proteins from R&D Systems.!
GCF samples were diluted 20 times. The diluted microparticle preparation (50ul),
standards (50ul) and samples (50ul) were pipetted into wells and incubated for 2 hours.
After three washings, the specific cocktail of biotinylated antibodies (50ul) was added
and incubated for another hour at room temperature. After washing again, streptavidin-
phycoerythrin conjugate (50ul) was finally added, incubated for 30 mins and the
microparticles resuspended in buffer. The samples were analyzed with a Luminex
analyzer and the results were calculated by the Bio-Plex Manager Software.” The
amounts were expressed as picogram (pg) and the concentrations as pg/uL.
Elastase activity assay

One hundred pl of sample was mixed with 67 ul of the granulocyte elastase
substrate S-2484 (L-pyroglutamyl-L-prolyl-L-valine-p-nitroaniline, MW 445.5 Da)"" on
96-well microtiter plates. The mixture was incubated at 37°C, and the absorbency was
read after 5 hours in the spectrophotometer" at wavelength of 405 nm. The elastase
activity was expressed as total absorbance (Abs), and concentration of absorbance
(Abs/uL).
Glycemic control

The glycemic control was evaluated by the concentration of glycated

hemoglobin Alc (% HbAlc) using high-performance liquid chromatography.ﬁ This



analysis was performed at baseline, immediately before the treatment start, and 3
months after non-surgical periodontal therapy.
Periodontal treatment

After all collections had been made, the patients received non-surgical
periodontal treatment, which comprised oral hygiene instructions, and supra and
subgingival debridement under local anesthesia. The treatment took, on average, four
sessions of one hour using manual instruments (Gracey and McCall Curettes,
Hirschfield Files™).

After the scaling and root planing, a professional plaque control program was
performed twice a month for three months, comprising supragingival plaque removal
and reinstruction of oral hygiene procedures. Thereafter, all subjects were clinically
reexamined and new GCF samples were collected to evaluate the effect of the non-
surgical periodontal therapy on the previously assessed clinical and immunological
parameters.

Statistical analysis

The unit of analysis was the individual and o was set at 0.05. The tests were
based on the median values with variability measures (25™ and 75" percentiles).
Differences between the groups were determined using Mann-Whitney U Test and
differences between the periods (intragroup comparison) were performed using

Wilcoxon Test. A software program®

was used to analyze the data.
RESULTS
Clinical findings

All the subjects completed the experimental period. No drop out occurred.
Diabetes group showed higher percentage of sites with VPI (P<0.001), BOP (P<0.001)
and lower percentage of sites with CAL < 3mm (P=0.007) than the control group at
baseline. The median number of teeth per patient was well balanced between the groups

(Table 1).



There was a significant decrease in the percentage of sites with VPI, GBI, BOP,
PD between 4-6mm, PD > 7mm and CAL > 7mm in both the diabetes and the control
groups follow up. Regarding the percentage of sites with CAL between 4-6mm, there
was a significant increase in both groups probably due to a decrease in the percentage of
CAL > 7mm 90 AT (Table 1).

The comparison between the groups showed that the percentage of sites with
VPI (P<0.001), GBI (P<0.001), BOP (P<0.001) and CAL > 7mm (P=0.038) were
significantly higher in the diabetes group compared with the control group 90 AT

(Table 1).

Immunological findings

In deep pockets, the total amount and the concentration of MMP-8, MMP-9 and
elastase activity significantly decreased after treatment in both groups. The total amount
of IL-18 also decreased in both groups. Regarding the diabetes group, there was a
significant increase in IL-18 and IL-18 concentration after treatment (P=0.014;
P=0.039, respectively) (Table 2). When diabetes and controls were compared at
baseline and follow up, no significant difference in the total amount and concentration
of IL-18, IL-18, MMP-8, MMP-9 and elastase activity was observed (Table 2).

In shallow pockets, the treatment significantly reduced the total amount of I1L-16
and elastase activity in both groups. Whereas, the concentration of elastase activity
significantly decreased in the control group (P<0.001) and remained almost the same in
the diabetes group after treatment. When diabetes patients and controls were compared
at baseline and follow up, there was no significant difference in the total amount and

concentration of IL-16 and elastase activity at baseline. However, the diabetes group



showed higher total amount of IL-16 (P=0.028) and elastase activity (P=0.049) 90 AT
(Table 3).

The mean (+ SD) values of HbAlc in diabetes group at baseline and 90 AT were
respectively: 9.48% (+ 1.74) vs. 9.17% (+ 2.00). The reduction of 0.31% (+ 1.81) did

not reach significance.

DISCUSSION

The present study showed that non-surgical periodontal treatment significantly
reduced GCF levels of IL-1B, MMP-8, MMP-9 and elastase activity in individuals with
type 2 diabetes. These reductions were associated with the improvement of the clinical
periodontal status. To date, the only study that evaluated the effect of periodontal
treatment in GCF from T2DM patients was Navarro-Sanchez et al.*® This authors found
a significant reduction of GCF IL-1B and TNF-a concentration at 90 days after
treatment.

In the present study, the reductions in total amount of IL-1p, MMP-8, -9 and
elastase activity observed in the diabetes group were similar to the controls. The
evaluation of such substances in healthy individuals with periodontitis has been done
previously. The significant reduction of IL-1[ total amount in deep pockets is consistent
with a previous study® that showed significant reduction of GCF IL-1pB total amount
and concentration in diseased sites from systemically healthy individuals 16 weeks after
treatment. In contrast, Gamonal et al.*® showed no change in GCF IL-1p total amount
from healthy individuals 2 months after therapy. Regarding MMPs and neuthophils

12,31

elastase, in agreement with our findings, some studies showed significant reduction



of MMP-8 concentration as well as the amount of elastase activity after non-surgical
periodontal therapy in systemically healthy individuals.

Our results at baseline for IL-1B, IL-18, MMP-8, -9 and elastase activity were
very similar for the two groups. Our results concerning IL-1f is in line with Cutler et
al.*> and Navarro-Sanchez et al.”® but contrast with other studies showing higher

423
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concentration of this cytokine in both type 1 and type 2 diabetes groups.
factors, such as the higher mean HbAlc levels* and the absence of information about
the duration of diabetes in these studies** may complicate the comparisons among the
studies. These factors might expose monocytes to higher number of hyperglycemic
episodes and consequently increase the IL-1p secretion.™

In shallow pockets, the diabetes group showed significant higher total amount of
IL-1B follow up compared with the control group. Considering that IL-1f is one
important cytokine involved in the pathogenesis of periodontitis and its expression may
stimulate the production of other mediators and MMPs expression,? this finding might
indicate an increased susceptibility to further disease progression.

