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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DM2 Diabetes Mellitus tipo 2

FCG Fluido crevicular gengival

HbAlc Hemoglobina glicada

IG indice de sangramento gengival

IP Indice de placa

NIC Nivel de insercéo clinica

OHIP Oral Health Impact Profile

P Periodontite

PISA Area de superficie periodontal inflamada
P.S. Profundidade de sondagem

RAR+Placebo Raspagem e alisamento radicular associado a placebo
RAR+Probi Raspagem e alisamento radicular associado a probidtico

RG Recessao gengival



Pedroso JF. Efeito da terapia probiotica (Lactobacillus reuteri) coadjuvante no
tratamento da periodontite associada ao Diabetes Mellitus: estudo clinico,
controlado e randomizado [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

A associacdo de probioticos ao debridamento mecanico pode ser uma proposta
de tratamento das doencas periodontais, em especial para pacientes portadores
de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Avaliou-se os efeitos da administragcdo do
probidtico Lactobacillus reuteri como terapia coadjuvante no tratamento da
Periodontite (P) associada ao DM2. Um total de 40 participantes diabéticos e
diagnosticados com P foram randomizados em Grupo RAR+Placebo (n=20):
receberam debridamento mecanico associado ao probidtico e Grupo RAR+Probi
(n=20): tratados com debridamento mecanico associado a um placebo. Foram
realizadas avaliacOes de profundidade de sondagem (P.S.), recessdo gengival
(RG), nivel de insercdo clinica (NIC), indice de placa (IP), indice de
sangramento gengival (IG) e indice PISA no baseline, 30, 90 e 180 dias. Foi
realizada dosagem da concentracao de citocinas (INF-y, IL-10, I1L-12, IL-13, IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-a) do fluido crevicular gengival (FCG), no baseline e
180 dias apos o tratamento. Informacgdes sobre efeitos adversos do uso de
medicamentos e sobre qualidade de vida foram coletadas. Os dados foram
obtidos em média e desvio padrdo, e analisados pelos testes Fridman/Tukey e
MannWhiteny. Considerado a metodologia do presente estudo, os resultados
obtidos apontam que o debridamento periodontal promoveu melhora
significativa (p<0.05) nos parametros clinicos periodontais em ambos 0s grupos,
mas o0 uso do probiotico ndo foi eficiente para resultados adicionais quando
comparado com o placebo. A terapia periodontal interferiu nos niveis de
citocinas do FCG, porém ndo se pode afirmar que o uso de probiotico apresenta
0 mesmo efeito.

Palavras-chave: Debridamento periodontal. Probioticos. Periodontite. Diabetes
Mellitus tipo 2. Citocinas.



Pedroso JF. Effect of adjuvant probiotic therapy (Lactobacillus reuteri) in the
treatment of periodontitis associated with Diabetes Mellitus: clinical, controlled
and randomized study [thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The association of probiotics with mechanical debridement may be a proposal
for the treatment of periodontal diseases, especially for patients with type 2
Diabetes Mellitus (DM2). The effects of the administration of the probiotic
Lactobacillus reuteri as an adjunctive therapy in the treatment of Periodontitis
(P) associated with DM2 were evaluated. A total of 40 diabetic participants and
diagnosed with P were randomized into Group RAR + Placebo (n = 20):
received mechanical debridement associated with the probiotic and Group RAR
+ Probi (n = 20): treated with mechanical debridement associated with a
placebo. Probing depth (P.S.), gingival recession (RG), clinical insertion level
(NIC), plaque index (IP), gingival bleeding index (IG) and PISA index were
performed at baseline, 30, 90 and 180 days. Measurement of the concentration
of cytokines (INF-y, IL-10, IL-12, I1L-13, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-«) of the
gingival crevicular fluid (FCG), at baseline and 180 days after treatment.
Information on adverse effects of medication use and on quality of life was
collected. The data were obtained in mean and standard deviation, and analyzed
by the Fridman / Tukey and MannWhiteny tests. Considering the methodology of
the present study, the results obtained point out that periodontal debridement
promoted a significant improvement (p <0.05) in periodontal clinical
parameters in both groups, but the use of probiotic was not efficient for
additional results when compared with placebo. Periodontal therapy interfered
with FCG cytokine levels, but it cannot be said that the use of probiotics has the
same effect. Cytokines

Keywords: Periodontal debridement. Probiotics. Periodontitis. Type 2 Diabetes
Mellitus. Cytokines.



1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca crénico-metabdlica na
qual o pancreas ndo produz insulina o suficiente ou o organismo se torna
incapaz de utiliza-la de forma efetiva (Brugués et al., 2016) e atinge cerca de 5%
da populacdo mundial (Cervino et al., 2019). A resposta imune e a presenca
exacerbada de citocinas estdo correlacionadas com o inicio e desenvolvimento
da DM2, o que a caracteriza como uma doenca inflamatoria (Donath et al.,
2011; Duncan et al., 2003; Hotamisligil et al., 2006; Kolb et al., 2005; Morettini
et al., 2015; Pradhan et al., 2001; Schmidt et al., 1999). Além disso, 0 DM2
pode levar ao desequilibrio metabdlico, hiperglicemia e inflamacéo crénica com
potencial influéncia sobre a integridade de tecidos e sua reparacdo (Taylor et al.,
2013).