The total amount of GCF IL-18 remained the same after treatment in spite of the
clinical improvement in both groups. There is little information about the presence and
role of IL-18 in the GCF of patients with chronic periodontitis. Recently, cross-section

243435 have reported that GCF level of IL-18 rose with increasing inflammation

studies
in healthy subjects, and an association with the severity of periodontal disease may
exist.

We could not find any significant difference between the groups neither for the

total amount nor for the concentration of MMP-8 and MMP-9 in deep pockets. Similar



results have been recently described in saliva'® and GCF'® from periodontitis patients
with diabetes compared with systemically healthy controls with periodontitis.

Alpagot et al.'* recorded no significant differences in GCF elastase activity from
T2DM and T1DM individuals when compared with systemically healthy controls. Our
findings demonstrated no difference between the groups regarding the total amount and
concentration of elastase activity in deep pockets at baseline and at follow up. However,
different results were observed in shallow pockets. Although there was no significant
difference between the groups in the total amount and concentration of elastase at
baseline, the diabetes group showed significant higher levels of elastase activity
compared with the control group after treatment. It may suggest a maintenance of
neutrophils activation.*®

A reduction in probing depth was observed in both groups after non-surgical
periodontal therapy which is in agreement with other studies.” ™! Regarding the clinical
attachment level, the diabetes group showed lower percentage of sites with CAL < 3mm
compared with the control group at baseline. This result is in agreement with other
studies that demonstrated higher attachment loss in diabetics,"***** but in contrast with
others that could not show difference in clinical attachment level among diabetics and
non-diabetics subjf:cts.38'39’41’45 In our study, the periodontal treatment resulted in
significant reduction of sites with CAL = 7mm in both groups.

The higher percentage of sites with visible plaque index in the diabetes group
has been described.”** In our study, although there was a significant reduction in this
parameter after treatment, a difference persisted between the groups. This is in line with

previous studies which described higher plaque levels among individuals with poor



glycemic control®® and better compliance among those with improved glycemic
control.”’

In conclusion, non-surgical periodontal treatment was effective to reduce the
levels of IL-1B, MMP-8, MMP-9 and elastase activity in GCF from T2DM patients.
These reductions were associated with the improvement of the clinical periodontal

status.

FOOTNOTES
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CAPITULOS

Capitulo 2 - Avaliacao do efeito do tratamento periodontal nos marcadores
inflamatdérios do plasma sanguineo, perfil lipidico e controle metabdlico dos
individuos portadores de diabetes Tipo 2.

Periodontal therapy reduced circulating tumor necrosis factor-a and fibrinogen levels in

patients with type 2 diabetes mellitus.

(artigo a ser submetido a publicacao)
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the effect of periodontal therapy on
serological markers of systemic inflammation and lipid profile in type 2 diabetes mellitus
(T2DM) patients and systemically healthy individuals.

Material and Methods: Twenty T2DM patients (diabetes group) and 20 systemically healthy
individuals (control group), both groups with chronic periodontitis, were enrolled. Periodontal
clinical parameters, namely visible plaque index, gingival bleeding index, bleeding on
probing, probing depth and clinical attachment levels were evaluated. Blood samples for
plasma were collected in all subjects, and assessed for the levels of high sensitive capsule-
reactive protein (hs-CRP), fibrinogen (FIB), interleukin (IL) 18, IL-4, IL6, IL-8, IL-10, tumor
necrosis factor o (TNF-a), total cholesterol (TC), triglycerides (TRG), HDL-cholesterol and
LDL-cholesterol. The glycated hemoglobin (HbAlc) and fasting plasma glucose (FPG) were
also measured in T2DM subjects. All clinical, immunological and metabolic parameters were
evaluated prior to and 3 months after periodontal therapy.

Results: All clinical parameters improved after therapy. Hs-CRP and TRG were significant
higher in the diabetes group compared with the control group in both periods. Among the
serum inflammatory markers tested, FIB and TNF-a significantly decreased in the diabetes
group after therapy (P=0.048 and P=0.028, respectively). Periodontal therapy had no
significant effect on lipid profile. Treatment reduced HbAlc and FPG levels in T2DM
patients, albeit not significantly so.

Conclusions: The good clinical response to non-surgical periodontal therapy resulted only in
a modest effect on serological markers of systemic inflammation in patients with type 2
diabetes mellitus.

Key words: periodontitis/therapy, type 2 diabetes mellitus, fibrinogen, tumor necrosis factor-

a, lipid profile.



INTRODUCTION

Periodontitis is an inflammatory disorder characterized by a destruction of periodontal tissues
with a subsequent loss of attachment. The periodontal destruction is host-mediated by locally
produced pro-inflammatory cytokines in response to the bacterial flora and its products.
Significant changes in the plasma concentrations of cytokines and biomarkers in periodontitis
patients compared with healthy control have been described (Loos et al., 2000; Frederiksson
et al,, 1999). It may be mediated by “systemic dumping” of locally produced cytokines
(Prabhu et al., 1996) and/or low-level asymptomatic bacteremia/endotoxemia (AAP, 1998)
due to the high vascularity of inflamed periodontium.

Periodontal disease can have a significant impact on the metabolic state in diabetes (Mealey,
Oates, 2006). Individuals with diabetes who also have periodontitis may present with an even
greater systemic inflammatory condition with elevated serum levels of interleukin 6 (IL-6),
TNF-a, and capsule-reactive protein (CRP), which can worsen insulin resistance and thereby
aggravate glycemic control (Taylor et al., 1996). This exagerated inflammatory response may
be accompanied by altered lipid metabolism (Iacopino, Cluter, 2000). Hyperlipdemia have
been shown to be associated with diabetes (Howard, 1993) and periodontal breakdown
(Cluter et al., 1999; Katz et al., 2002; Iacopino, Cluter, 2000).

Interventional studies have been performed to investigate whether periodontitis might be an
alteration factor in systemic inflammation associated with diabetes, however this matter
remains unclear. The treatment of periodontal infections in individuals with diabetes resulted
in a minor influence on medical data such as total cholesterol and triglycerides (Kiran et al.,
2005; Christgau et al., 1998). However, the levels of acute phase proteins, such as CRP (Lalla
et al., 2007) and fibrinogen (Christgau et al., 1998) may have a great reduction after therapy

in these patients.



TNF-0, an important pro-inflammatory cytokine, has been identified as a strong antagonist to
the cell surface insulin substrate (Fernandez-Real, Ricart, 2003), and is associated with insulin
resistance (Mishima et al., 2001) and type 2 diabetes (Fernandez-Real, Ricart, 2003). Some
studies (Iwamoto et al., 2001; Nishimura et al 2003; Al-Murabak et al., 2002) showed that
periodontal treatment with or without local administration of antibiotic reduced circulating
TNF-o in T2DM individuals with subsequent reduction on insulin concentration and glycated
hemoglobin levels. On the other hand, some studies (Lalla et al., 2007; Talbert et al., 2006)
reported that circulating TNF-o and IL-6 levels are not reduced following conventional
periodontal treatment in diabetic subjects.

Interleukin 1B, another important pro-inflammatory cytokine, might contribute to systemic
inflammation through induction of acute phase proteins (Ablij, Meinders, 2002). Al-Murabak
et al. (2002) have shown that circulating IL-16 reduced significantly after conventional
periodontal treatment in patients with diabetes. In contrast, Lalla et al. (2007) demonstrated
no significant changes on serum levels of IL-18 and other pro-inflammatory cytokines as well
as anti-inflammatory cytokines after non-surgical periodontal treatment in diabetics.

In order to clarify further the contribution of periodontal disease to the systemic inflammatory
response, our aim was to investigate the effect of non-surgical periodontal therapy on
serological markers of systemic inflammation and lipid profile in type 2 diabetes mellitus
(T2DM) patients with chronic periodontitis and systemically healthy individuals with chronic

periodontitis.

MATERIALS AND METHODS
Sample Population and Experimental Design
The diabetes group comprised of 20 type 2 diabetes mellitus (T2DM) subjects (ADA, 2008),

with inadequate metabolic control (glycated hemoglobin test HbAlc > 7%) (UKPDS, 1998),



8 males and 12 females, mean age 45.8 (+ 6.0) years, median diabetes duration of six years
and mean body mass index (BMI) 30.8 (+ 4.9) kg/m2 recruited from the Clinic of
Periodontics for Diabetic Patients of the Department of Diagnosis and Surgery of the School
of Dentistry of Araraquara, Sdo Paulo State University (UNESP), Brazil, between January
2005 and July 2006. All patients were taking prescribed hypoglycemic and/or insulin for the
treatment of their diabetes. Twenty systemically healthy subjects without diabetes, as
confirmed by fasting plasma glucose test result < 100 mg/dL,, 10 males and 10 females, mean
age 43.7 (+ 6.4) years and mean BMI 25.8 (+ 2.6) kg/m2 were included as control group.
These subjects were consecutively selected from the Clinic of Periodontics at this University
at the same time as the patients. The present study was approved by the Ethics in Human
Research Committees of the School of Dentistry (UNESP, Araraquara, Brazil) and Huddinge
Hospital (Karolinska Institutet, Huddinge, Sweden). All volunteers were informed about the
aims and methods of this study, and gave their written consent to participate.

All subjects that participated in this study had chronic periodontitis (AAP, 1999). All
participants presented at least fifteen teeth, and were non-smokers or former smokers for at
least five years. Each subject should present at least four teeth with one or more sites with
probing depth (PD) > 5 mm, with visible plaque, bleeding on probing (BOP), and clinical
attachment loss (CAL) > 4 mm. Subjects under hormone therapy, those who received
previous periodontal treatment in the preceding year or needed antibiotic prophylaxis before
periodontal examination were excluded from this study.

The study design is described in our previous paper (unpublished observation). Briefly, all
patients were submitted to periodontal clinical examination performed in six sites per tooth
(excluding third molars) by a single trained calibrated examiner (Kappa=0.90, data not
shown). The presence of supragingival biofilm and marginal gingival bleeding were recorded

with the visible plaque index (VPI) and gingival bleeding index (GBI), respectively (Ainamo,



Bay, 1975). PD, CAL and BOP were measured with a University of North Carolina probe
(Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).

Periodontal treatment

After all collections had been made, the patients received non-surgical periodontal treatment,
which comprised oral hygiene instructions, and supra and subgingival debridement under
local anesthesia. The treatment took, on average, four sessions of one hour using manual
instruments (Gracey and McCall Curettes, Hirschfield Files, Trinity Periodontia, Sdo Paulo,
Brazil). After the scaling and root planing, a professional plaque control program was
performed twice a month for three months, comprising supragingival plaque removal and
reinstruction of oral hygiene procedures. Thereafter, all subjects were clinically reexamined
and new blood samples were collected to evaluate the effect of the non-surgical periodontal

therapy on the previously assessed clinical and immunological parameters.

Laboratory markers

Blood samples were collected after a minimum 8-h overnight fast for both groups. Fibrinogen
(mg/dL) was recorded by Clauss method using a commercial kit (Wiener Laboratorios
A.S.I.C., Rosdrio, Argentina) and high sensitivity capsule-reactive protein levels (hs-CRP)
(mg/L) was analyzed immunologically with a commercial kit (N High sensitive CRP, DADE,
Behring AG, Marburg, Germany) in accordance with the manufacturer’s instructions, using a
nephelometer analyzer (Behring AG, Diagnostica, Marburg, Germany). The serum lipids
were measured by total cholesterol (TC) (mmol/L), high-density lipoproteins (HDL)
(mmol/L), low-density lipoproteins (LDL) (mmol/L) and triglycerides (mg/dL) (TRG) using
standard clinical chemistry procedures (Roche AG Diagnostics, Mannheim, Germany).

HbA Ic and fasting plasma glucose assays

To evaluate the metabolic control in diabetes patients, concentration of glycated hemoglobin

(HbAlc) (%) was measured by high-performance liquid chromatography (DiaSTAT



Hemoglobin Alc Analyzer System, BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). Fasting
plasma glucose (FPG) (mg/dL) was determined by the glucose oxidase method (Labtest
Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil).

Plasma inflammatory mediators assays

The plasma concentrations of interleukin 18 (IL-1B), 1L-4, IL-6, IL-8, 1L-10 and tumor
necrosis factor o (TNF-a) were assessed by multiplex immunoassays for Luminex technology
using commercially available high sensitivity human cytokine Kit (Linco Research Inc, St
Charles, Missouri, USA), following the manufacturer’s instructions. Diluted microparticles
preparation (50uL), standards (50uL) and undiluted plasma samples (50uL) were pipetted
into wells and incubated for two hours. After three washing, biotinylated antibodies specific
cocktail (50uL) was added and incubated for one hour at room temperature. After washing
again, streptavidin-phycoerythrin conjugate (50uL) was finally added, incubated for 30
minutes and the microparticles were resuspended in buffer. One laser is microparticle-specific
and determines which analyte is being detected and the other laser determines the magnitude
of the phycoerythrin-derived signal, which is in direct proportion to the amount of analyte
bound. The minimum detectable concentration for this assay were as follows: IL-1p - 0.06
pg/mL; IL-4 - 0.13 pg/mL; IL-6 - 0.10 pg/mL; IL-8 - 0.11 pg/mL; IL-10 - 0.15 pg/mL; and
TNF-a - 0.05 pg/mL. Data analysis was done with Bio-Plex Manager software (Bio-Rad
laboratories, Hercules, CA, USA.) using the Luminex analyzer.