A Periodontite (P) é caracterizada por um processo inflamatorio croénico
destrutivo, que atinge os tecidos de suporte do dente, e ocorre devido a acdo de
bactérias e seus subprodutos. Sua manifestacdo provem da interacdo entre o
agente causador e a resposta imune e inflamatéria do hospedeiro (Dentino et al.,
2013; Dhingra, 2012). O DM2 e a P sdo doencas biologicamente associadas
(Khanuja et al., 2016), pois apresentam a mesma etiopatogénese inflamatoria
(Acharya et al., 2015) e demonstram uma relacao bidirecional, pois DM2 afeta a
severidade da P, e esta pode contribuir para a carga inflamatéria total do
individuo, influenciando o curso natural do DM2 (Bascones-Martinez et al.,
2011). A periodontite afeta aproximadamente 10% da populacdo mundial, mas
essa prevaléncia pode aumentar para 15% quando se considera pacientes com
DM2 (Frencken et al., 2017; Preshaw et al., 2012). Pacientes com DM2 e
portadores de P apresentam maior risco de desenvolver complicagdes

decorrentes do diabetes, em comparacdo com pacientes sem periodontite
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(Nguyen et al., 2020).

A periodontite dificulta o controle glicémico em individuos com
diabetes, em relacdo aqueles sem periodontite, e consequentemente, o pobre
controle da glicemia esta associado ao aumento do nivel e frequéncia de
patogenos periodontais (Miranda et al., 2017; Taylor et al., 1996). A composicao
do biofilme subgengival de pacientes diabéticos portadores de periodontite é
diferente do biofilme de pacientes que apresentam apenas a doenca periodontal,
pois aquele apresenta altas quantidades de T. denticola, T. forsythia, P.
Gingivalis, P. Intermedia, F. nucleatum, E. nodatum e P. micra quando
comparado aos individuos sem diabetes (Aemaimanan et al., 2013; Li et al.,
2012; Miranda et al., 2017). O biofilme subgengival de diabéticos apresenta
maiores quantidade de bactérias do complexo vermelho, tanto em sitios
saudaveis quanto em sitios atingidos pela periodontite, mostrando que, o elevado
niumero de bactérias periodontopatdgenas em pacientes diabéticos ndo esta
relacionado apenas com a severidade da doenca periodontal, mas também com o
aumento da resisténcia a insulina e o baixo controle glicémico (Aemaimanan et
al., 2013).

A terapia periodontal ndo-cirurgica é considerada o padrdo-ouro para o
tratamento da P (Goodson et al., 2012), e envolve o debridamento radicular
associado a instrucdes de higiene oral ao paciente (Claffey et al., 2000). A
literatura demonstra que a terapia mecanica promove melhora no tecido
periodontal, inclusive em pacientes diabéticos. (Westfelt et al., 1996; Kiran et
al., 2005; Singh et al., 2008; Koromantzos et al., 2011). No entanto, esta
abordagem convencional de tratamento pode ser insuficiente para se obter uma
microbiota compativel com periodonto saudavel em pacientes portadores de
DM2 (Grellmann et al.,, 2016), podendo aumentar as chances de falha
terapéutica, especialmente nas bolsas periodontais profundas, regides de furca e

bolsas complexas (Bower, 1979; Brayer et al., 1989).
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Na busca de se obter uma microbiota compativel no periodonto, terapias
coadjuvantes sdo associadas ao debridamento mecénico, auxiliando na
descontaminacdo da superficie radicular. Antibidticos, antissépticos, terapia
fotodindmica e administracdo de vitamina C sdo exemplos de abordagens
alternativas (Aykol et al., 2011; Berezow, Darveau, 2011; Bogdan et al., 2020;
Garcia et al., 2013; Garcia et al., 2014; Guarnelli et al., 2010).

Um dos fatores de risco associados a etiologia das doencas periodontais
é a reducdo ou auséncia de microrganismos benéficos nos tecidos periodontais,
como os probidticos (Socransky, Haffajee, 1992; Slot, Rams 1991; Wolff et al.,
1994). A Organizacdo de Alimentos e Agricultura (FAO) e a Organizacgédo
Mundial de Saude (WHO) definem os probidticos como “microrganismos vivos
que quando administrados em quantidades adequadas conferem um beneficio a
saude do hospedeiro” (Brown, Valiere, 2004).

Os sitios atingidos pela periodontite, além de abrigarem bactérias
periodontopatogenas, também podem ser colonizados por espécies de
lactobacilos probidticos, os quais podem inibir a acdo daquelas (Koll-Klais et
al., 2005). Assim, os probidticos atuam como moduladores na composic¢ao do
biofilme recém-formado, favorecendo a fixacdo da flora comensal e impedindo
a colonizacdo de patdgenos verdadeiros, 0s quais sdo associados a processos
inflamatorios nos tecidos periodontais (Teughels et al., 2011). Desta forma, a
utilizacdo de probidticos associada ao debridamento radicular tem sido proposta
para tratamento da periodontite (Teughels et al., 2011), pois os probidticos sdo
capazes de diminuir a contagem total de UFC (unidades formadoras de col6nias)
de patdgenos periodontais (Seminario-Amez et al., 2017).

Sugere-se que 0s mecanismos de atuacdo dos probidticos no periodonto,
em especifico, nas células do epitélio oral, estdo associados a modulacdo da
resposta inflamatdria do hospedeiro (Stamatova, Meurman, 2009), atraves da

inibicdo de interleucinas (Cosseau et al., 2008; Sliepen et al., 2009; Zhang et al.,
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2008) e reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias (Twetman et al.,
2009). O emprego de probidticos pode atuar no controle dos sinais clinicos da
inflamacdo para o tratamento da gengivite (Slawik et al., 2011; Staab et al.,
2009), periodontite (Shimauchi et al., 2008; Szkaradkiewicz et al., 2014; Tekce
et al., 2015; Tsubura et al., 2009; Vicario et al., 2013; Vivekananda et al., 2010)
e periodontite agressiva (Shahet al., 2013). A atuacdo dos probidticos promove
reducdo dos parametros clinicos periodontais (Hallstrém et al., 2013; Harini,
Anegundi, 2010; Iniesta et al., 2012; Krasse et al., 2005; Matsuoka et al., 2006;
Mayanagi et al., 2009; Riccia et al., 2007; Teughels et al., 2013; Twetman et al.,
2009), com reducdo da profundidade de bolsa, reducdo do indice de
sangramento a sondagem, e diminuicdo de bactérias anaerdbias (Harini,
Anegundi, 2010; Krasse et al., 2005; Riccia et al., 2007; Teughels et al., 2013;
Twetman et al., 2009).

Os principais microrganismos utilizados como probidticos sdo bactérias
dos géneros Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus e Bifidobacterium (Bron et
al., 2012). O Lactobacillus reuteri, presente na microbiota bucal inata em seres
humanos, apresenta propriedades antibacterianas por converter glicerol em
reuterina. Este composto organico denominado reuterina apresenta amplo
espectro antimicrobiano (Iniesta et al., 2012), favorecendo a manutenc¢do de uma
microbiota saudavel, pois impede o0 crescimento excessivo de outros
microrganismos patogénicos (Jones, Versalovic, 2009).

A literatura ndo esclarece se os probioticos oferecem reais beneficios
clinicos no tratamento da periodontite, sendo que a maioria dos estudos mostra
uma melhora limitada e temporaria nos parametros clinicos periodontais
(Jayaram et al., 2016). Além do mais, ndo foram encontrados estudos com
probidticos em pacientes diabéticos. Diante disso, 0 objetivo do presente projeto
foi avaliar os efeitos do probidtico como terapia coadjuvante no tratamento da P

em pacientes portadores de DM2, atraveés de anélise clinica.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, por meio de analise clinica, os
efeitos da administracdo de probidtico (Lactobacillus reuteri) como terapia
coadjuvante para o tratamento da Periodontite em pacientes portadores de
Diabetes Mellitus tipo 2.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia do presente estudo segue as normas do novo CONSORT-
STATEMENT de 2010 (Moher et al., 2010) e do SPIRIT-STATEMENT de
2013 para ensaios clinicos randomizados. Foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa de Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos
Campos — UNESP sob numero 2.708.923, e foi registado na plataforma de
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC: RBR-8t4qgx).

3.1 Populacéo alvo

A populacdo alvo do estudo foi constituida de 40 pacientes
diagnosticados com Periodontite e portadores de Diabetes Mellitus tipo 2, os
quais foram recrutados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia- UNESP, em Séo

José dos Campos/SP.

3.1.1 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado para a variavel primaria “mudanca
na profundidade de sondagem”, baseada em Vivekananda et al. (2010).
Considerando um a de 5% e um erro tipo B de 20% (Power de 80%) para
detectar uma diferenca de pelo menos 1 mm na reducdo da profundidade de

sondagem de bolsas maiores que 5mm entre 0s grupos para um desvio padréo de
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0,79 e uma diferenca entre o grupo de teste e controle de 0,3 mm, calculou-se
que 16 pacientes eram necessarios em cada grupo (www.sealedenvelope.com).

Com uma atricdo de 20% a amostra incluida foi de 20 pacientes por grupo.

3.1.2 Critérios de inclusdo

a) individuos acima de 35 anos portadores de DM2 tipo 2 diagnosticado
h& mais de cinco anos e HbAlc <9 (Borgnakke et al., 2014);

b) ter sido diagnosticado com periodontite estagio Il e IV grau B;

C) apresentar no minimo 16 dentes;

d) concordar em participar do estudo e assinar o termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE) para a participacdo na pesquisa, apés a
explicacdo dos riscos e beneficios (Resolucdo n° 196 de outubro de
1996 e 0 Cadigo de Etica Profissional Odontolégico—C.F.0.—179/93).