Clinical, inflammatory and metabolic outcomes were assessed at baseline and at 3 months
after completion of periodontal therapy. All individuals reached this follow-up examination.
Statistical analysis

The unit of analysis was the individual and a was set at 0.05. Normally distributed data are

presented as means and standard deviations, whereas non-normally distributed as medians,



and 25" to 75" percentiles. Student’s T-test, Mann-Whitney and Wilcoxon were applied. A

software program (Statistica 7.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK) was used to analyze the data.

RESULTS

Sample population

The individuals formed a gender- and age-matched group, however the diabetes group
showed higher mean BMI compared with the control group (P=0.009). During the study
period, the patients with diabetes did not report changes in lifestyle, including exercise, diet
and medications. In diabetes group, seventy percent of the patients had at least one diabetes-
related complication. Fifty-five percent were receiving oral hypoglycemic agents or dietary
control only, 15% were undergoing insulin treatment and 30% were treated with a
combination of insulin and oral hypoglycemic agents.

Clinical findings

Table 1 shows the percentage of clinical improvement comparing baseline and 3-month
follow-up examinations for all periodontal parameters. The non-surgical periodontal treatment
improved clinical periodontal status type 2 diabetes patients with chronic periodontitis;
however these patients showed significant lower improvement of VPI (P=0.036), GBI
(P<0.001) and BOP (P=0.027) compared with the control group.

Immunological findings in plasma

The comparison between the groups showed that serum levels of high-sensitive C-reactive
protein and triglycerides were significantly increased in the diabetes group at baseline
(P=0.002 and P=0.010, respectively) and at three-month follow-up (P=0.007 and P=0.017,
respectively) compared with the control group. The other serum mediators and cytokines
levels did not differ between the groups neither at baseline nor at 3-month follow-up. (Table

2)



Of the serum cytokines examined only the TNF-oa levels significantly reduced after
periodontal therapy in the diabetes group (P=0.028).

The non-surgical periodontal treatment had no significant effect on lipid profile (total
cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol) in both groups. Regarding the
markers of inflammation, treatment resulted in lower fibrinogen levels in diabetes group
(P=0.048), and a tendency in reducing hs-CRP levels in these patients, albeit not significant
so (Table 2).

The mean (+ SD) of HbAlc concentrations were 9.4 (+ 1.8)% at baseline and 9.0 (+ 1.9)%
after treatment. The mean (+ SD) of fasting plasma glucose levels were 235.8 (+ 89.7)mg/dL
at baseline and 202.6 (+ 64.9)mg/dL after treatment. These reductions in both parameters

following therapy did not reach significance (P>0.05).

DISCUSSION

The main finding of this prospective study was that the improvement on local periodontal
inflammation after mechanical therapy was associated with significant reduction of
circulating TNF-a and fibrinogen levels in type 2 diabetes patients with inadequate metabolic
control.

TNF-a has been reported to play a key role in the pathogenesis of type 2 diabetes (Argiles et
al.,. 1994). This cytokine has been identified as a strong antagonist to the cell surface insulin
substrate (Fernandez-Real, Ricart, 2003). The TNF-a blocking of the insulin receptors can
contribute to the level of insulin resistance by inhibiting glucose transport and insulin action
(Paz et al., 1997). Engebretsson et al. (2007) showed in a diabetic cohort that circulating
TNF-a is associated with more severe periodontitis. Our study demonstrated a significant
reduction of circulating TNF-o among T2DM individuals. This is in line with the study of

Iwamoto et al. (2001) that reported the influence of mechanical periodontal therapy in



association with local antibiotic delivery in the circulating TNF-a. In contrast, some studies
(Al-Mubarak et al.,. 2002; Talbert et al., 2006; Lalla et al., 2007) did not show changes in
TNF-a level in patients with diabetes following conventional periodontal therapy. Therefore,
this significant reduction of circulating TNF-a among T2DM individuals after periodontal
therapy may positively influence diabetic control.

Other serum cytokines examined no significant change was observed at 3-month follow-up.
Moreover, the comparison between the groups did not show any difference in the levels of
these cytokines, neither at baseline nor at 3-month follow-up. This lack of statistical
significance suggests to be due to the broad interindividual variability of cytokine expression,
which may have been related to variations in the systemic loading effect of treatment.
Another possible limitation is the relatively small numbers of individuals in the sample.
Fibrinogen, an acute phase protein produced by the liver, has been identified as a marker of
inflammation (Sakkinen et al., 2001). The reduction of fibrinogen levels following
periodontal therapy in patients with diabetes is similar to previous study (Christgau et al.,
1998). Christgau et al. (1998) showed significant lower levels of fibrinogen 4 months after
periodontal therapy in patients with type 1 and 2 diabetes. In contrast, Lalla et al. (2007) did
not show significant reduction in fibrinogen in patients with diabetes at 1-month follow-up;
however, the power of this study was limited owing to the relatively small number of patients
analyzed. The comparison of fibrinogen levels between both groups did not show significant
difference between them neither at baseline nor at 3-month follow-up.

On the other hand, Hs-CRP, another acute phase protein, was found in higher levels in the
diabetes group than in the control group, regardless the clinical improvement of the
periodontal condition. Takeda et al. (2006) reported that an increased CRP levels in the
diabetes group reflects an acute inflammatory condition; thus, it may not be associated with

chronic periodontitis. CRP hepatic production is usually elicited by an inflammatory stimulus



and mediated through a complex network of cytokines (Ablij, Meinders, 2002). In our study,
the individuals with diabetes were more obese than the non-diabetic subjects, described by
significant higher levels of BMI. The finding raises the possibility that CRP levels might be
elevated as a consequence of obesity with possible increase in the cytokines secretions
without effect on the liver.

The periodontal treatment tendency to reduce hs-CRP level in both groups, but it did not
reach significance, in agreement with previous findings in diabetic (Christgau et al., 1998)
and in systemically healthy individuals (Yamazaki et al., 2005; Ide et al., 2004). However,
non-surgical periodontal therapy with adjunctive local delivery of antibiotic seems to
significantly decrease CRP levels in periodontitis patients (D”Aiuto et al., 2006).
Triglycerides level was also significantly higher in the diabetes group than in the control
group prior to and before periodontal therapy. In contrast, Cutler et al. (1999) did not show
difference in the lipid profile between diabetics and non-diabetics individuals with
periodontitis; however, the limited number of patients in each group might influence their
result. One possible explanation of our result is that diabetic patients with inadequate
metabolic control exhibit an exaggerated inflammatory response to gram-negative bacterial
lipopolysaccharide releasing large amounts of inflammatory mediators and cytokines that may
cause metabolic dysregulation of lipid metabolism (Iacopino, Cluter, 2000; Van der Poll et
al.,. 1995). Second, the compliance to periodontal treatment was different between diabetic
and non-diabetic subjects as reported in our previous study (unpublished observation), and
might be accompanied by poor attention to health habits, including diet, exercise, and other
factors affecting their lipid profile.

The non-surgical periodontal treatment did not change significantly the lipid profiles neither
in the diabetes group nor in the control group. This is in line with other studies in diabetics

(Christgau et al.,. 1998; Kiran et al., 2005) and non-diabetics individuals (Loesche et al.,



2005; D”Aiuto et al., 2005); however scaling and root planing (SRP) associated with local
antimicrobial therapy was efficient in reducing the lipid profile in systemically healthy
subjects (D"Aiuto et al., 20006).

In conclusion, the good clinical response to non-surgical periodontal therapy resulted in lower
circulating TNF-a and fibrinogen levels in subjects with type 2 diabetes. The mechanical
infection control of periodontitis had no effect on lipid profile. However, an evaluation of
larger study population with longer-term follow-up will be necessary to confirm these

observations.
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Table 1. Median values (25th-75th percentiles) for visible plaque index (VPI), gingival
bleeding index (GBI), bleeding on probing (BOP), probing depth (PD) and clinical attachment
level (CAL) at baseline (time 1), 3 months after periodontal therapy (time 2) and the clinical

improvement comparing both periods in the control group (C, n=20) and the diabetes group

(D, n=20).

Peri(}dontal Groups Time 1 Time 2 Improvement
variables
C 65.2 (51.1-79.1) 7.5 (5.8-10.5) 86.5 (83.8-91.5)
VPI (%)
D 85.3 (80.9-94.8) 15.0 (10.2-17.9) 83.4 (79.8-87.3)*
GBI ) C 38.9 (21.5-52.6) 3.5 (0.0-4.3) 91.4 (87.3-100.0)
0
D 41.0 (31.0-62.1) 8.1(5.8-10.4) 81.7 (69.8-87.7)*
op ) C 80.9 (67.1-89.2) 12.7 (8.4-20.0) 82.2 (71.3-90.6)
BOP (% .
D 94.7 (82.1-100.0) 25.6 (18.8-30.5) 72.1(63.2-79.6)
P > 4 (%) C 39.5 (29.5-52.0) 9.5 (4.0-13.0) 81.7 (60.4-87.9)
>4mm (%
D 55.5 (30.5-79.5) 14.5 (5.0-25.5) 71.9 (62.3-85.0)
C 63.5 (53.5-77.0) 61.5 (49.5-67.0) 4.9 (-2.5-11.6)
CAL > 4mm (%)
D 84.5 (61.0-92.0) 75.0 (48.0-87.5) 9.8 (0.0-25.6)

*: Significant differences in the clinical improvement between control and diabetes groups (Mann-

Whitney U Test; a=5%).
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CONSIDERACOES FINAIS

O propésito da presente investigacéo foi avaliar clinica e imunologicamente o efeito
da terapia periodontal ndo-cirirgica em pacientes portadores de Diabetes mellitus Tipo 2
com controle metabdlico inadequado. Critérios rigorosos de inclusdo e exclusao da amostra
foram aplicados com objetivo de eliminar os fatores de confusdo que poderiam interferir na
avaliagdo dos resultados deste estudo, como habito de fumar, outros tipos de diabetes, nivel
de controle glicémico e idade muito avangada dos pacientes. Entretanto, esses fatores
geraram uma redugdo no nimero de sujeitos da amostra. Outro fator limitante foi a auséncia
de grupo placebo, isto é, individuos portadores de diabetes com periodontite que nao
receberam o tratamento periodontal, com o objetivo de avaliar o comportamento tecidual na
presenca da doenga periodontal. Porém, a nao realizagdo da terapia periodontal nestes
individuos tornaria inviavel a aprovacdo do protocolo da pesquisa pelo Comité de Etica
desta Faculdade.

Baseado em estudos prévios que evidenciaram que pacientes com bom controle
metabolico do diabetes podem responder ao tratamento periodontal nao-cirirgico de forma

12,15

similar a pacientes sistemicamente saudaveis'='>, e que individuos com pobre controle

glicémico podem exibir resposta menos favoravel ao tratamento periodontal’

, No presente
estudo foram incluidos somente individuos portadores de Diabetes mellitus Tipo 2 com
controle metabdlico inadequado, definido pela concentracdo de hemoglobina glicada Alc
(HbA1c) > 7%'%%, para testar a hipétese de que estes individuos poderiam apresentar boa
resposta ao tratamento periodontal nao-cirirgico desde que submetidos a um efetivo
programa de controle de placa bacteriana.

Este programa de controle de placa bacteriana realizado apés término da terapia
periodontal foi um fator importante do presente estudo que o diferenciou dos protocolos

anteriormente descritos. Todos os pacientes receberam acompanhamento profissional,

realizado rigorosamente a cada quinze dias, com objetivo de proporcionar um controle



satisfatério de placa bacteriana supragengival e obter maior cooperagdo e motivagao dos
pacientes em relagcdo a manutencao da saude bucal, com melhor resposta ao tratamento.

O presente estudo demonstrou que o tratamento periodontal nao-cirurgico realizado em
portadores do Diabetes mellitus Tipo 2 com controle metabdlico inadequado foi efetivo em
reduzir sinais clinicos da inflamacao periodontal. Adicionalmente, observou-se que
principalmente derivados dos neutréfilos, como MMP-8, MMP-9 e atividade de elastase,
como também IL-1B reduziram significativamente em bolsas profundas, trés meses apos
terapia, em ambos os grupos. Esses achados concordam com estudos prévios que

avaliaram os niveis de elastase e MMP-8'?®!" e niveis de IL-1p%*

apds tratamento
periodontal em pacientes com periodontite. A excegao foi para quantidade total de IL-18 que
ndo alterou significativamente em ambos o0s grupos apoés tratamento. Até o presente
momento este € o primeiro estudo avaliando a IL-18 no fluido gengival de pacientes com
diabetes.

Ja em bolsas rasas, embora ambos o0s grupos apresentassem redugdes
significativas de IL-1B e atividade de elastase, o grupo diabetes apresentou niveis
significativamente mais elevados de ambos o0s marcadores apés 3 meses de
acompanhamento. Considerando que a IL-18 é uma importante citocina pro-inflamatéria
envolvida na patogénese da periodontite®® e que o aumento dos niveis de atividade de
elastase poderiam estar relacionados & ativagdo local de neutréfilos®, tais achados podem
indicar uma maior suscetibilidade a futura progressdo da doenca em bolsas rasas de
portadores de Diabetes mellitus.