3.1.3 Critérios de nao inclusdo

a) pacientes portadores de doencgas cardiovasculares, cancer,
distarbios gastrointestinais, doencas de pele, gravidez, lactacéo,
tabagismo, artrite, l0pus;

b) ter passado por tratamento periodontal nos ultimos 12 meses;

c) ter feito uso de suplementos antioxidantes, anti-inflamatdrios, ou

antibidticos no prazo de 3 meses anteriores;
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d) ter alterado a medicacdo para controle da glicemia nos ultimos 3
meses;

e) apresentar elementos dentarios com inflamacdo pulpar ou
periapical;

f) apresentar quaisquer outras doencas de origem inflamatéria.

3.1.4 Critérios de saida

a) pacientes que, por qualquer motivo, fizerem uso de drogas
antibioticas e/ou anti-inflamatorias durante o periodo do estudo;

b) pacientes que voluntariamente decidirem abandonar a pesquisa.

3.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo do tipo clinico, controlado, randomizado, triplo

cego e prospectivo, com acompanhamento de 6 meses.

3.3 Terapias iniciais

Todos os pacientes foram instruidos sobre a relacdo entre a Doenca
Periodontal e a da DM2 e passaram por uma terapia inicial. Esta consistiu na

adequacdo do meio bucal e incluiu procedimentos como: extracOes, tratamentos
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endodobnticos, remocgdo de tecido cariado com selamento de cavidades, e
remocdo de excessos de restauracOes. Posteriormente receberam instrucdo de
higiene oral, raspagem de céalculo supragengival, profilaxia e polimento

coronario.

3.4 Randomizacéao e cegamento

Uma pessoa externa ao projeto (secretaria da disciplina de periodontia)
gerou uma sequéncia utilizando o software — “first (and original) generator”,
disponivel no site www.randomization.com, para alocar aleatoriamente 0s
pacientes em cada grupo. Essa sequéncia foi distribuida em envelopes pardo-
opacos, 0s quais foram selados. Cada envelope continha o niUmero do paciente e
indicava a qual grupo pertencia, e consequentemente, se recebeu o probidtico ou
placebo como terapia coadjuvante. As numeracdes foram reveladas somente no
momento da terapia periodontal. Este procedimento de colocar o tratamento que
cada paciente iria receber em um envelope opaco teve como objetivo ocultar a
sequéncia de randomizacdo das pessoas responsaveis pela alocacdo dos
pacientes, pelo pesquisador responsavel pelo tratamento e pelo pesquisador
responsavel pelas afericdes dos parametros.

Além do ocultamento da randomizacdo, 0s pacientes, o pesquisador
responsavel pelos procedimentos de tratamento (debridamento periodontal) e o
pesquisador responsavel pelas medidas ndo tinham conhecimento sobre qual
tratamento cada grupo recebeu, caracterizando o cegamento do estudo. As
medidas de randomizacdo e ocultamento da randomizacdo foram realizadas de
acordo com as normas do CONSORT 2010 (Moher et al., 2010).
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3.5 Tratamento periodontal

Todos os pacientes receberam debridamento periodontal ultrassénico de
boca toda em estagio unico (Wennstrom et al., 2005), apds anestesia com
mepivacaina e a sessdo durou em média 1 hora. Foi utilizado equipamento
ultrassénico (Prof Neo, Dabi Atlante-BR) com pontas especificas (Dabi Atlante
TipPerio Sub- EVMWQHED3). Todos os sitios que apresentam doenca
periodontal foram instrumentados nesta sesséo, sendo o debridamento realizado
por um unico operador treinado, cego para a alocagéo dos pacientes, e diferente
do avaliador. Apos esta terapia mecéanica, os pacientes foram designados para
um dos seguintes grupos:

a) Grupo RAR+Placebo (n=20): pacientes com P, portadores de DM2,
tratados com debridamento periodontal associado a um placebo;

b) Grupo RAR+Probi (n=20): pacientes com P, portadores de DM2 que
receberam debridamento periodontal associado ao probidtico Lactobacillus
reuteri.

No grupo RAR+Probi, foi administrado o probiético (pastilha) 2 vezes
por dia, ap6s a escovacao, sendo um pela manhad e outro a noite, durante um
periodo de 21 dias consecutivos (Vivekananda et al., 2010; Ince et al., 2015;
Tekce et al., 2015). O probidtico utilizado foi o Lactobacillus reuteri, o qual é
composto pelas cepas DSM 17938 e ATCC PTA 5289, ambos com
concentracdo del1x10® UFC/pastilha (Prodentis: BioGaia, Lund, Suécia) (Tekce
et al., 2015; Teughels et al., 2013; Twetman et al.,, 2009). As pastilhas
apresentam sabor de horteld, e sua administragdo comecgou imediatamente apos a

sessdo de debridamento periodontal. No grupo RAR+Placebo, um placebo com
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formato e sabor semelhantes ao probiético, também foi administrado 2 vezes por

dia, pela manha e a noite, por um periodo de 21 dias consecutivos.

3.6 Medidas clinicas

As medidas clinicas foram realizadas no baseline, 30, 90 e 180 dias apds
0 tratamento, utilizando uma sonda periodontal Carolina do Norte (UNC- Hu-
Frieday). Os seguintes parametros foram avaliados: indice de Placa (IP); indice
Gengival (IG); Profundidade de Sondagem (P.S.), obtida através da medida do
fundo da bolsa até a margem gengival; Nivel Clinico de Inser¢do (NIC), obtida
através da medida do fundo da bolsa até a juncdo cemento- esmalte; Recesséo
Gengival (RG), medida obtida da juncdo cemento-esmalte até a margem
gengival; e Area de superficie Periodontal Inflamada (PISA).

Todas as medidas clinicas foram realizadas por um Unico pesquisador
previamente calibrado para as medidas e que estava cego em relacdo ao
tratamento recebido pelos pacientes. A calibracdo do examinador foi feita da
seguinte forma: o examinador mediu a P.S. e o NIC de 10 pacientes duas vezes
em um intervalo de 48 horas. Em seguida, as medidas foram submetidas ao teste
de correlacdo intraclasse e o examinador foi julgado calibrado apds encontrar
uma concordancia de 90% nas medidas. Esse procedimento se repetiu até que o
examinador atingisse esse indice.

A Area de Superficie Periodontal Inflamada (PI1SA) foi calculada a partir
de dados coletados na sondagem da bolsa periodontal. Para o célculo do PISA,
foram realizadas as seguintes etapas:

a) apos preencher os valores do Nivel de insercdo clinica (NIC) em

uma planilha de Excel desenvolvida e disponibilizada pelos
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autores do método de PISA (Nesse et al., 2008), o programa
calcula a média de NIC para cada dente;

b) a média do NIC para cada dente ¢ inserido em uma férmula;

c) apos preencher os valores de Recessdo gengival (RG), o programa
calcula a média de RG para cada dente;

d) a média de RG para cada dente € inserida em uma férmula;

e) a area obtida pela RG (&rea de recessao) € subtraida da area obtida
pelo NIC (érea total), resultando na Area de Superficie Periodontal
Epitelial (PESA);

f) o valor de PESA para cada dente é multiplicado pelo numero de
sitios com resposta positiva para 0 Sangramento a Sondagem (SS),
obtendo- se o valor de PISA;

g) a soma de todos os valores de PISA para cada dente e calculada,

resultando no valor de PISA total.

3.7 Avaliacao de efeitos adversos

Durante a administracdo da terapia coadjuvante, probidtico ou placebo,
todos os participantes preencheram um formulario em relacéo a efeitos adversos
do uso de medicamentos. No primeiro dia de administracdo do coadjuvante, 0s
participantes receberam um formulario de papel, contendo perguntas a respeito
de possiveis efeitos adversos do uso das pastilhas. O formulario foi preenchido

durante os 21 dias da terapia coadjuvante.

3.8 Coleta do fluido crevicular gengival
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A placa supragengival visual foi cuidadosamente removida com uma
sonda periodontal e rolete de algodéo estéril. Nos sitios previamente secos com
jato de ar, o fluido crevicular gengival (FCG) foi coletado através de cones de
papel estéril (Ponta de Papel Absorvente — MK Life, Porto Alegre, Brasil).
Foram coletadas amostras de fluido crevicular gengival de bolsas que
apresentavam P.S.> 7 mm no baseline. As mesmas bolsas, independente da
medida de P.S., foram avaliadas em 30, 90 e 180 dias apds o tratamento.

Os cones foram inseridos suavemente no sulco gengival e permaneceram
durante 20 segundos (Yucel-Lindberg et al., 1999). Os cones foram transferidos
para eppendorf contendo 120 ml de PBS (solugdo salina tamponada com
fosfato) associado com 0,05% de Tween 20, e apos, foram armazenados no

freezer a -80°C.

3.9 Andlise centrada no paciente

Avaliacdo do impacto da saude oral na qualidade de vida do paciente,
isto €, a percepc¢do do paciente a respeito do impacto das condigdes orais no seu
bem-estar, foi realizada através de um questionario com 14 perguntas: Oral
Health Impact Profile (OHIP-14). Os pacientes responderam a esse questionario

antes do tratamento e ap0s 6 meses de acompanhamento.

3.10 Dosagem de citocinas
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Os niveis de INF-y, IL-10, IL-12, IL-13, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-a
foram determinadas utilizando Kits Multiplex especificos (HCYTOMAG-60K-
06- Human Cytokine/ Chemokine Panel I, 6 plex), de acordo com as instrucgdes
do fabricante. A andlise foi realizada em equipamento MAGPIX XPONENT 4.2
TEC/NCM: 90275040 MAGPIX System with x PONENT 4.2.

3.11 Andlise estatistica

Os dados foram disponibilizados em média e desvio padrdo. Para IG e
IP, foram expressos em porcentagem. A avaliacdo de normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Fridman/Tukey foi utilizado para
diferengas intragrupo, enquanto o teste MannWhiteny, para intergrupo. Para a
avaliacdo centrada no paciente, questionario OHIP, foram realizados os testes
ndo paramétricos de Mann-Whitney e o teste de Wilcoxon para encontrar

também diferencas intra e inter grupo ao nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Dados demograficos

Dos 40 pacientes que iniciaram o tratamento, apenas 1 paciente do grupo
teste ndo retornou para o controle clinico, sendo excluido do estudo, como
mostra no processo de randomizacdo da figura 1. Os dados demogréaficos

coletados foram expressos em porcentagem, apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Dados demograficos dos pacientes incluidos na pesquisa (n=40)