A utilizagdo da tecnologia Luminex para avaliagdo de numerosas citocinas e
mediadores concomitantemente oferece importantes vantagens, como a necessidade de
limitado volume de amostra para obtencdo de miltiplos resultados, a diminuicdo da
demanda do tempo dispensado as atividades laboratoriais, a redugdo do custo dos
reagentes e as variedades de painéis com diferentes marcadores/citocinas ja pré-

estabelecidos. Um estudo prévio® verificou alto grau de concordancia entre os testes

realizados pelas técnicas Multiplex e ELISA (correlacdo de 84,5%) concluindo que o



Luminex é um método eficaz para avaliagdo imunolégica de citocinas e mediadores
inflamatérios.

Apesar de nossos achados evidenciarem que os pacientes portadores do Diabetes
mellitus Tipo 2 com controle metabodlico inadequado apresentam boa resposta a terapia
periodontal ndo-cirdrgica, a cooperagao (compliance) parece ser diferente entre os grupos.
Apo6s trés meses de acompanhamento, os percentuais de placa visivel, sangramento
marginal, sangramento a sondagem e profundidade de sondagem apresentaram-se
significativamente mais elevados no grupo diabetes. Concordando com Bridges et al.”
(1996) e Campus et al."? (2005) que verificaram maior percentual de sitios com placa visivel
no grupo diabetes. Este resultado é suportado por outros estudos que descreveram maiores
niveis de placa em individuos com pobre controle metabélico*® e melhor cooperacdo
(compliance) entre aqueles bem controlados’™. E aceitavel que a motivacdo do paciente e a
atitude perante o tratamento do diabetes sdo fatores cruciais, e determinam, ao menos
parcialmente, se sera alcangado o ideal de controle glicémico como conseqliente prevengao
das complicagbes crénicas'® que comprometem a produtividade, a qualidade de vida e a
sobrevida dos individuos, além de acarretar altos custos para o controle metabdlico e
tratamento de suas complicages.

De forma semelhante, a saude periodontal € amplamente dependente dos habitos
de higiene bucal desses pacientes, o que parece estar relacionado com sua atitude em
relacdo a adesao ao tratamento do diabetes. Foi por esta razédo que no presente estudo os
individuos portadores de Diabetes mellitus Tipo 2, com controle metabdlico inadequado
foram submetidos a um rigoroso controle de placa bacteriana, visando alcang¢ar uma maior
conscientizagcao quanto a importancia de sua adesao ao tratamento na busca pelo sucesso
do mesmo.

A concentragdo de HbA1c reduziu apds terapia periodontal, entretanto esta redugéo

3,15-16,63,71,75,82

nao alcangou significancia. Este resultado concorda com achados prévios e foi

recentemente confirmado em uma meta-andlise*’. Outros estudos observaram significante

|23,45,57,66,73

melhora no controle glicémico apéds terapia periodontal convencional ou combinada



com uso de antibioticoterapia®®>%,

Esses achados dificultam a interpretagdo devido a
presenga de numerosos fatores de confuséo nestes estudos como tamanho inadequado da
amostra, inclusdo de individuos com diabetes tipo 1 € 2 na mesma amostra, auséncia de
descricdo do grau de controle glicémico, uso de tabaco, indice de massa corporal,
medicacdes variadas, auséncia de grupo controle (sem o diabetes) entre outros. Uma
possivel limitacao do nosso estudo é o curto periodo de acompanhamento (tirés meses) para
avaliagdo de alteragdes no controle glicémico, uma vez que a vida util da hemoglobina
associada a glicose é de trés meses. Além disso, o diabetes € multifatorial e o descontrole
metabdlico pode envolver outros fatores, como o aumento do percentual de individuos
obesos, falta de adesdo ao tratamento sistémico, tratamentos ineficazes e presenga de
infecgoes.

No presente estudo os pacientes portadores de diabetes apresentaram niveis
significativamente maiores de indice de massa corporal (IMC) e proteina C-reativa
circulantes em comparagdo com os achados no grupo controle. Um elevado IMC esta
associado com aumento do ndmero e tamanho de adipdcitos, células com alta atividade
metabdlica capazes de produzirem grandes quantidades de TNF-a e IL-6®. A elevada
producao destas citocinas podem estimular maior producao hepatica de proteina C-reativa,
0 que poderia aumentar a resisténcia insulinica® e contribuir para o descontrole metabdlico.

A hiperglicemia caracteristica dos pacientes com diabetes pode vir acompanhada de
dislipidemia, a qual inclui mudangas qualitativas e quantitativas das lipoproteinas e
transtornos no metabolismo de lipides®, principalmente redugcdo HDL e hipertrigliceridemia’.
Muitos estudos tém demonstrado uma associacdo da dislipidemia ndo s6 com diabetes®®,
mas também com a doenca periodontal'*®**. No presente estudo, niveis significativamente
mais elevados de triglicérides foram encontrados nos pacientes portadores de diabetes com
doenga periodontal. Entretanto, o tratamento periodontal n&o foi efetivo em reduzir os niveis
de triglicérides para ambos os grupos, concordando com estudos prévios que demonstraram
minima influéncia do tratamento periodontal em pacientes com diabetes'**°. Esses achados

aumentam a possibilidade de que os niveis desses marcadores possam estar elevados em



conseqiiéncia da obesidade/resisténcia insulinica. Adicionalmente, visto que os pacientes
com diabetes apresentaram pior cooperagdo (compliance) em relacdo ao tratamento
peridontal comparado aos individuos sistemicamente saudaveis, estes podem apresentar
também menor atencdo a habitos saudaveis em geral, incluindo dieta, exercicios e outros
fatores que afetam o perfil lipidico.

Em relacao ao efeito sistémico do tratamento periodontal, este foi capaz de reduzir
niveis plasmaticos de TNF-a e fibrinogénio nos individuos portadores de diabetes.
Entretanto, os niveis desses marcadores nao foram diferentes entre os grupos para ambos
os periodos. TNF-a tém sido reportado por apresentar papel importante na patogénese do
Diabetes mellitus Tipo 28. Um estudo transversal demonstrou haver associagdo entre niveis
circulantes de TNF-a e severidade da doenca periodontal em pacientes com Diabetes
mellitus Tipo 2%'. Porém, estudos longitudinais avaliando o efeito tratamento periodontal nos
niveis de TNF-a circulantes sdo conflitantes. Iwamoto et al.*®* (2001) apresentaram
resultados similares ao presente estudo, com redugao significativa de TNF-a apods
tratamento; entretanto, os autores empregaram terapia periodontal nao-cirdrgica associada
ao uso de antibidtico local. Ja outros estudos nado reportaram tal reducdo de TNF-a apoés
terapia periodontal em pacientes com diabetes®®’°.