Parametro RAR+Placebo(n=20) RAR+Probi(n=19) p-value
Idade (anos) 54.3+10.2 63.8+9.4 0.004* a
n° de dentes 22.3+4.5 22.0+4.8 0.83 a

Género (M/F) 6/14 8/11 0.514 b

Legenda: (M) masculino; (F) feminino; (a) Teste t; (b) Teste Qui-quadrado; *estatisticamente
significante.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 1- Processo de randomizagdo de acordo com as normas do CONSORT
2010
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CONSORT 2010 Flow Diagram

[ Enrollment ] Assessed for eligibility (n=335)

Excluded (n=295)
+ Not meeting inclusion criteria (n254 )
+ Declined to participate (n=41)

Randomized (n=40)

|

¥ [ Allocation ] ¥
Allocated to RAR+Rlacebo -Control group (n=20 RAR+Probi- Test group (n=20)
+ Received allocated intervention (n=20) + Received allocated intervention (n-20 )
« Did not receive allocated intervention (give + Did not receive allocated intervention (give
reasons) (n=0) reasons) (n=0)

v [ FollowUp ] v
A J
Lost to follow-up (give reasons) (n=0) Lost to follow-up (give reasons) (n=1)
Discontinued intervention (give reasons) (n=0) Discontinued interventior{give reasons) (n=0)
v [ Analysis ] L
Analysed (n=20) Analysed (n=19)
+ Excluded from analysis (give reasons) (n=0) + Excludedfrom analysis (give reasons) (n= 0)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Parametros clinicos periodontais

Foram obtidos, em porcentagem, o Indice Gengival (IG) e o Indice de
Placa (IP) e, por média e desvio padrdo, a Profundidade de Sondagem (P.S.),
Recessdo Gengival (RG) e o Nivel de Insercdo Clinico (NIC). As medidas foram
realizadas no baseline, 30, 90 e 180 dias ap0s o tratamento. Tanto no grupo
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RAR+Placebo como no grupo RAR+Probi, as porcentagens de IG e de IP
reduziram ao longo do tempo, porém sem diferencas significativas entre os
grupos estudados. Em relagao a P.S., o grupo RAR+Placebo mostrou reducdo a
partir de 90 dias, enquanto o grupo RAR+Probi, mostrou reducdo somente a
partir de 180 dias de acompanhamento. Os indices de RG mantiveram-se
estaveis ao longo do tempo em ambos os grupos, porém no grupo RAR+Probi
mostrou maiores indices de RG quando comparado com o grupo RAR+Placebo.
NIC exibiu reducges significativas ao longo do tempo, em ambos os grupos. Os

dados clinicos estdo expostos na tabela 2.

Tabela 2- Parametros clinicos periodontais expressos em porcentagem para o
indice Gengival (IG) e indice de Placa (IP) e em média e desvio padrdo para
Profundidade de Sondagem (P.S.) e Nivel de Insercdo Clinica (NIC)

Parametros Tempo RAR+Placebo RAR+Probi p-value (intergrupo)
Baseline 88 +19Aa 93+17Aa 0,11
1G (%) 30 dias 41+23Ba 42+26Ba 0,98
90 dias 29+21Ba 35+27Ba 0,40
180 dias 24+26Ba 29+27Ba 0,31
Baseline 69+14Aa 67+19Aa 0,34
IP (%) 30 dias 50+24Aa 55+24Aa 0,53
90 dias 54+22Aa 52+19Aa 0,47
180 dias 35+29Ba 45+28Aa 0,27
Baseline 3,31+0,31Aa 3,6+0,54Aa 0,23
P.S. (mm) 30 dias 3,00+0,43Aa 3,15+0,57Aa 0,29
90 dias 2,75+0,43Ba 3,12+0,47Aa 0,05
180 dias 2,69+0,41Ba 2,87+0,51Ba 0,27
Baseline 0,26+0,20Aa 0,41+0,20Ab 0,016*
RG (mm) 30 dias 0,29+0,22Aa 0,42+0,20Ab 0,05
90 dias 0,27+0,21Aa 0.46+0,23Ab 0,005*
180 dias 0,27+0,21Aa 0,44+0,22Ab 0,013*
Baseline 3,57+0,40Aa 4,00+0,61Ab 0,02*
NIC (mm) 30 dias 3,28+0,55Aa 3,57+0,63Ba 0,12
90 dias 3,02+0,54Ba 3,58+0,61Bb 0,002*
180 dias 2,96+0,47Ba 3,32+0,57Bb 0,024*

Legenda: Letras mailsculas na vertical e letras minasculas na horizontal indicam as diferencas
estatisticamente significantes. (A) diferencas Intragrupos, teste de Fridman; (a) diferencas Intergrupos,
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teste de Mann-Whitney; (*) diferenca estatisticamente significante. P<0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Estratificacdo dos sitios moderados e profundos

Os dados de P.S. (Profundidade de Sondagem) e NIC (Nivel Clinico de
Insercdo) foram subdivididos de acordo com a profundidade, em moderada (5 e
6mm) e profunda (> 7mm). A quantidade de sitios que apresentavam
profundidade moderada e profunda em relagcdo a OS e NIC também foi
analisada. Em ambos os grupos, para P.S. e NIC entre 5 e 6 mm, os resultados
apontam que houve reducdo desses parametros apos 30 dias de tratamento,
estabilizando-se até os 180 dias. J& em relacéo aos sitios com P.S. e NIC >7mm,
0 grupo RAR+Probi apresentou valores significativamente maiores em relagéo
ao grupo RAR+Placebo. No baseline, o grupo RAR+Probi apresentava maior
quantidade de bolsas >7mm, em relagcdo ao grupo placebo, com significancia
estatistica. Os dados coletados foram expressos em média e desvio padrdo, e

encontram-se na tabela 3.

Tabela 3- Estratificacdo de P.S. e NIC em relacéo a sitios moderados (5 e 6mm)

e sitios profundos (> 7mm), expressos em média e desvio padrao

(continua)

Parametros Tempo RAR+Placebo RAR+Probi p-value (intergrupo)
Baseline 5.440.24 Aa 5.34+0.18 Aa 0.40
PS (506 30 dias 4.32+0.61Ba 4.43+0.66Ba 0.57
S.(5e6mm) g4 gias 3.9+0.68Ba 4.14+058Ba 0.16

180 dias 3.75+0.63Ba 3.81+0.59Ba 0.74
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Tabela 3- Estratificacdo de P.S. e NIC em relacdo a sitios moderados (5 e 6mm)

e sitios profundos (> 7mm), expressos em média e desvio padréo

(concluséo)

Parametros Tempo RAR+Placebo RAR+Probi p-value (intergrupo)
Baseline 5.38+0.19Aa 5.34+0,18 Aa 0.43
NIC (5 e 6mm) 30 d!as 4.51+0.56Ba 4.43+0.66Ba 0.72
90 dias 4.21+0.65Ba 4.14+0.58Ba 0.66
180 dias 4.08+0.65Ba 3.81+0.59Ba 0.08
Baseline 10.0045.33Aa 13.55+10.3Aa 0.33
#P.S. (5 6mm) 30 dias 3.35+3.00Ba 6.05+5.64Ba 0.16
= 90 dias 2.5+2.54Ba 6.15+6.52Ba 0.06
180 dias 2.55+2.21Baa 5.30+6.41Ba 0.38
Baseline 8.53+1.33Aa 7.95+0.44Aa 0.32
P.S. (> 7mm) 30 dias 5.32+1.73Ba 6.50+1.51Ba 0.10
= 90 dias 4.99+1.46Ba 6.23+1.0Bb 0.02*
180 dias 4.83+1.38Ba 5.05+1.65Ba 0.79
Baseline 6.56+3.53Aa 7.51+1.99Aa 0.73
NIC (> 7mm) 30 d!as 4.65+3.09Aa 6.69+2.01Ab 0.03*
- 90 dias 4.49+2.77Aa 6.47+1.94Ab 0.02*
180 dias 4.35+2.62Aa 5.89+1.84Ab 0.04*
Baseline 4.08+2.06Aa 8.38+6.78Ab 0.03*
#P.S. > 7mm) 30 dias 1.31+1.03Ba 4.31+4.70Aa 0.18
= 90 dias 0.92+0.86Ba 3.85+3.89Aa 0.05
180 dias 0.85+0.90Baa 3.00+3.42B 0.22

Legenda: Letras mailsculas na vertical e letras mindsculas na horizontal indicam as diferencas
estatisticamente significantes. (A) diferencas Intragrupos, teste de Fridman; (a) diferencas Intergrupos,
teste de Mann-Whitney; (*) diferenca estatisticamente significante. P<0,05. #: quantidade de sitios.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Indice PISA

Em relagdo aos valores de PISA, na tabela 4 estdo demonstrados os
valores em mm2, considerando o tratamento realizado e o tempo. Os valores

foram obtidos no baseline, 30, 90 e 180 dias apds o tratamento. Os resultados
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mostram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo as
terapias realizadas, exceto aos 90 dias. No entanto, houve diferenca no tempo de
tratamento, sendo possivel observar uma reducdo dos valores, em todos os

grupos, com o decorrer do estudo.

Tabela 4 — Valores do PISA (mm?) — Tratamento X Tempo

Grupos RAR+Placebo (n=20) RAR+Probi (n=19) p-value (intergurpo)
Baseline 907,11+ 279,28Aa 992,71+360,28Aa 0,49
30 dias 433,03 +271,66Aba 455,15+320,15Ba 0,95
90 dias 245,25 +243,65Bca 391,56 +341,31Bb 0,04*
180 dias 181,93+232,07Ca 262,82+337,35Ba 0,38

Legenda: Teste de Fridman/Tukey, letras mindsculas na horizontal (a) diferencas estatisticas
significantes intergrupos e teste Mann Whiteny, letras mailsculas na vertical (A) diferencas
estatisticas significantes intragrupos. P<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Avaliacdo de efeitos adversos