O fibrinogénio € uma proteina de fase aguda produzida pelo figado, considerado
um bom marcador de inflamagdo aguda. No presente estudo, o tratamento periodontal
reduziu os niveis sistémicos de fibrinogénio em pacientes com Diabetes mellitus Tipo 2,
concordando com os achados prévios de Christgau et al.'® (1998). Em contraste, Lalla et
al.*® (2007) num estudo com uma amostra reduzida de individuos com diabetes (n=10) nao
observaram diferenga significante no nivel de fibrinogénio apés um més do tratamento
periodontal. Entretanto, a reduzida amostra pode ter sido um fator limitante deste estudo.
Claramente, novos estudos sdo necessarios para definir se a periodontite desenvolve papel
causal na inflamacao sistémica associada com diabetes.

Finalmente, apesar da limitacdo quanto ao tamanho da amostra, os resultados desta

pesquisa revelaram que o tratamento periodontal ndo-cirargico em portadores de Diabetes



mellitus Tipo 2 com controle metabdlico inadequado pode reduzir marcadores inflamatérios
no fluido sulcular gengival com conseqiiente melhora dos parametros clinicos periodontais.
Entretanto, novos estudos devem ser realizados para avaliar o efeito desse tipo de terapia

sobre a condigcéo sistémica.



CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, concluiu-se que:

1. O tratamento periodontal ndo-cirdrgico foi efetivo em melhorar a condigao clinica
periodontal e reduzir a quantidade total de interleucina 18, atividade de elastase,
metaloproteinase de matriz 8 e 9 no fluido gengival de pacientes portadores de
Diabetes mellitus Tipo 2 com controle metabdlico inadequado e individuos
sistemicamente saudaveis.

2. O tratamento periodontal foi efetivo em reduzir niveis plasmaticos do fator de
necrose tumoral a e fibrinogénio, porém nao teve influéncia significativa sobre o
perfil lipidico e o controle glicémico de pacientes portadores de Diabetes mellitus

Tipo 2 com controle metabdlico inadequado.
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CLINICA E IMUNOLOGICA", sob o protocolo n? 60/04, de responsabilidade do Pesquisador (a) FERNANDA DE
OLIVEIRA BELLO CORREA, esti de acordo com a Resolugho 196/96 do Conselho Nacional de Saide/MS, de
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Certify that the research project titled “LONGITUDINAL EVALUATION OF THE
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CORREA responsability, is under the terms of Conselho Nacional de Saiide/MS resolution # 196/96, published on
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for 03 (three) years when the final review of this study will oceur. T
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PG
UNESP vaw UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - ODONTOLOGIA ARARAQUARA
Pesquisa: “Avaliacdo longitudinal do efeito do tratamento periodontal convencional em pacientes
diabéticos tipo 2. Anélise clinica e imunoldgica”.
Pesquisadora responsdvel: Fernanda de Oliveira Bello Corréa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular, declaro, para os devidos fins éticos e legais, que eu (nome)

,(nacionalidade)
, (profissao) , portador do R.G.
, C.IC. ;residente a Rua/Av
, na cidade de ,
Estado de , concordo em participar da pesquisa intitulada: “Avaliacdo

longitudinal do efeito do tratamento periodontal convencional em pacientes diabéticos tipo 2.
Andlise clinica e imunoldgica”. Fui informado que o objetivo desta pesquisa € estudar a associacdo
do Diabetes Mellitus, com a presenga de alteracdes nos meus dentes e gengiva que possam estar
relacionadas a doenca de gengiva e comparar com os achados em pacientes ndo diabéticos e que
também apresentam a doenca de gengiva. Fui esclarecido que, para tanto, deverei responder a um
questiondrio de sadde, serei submetido a exame clinico de rotina dos dentes (avaliagdo da presenca
de lesdes de cdrie e restauracdes) e da gengiva, exame radiografico de todos os dentes e coleta de
amostras do fluido do sulco gengival (liquido presente entre a gengiva e a superficie do dente).
Além disso, autorizo a coleta de uma amostra de sangue para avaliagdo do meu controle glicémico
(quantidade de glicose presente no sangue) e de substancias relacionadas a inflamacao. Estou ciente
de que este procedimento envolve riscos como contaminac¢do e pode vir acompanhado de dor e
hematomas (manchas arroxeadas) na drea. Entretanto, fui informado de que os riscos serdo
minimizados com a realizacdo da coleta de sangue por um profissional especializado utilizando
material apropriado, estéril e descartdvel. Apds a coleta serdo realizados os seguintes exames de
sangue: glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada, hemograma, proteina C reativa, velocidade de
hemossedimentacdo e fibrinogénio. Estou ciente que as coletas de fluido gengival e amostra de
sangue serdo realizadas em dois momentos, inicialmente e 90 dias ap6s o término do tratamento
periodontal para verificar se houve melhora nos pardmetros imunolégicos e naqueles que
apresentam substincias associadas a inflamag¢do. Os exames de sangue laboratoriais serdo
realizados no Nucleo de Atendimento a comunidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP.

Fui informado também que, como parte do estudo, receberei tratamento gengival
completo, o qual poderd ser realizado sob anestesia local quando se fizer necessério, e que
consistird de limpeza dos dentes para remocao de tartaro e placa bacteriana e instrucdes de higiene
bucal. Tenho o conhecimento de que, caso seja necessdria a realizagdo de alguma cirurgia de
gengiva, o material que porventura venha a ser removido, serd encaminhado para o laboratério para
analise das caracteristicas deste tecido.

Estou ciente de que os riscos frente aos procedimentos aos quais serei submetido estdo
relacionados a utiliza¢do de anestésicos locais de rotina no atendimento odontolégico, e a realizacao
de radiografias de boca toda. Em relacido aos riscos que os anestésicos podem causar, estes serdo
evitados pela avaliacdo de histria anterior de reacdes alérgicas a algum tipo de anestésico ou
alteracdoes na pressdo arterial e, caso sejam relatadas alteracdes de qualquer natureza, serei
encaminhado para avaliagio médica e somente poderei participar do estudo quando houver
autorizacdo do profissional. Em relacdo as radiografias, usarei avental e um colar de chumbo como
medida de protegao.



Torno ciente que recebi todas as informagdes sobre a minha participacdo nesta
pesquisa e receberei novos esclarecimentos que julgar necessdrios durante o decorrer da mesma. Fui
esclarecido que ndo terei gastos extras, a ndo ser o deslocamento, e que meu consentimento nao tira
a responsabilidade dos profissionais que estdo realizando esta pesquisa. Existem riscos particulares
para o grupo portador de Diabetes mellitus tipo 2, portanto, continuarei sob acompanhamento com
o meu endocrinologista responsdvel e este estard ciente que receberei tratamento periodontal. Se
houver complicacdes metabodlicas decorrente do Diabetes e meu médico julgar importante a minha
exclusdo da pesquisa, serei imediatamente excluido da mesma. Além disso, tenho plena liberdade
para desistir da referida pesquisa, retirando o meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer
nenhum tipo de penalizacao.

Autorizo, para os devidos fins, o uso, a divulgacdo e publicacdo em revistas

cientificas, brasileiras ou estrangeiras, dos dados obtidos na pesquisa. Recebi a garantia de que a
minha identidade ndo serd divulgada, assegurando a minha privacidade.
Caso haja qualquer problema ou divida quanto ao tratamento odontolégico durante minha
participagdo na pesquisa, terei plena liberdade de contactar a pesquisadora responsdvel, Dra
Fernanda de Oliveira Bello Corréa, pelo telefone: (16) 201-6360, a qual se responsabilizard pela
assisténcia integral necessaria.

Além disso, estou ciente que possuo plena liberdade em consultar o Comité de Etica
em Pesquisa, para qualquer informacao em relacdo a pesquisa da qual participo, pelo telefone (016)
201-6432 ou (016) 201 6434.

Desta forma, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo, dato e assino.

Araraquara, de de 200_.

Assinatura do Paciente Assinatura da Pesquisadora Responsével
C.D. Fernanda de Oliveira Bello Corréa
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Pesquisa: “Avaliacdo longitudinal do efeito do tratamento periodontal convencional em pacientes
diabéticos tipo 2. Anélise clinica e imunoldgica”.
Pesquisadora responsdvel : Fernanda de Oliveira Bello Corréa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Por esse instrumento particular, declaro, para os devidos fins éticos e legais, que eu (nome)

)

(nacionalidade) , (profissao) ,
portador do R.G. , C.IC. ,
residente a Rua/ Av. , na cidade
de , Estado de , concordo em

participar da pesquisa intitulada: “Avaliacdo longitudinal do efeito do tratamento periodontal
convencional em pacientes diabéticos tipo 2. Andlise clinica e imunolégica”. Fui informado que o
objetivo desta pesquisa é estudar a associacdo do Diabetes Mellitus, com a presenca de alteragdes
nos dentes e gengiva que possam estar relacionadas a doenca de gengiva e comparar com O0s
achados em pacientes nao diabéticos e que também apresentam a doengca de gengiva. Fui
esclarecido que, para tanto, deverei responder a um questiondrio de sadde, serei submetido a exame
clinico de rotina dos dentes (avaliacdo da presenca de lesdes de cérie e restauracdes) e da gengiva,
exame radiografico de todos os dentes e coleta de amostras do fluido do sulco gengival (liquido
presente entre a gengiva e a superficie do dente). Além disso, autorizo a coleta de uma amostra de
sangue para confirmag¢do da auséncia do Diabetes Mellitus e avaliagcdo de substancias relacionadas a
inflamacdo. Estou ciente de que este procedimento envolve riscos como contaminacdo e pode vir
acompanhado de dor e hematomas (manchas arroxeadas) na area. Entretanto, fui informado de que
0s riscos serdo minimizados com a realizag@o da coleta de sangue por um profissional especializado
utilizando material apropriado, estéril e descartdvel. Apds a coleta serdo realizados os seguintes
exames de sangue: hemograma, glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada, proteina C reativa,
velocidade de hemossedimentacgao e fibrinogénio. Estou ciente que as coletas de fluido gengival e
amostra de sangue serdo realizadas em dois momentos, inicialmente e 90 dias apés o término do
tratamento periodontal para verificar se houve melhora nos pardmetros imunolégicos e naqueles que
apresentam substincias associadas a inflamag¢do. Os exames de sangue laboratoriais serdo
realizados no Nucleo de Atendimento a comunidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP.

Fui informado também que, como parte do estudo, receberei tratamento gengival completo,
o qual poderd ser realizado sob anestesia local quando se fizer necessario, e que consistird de
limpeza dos dentes para remocao de tirtaro e placa bacteriana e instrucdes de higiene bucal. Tenho
o conhecimento de que, caso seja necessdria a realizacdo de alguma cirurgia de gengiva, o material
que porventura venha a ser removido, serd encaminhado para o laboratério para analise das
caracteristicas deste tecido.

Estou ciente de que os riscos frente aos procedimentos aos quais serei submetido estdo
relacionados a utiliza¢do de anestésicos locais de rotina no atendimento odontolégico, e a realizagao
de radiografias de boca toda. Em relagdo aos riscos que os anestésicos podem causar, estes serdo
evitados pela avaliacdo de histéria anterior de reagdes alérgicas a algum tipo de anetésico ou
alteragdes na pressdo arterial e, caso sejam relatadas alteracdes de qualquer natureza, serei
encaminhado para avaliacio médica e somente poderei participar do estudo quando houver
autorizac@o do profissional. Em relag@o as radigrafias, usarei avental e um colar de chumbo como
medida de protecao.

Torno ciente que recebi todas as informagdes sobre a minha participagdo nesta pesquisa e
receberei novos esclarecimentos que julgar necessdrios durante o decorrer da mesma. Fui
esclarecido que nio terei gastos extras, a ndo ser o deslocamento, € que meu consentimento nio tira



a responsabilidade dos profissionais que estdo realizando esta pesquisa. Além disso, tenho plena
liberdade para desistir da referida pesquisa, retirando o meu consentimento a qualquer momento,
sem sofrer nenhum tipo de penalizagao.

Autorizo, para os devidos fins, o uso, a divulgacdo e publicagdo em revistas cientificas,
brasileiras ou estrangeiras, dos dados obtidos na pesquisa. Recebi a garantia de que a minha
identidade ndo sera divulgada, assegurando a minha privacidade.

Caso haja qualquer problema ou divida quanto ao tratamento odontoldgico durante minha
participacdo na pesquisa, terei plena liberdade de ligar para a pesquisadora responsavel, Dra
Fernanda de Oliveira Bello Corréa, pelo telefone: (16) 201-6360, a qual se responsabilizard pela
assisténcia integral necessaria.

Além disso, estou ciente que possuo plena liberdade em consultar o Comité de Etica em
Pesquisa, para qualquer informacgdo em relacdo a pesquisa da qual participo, pelo telefone (016)
201-6432 ou (016) 201 6434.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos e, por estar de pleno
acordo com o teor do mesmo, dato e assino esse Termo de Consentimento.

Araraquara, de de 200_.

Assinatura do paciente Assinatura da Pesquisadora Responsivel
C.D. Fernanda de Oliveira Bello Corréa
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Araraquara, 25 de marco de 2008.
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