Durante a administracdo da terapia coadjuvante, probidtico ou placebo,
todos os participantes preencheram um formulario em relacao a efeitos adversos
do uso de medicamentos. O questionario continha os seguintes itens: A: Teve
dor de cabeca? B: Teve dor de estbmago? C: Teve nausea ou vomitou? D:
Sentiu gosto metalico na boca? E: Teve diarreia ou dor abdominal? F: Sentiu-se
sonolento? G: Teve coceira na pele? H: Notou feridas na pele? Os participantes
deveriam apontam no questionario a ocorréncia de quaisquer um desses
sintomas durante o uso das pastilhas. No grupo RAR+Placebo 30% dos
participantes relataram ter sofrido dor de cabeca no inicio do uso do placebo,

enquanto 20% sofreram dor de cabecga nas 3 semanas consecutivas. Destaca-se
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também que de 10 a 20% dos pacientes que utilizaram o placebo afirmaram ter
sofrido episodios de diarreia e/ou dor abdominal durante o periodo do
tratamento. Enquanto que, no grupo que recebeu pastilhas de probidticos, 10%
relataram ter sofrido dor de estdmago durante as 3 semanas do estudo, e de 15 a
20% sentiram sonoléncia. Os dados estdo expressos em porcentagem e expostos

nos quadros 1 e 2.

Quadro 1- Efeitos adversos para administragdo de medicamentos, expressos em

porcentagem — Grupo RAR+Placebo

Grupo RAR+Placebo
Baseline 7 dias apos 14 dias apds 21 dias apos
A 30 20 20 20
B 0 0 0 5
C 10 5 5 5
D 5 5 10 10
E 15 10 15 20
F 15 15 5 5
G 10 5 5 10
H 5 5 5 5

Legenda: A: Teve dor de cabega? B: Teve dor de estbmago? C: Teve nausea ou vomitou? D: Sentiu
gosto metalico na boca? E: Teve diarreia ou dor abdominal? F: Sentiu-se sonolento? G: Teve coceira
na pele? H: Notou feridas na pele?

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 2- Efeitos adversos para administracdo de medicamentos, expressos em
porcentagem — Grupo RAR+Probi

(continua)
Grupo RAR+Probi
Baseline 7 dias apos 14 dias apods 21 dias apoés
A 5 5 10 5
B 10 10 10 10
C 10 5 5 10
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Quadro 2- Efeitos adversos para administracdo de medicamentos, expressos em

porcentagem — Grupo RAR+Probi

(concluséo)

Grupo RAR+Probi
Baseline 7 dias apos 14 dias apds 21 dias apds
D 10 5 5 5
E 5 5 5 10
F 20 15 20 15
G 10 5 10 5
H 5 5 5 5

Legenda: A: Teve dor de cabeca? B: Teve dor de estbmago? C: Teve nausea ou vomitou? D: Sentiu
gosto metalico na boca? E: Teve diarreia ou dor abdominal? F: Sentiu-se sonolento? G: Teve coceira
na pele? H: Notou feridas na pele?

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Dados do OHIP

No inicio do estudo e ap0s 6 meses, 0s participantes preencheram um
questionario sobre a percepcao do paciente em relacdo a sua condicdo bucal. No
entanto, 1 paciente do grupo RAR+Placebo e 1 do grupo RAR+Probi néo
responderam o formulario OHIP aos 6 meses.

As respostas para cada uma das 14 questbes, que variavam da
discordancia total até a concordéncia plena, foram codificadas pela escala
Likert, com valores de 0 até 4, significando: 0 discordancia total e
4concordancia total. (Nunca = 0; Quase nunca = 1; As vezes = 2; Quase sempre
=3 e Sempre = 4).

Os 14 itens foram configurados em 7 dimensdes: limitagdo funcional, dor
fisica, desconforto psicoldgico, inabilidade fisica, inabilidade psicoldgica,
inabilidade social e incapacidade, e estdo representados nas figuras abaixo,
segundo Guerra et al. 2014.
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N&o foi observada diferenca estatisticamente significante na avaliagao
intragrupo em RAR+Placebo (p=0,36) (figura 2) nem no grupo RAR+Probi
(p=0,16) (figura 3). Quanto a avaliagdo intergrupo, nao se observou diferenca
estatisticamente significante entre eles, nem antes (p=0,98) (Figura 4) e nem
depois (p=0,27) (Figura 5) no OHIP total.

Figura 2 — Grafico representativo dos dados do OHIP-14 total e das sete

dimensdes na comparacao intra grupo RAR+Placebo, inicial e final

RAR+Placebo

INICIAL FINAL

OHIP-14 Total 0}382
7:Incapacidade 0’42'53
6:Inabilidade social 0,42 0,71
5:Inabilidade psicoldgica 0,97 1,45

4:Inabilidade fisica 01610,71
3:Desconforto psicoldgico 1o 1,68
2:Dor fisica 15 1,66

1:Limitagdo funcional 0,61 0,92

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3 — Grafico representativo dos dados do OHIP-14 total e das sete

dimens6es na comparacgéo intra grupo RAR+Probi, inicial e final



OHIP-14 Total
7:Incapacidade
6:Inabilidade social
S:Inabilidade psicolégica
4:Inabilidade fisica
3:Desconforto psicoldgico
2:Dor fisica

1:Limitagdo funcional

Fonte: Elaborado pelo autor.

RAR+Probi

= INICIAL = FINAL
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Figura 4- Gréfico representativo dos dados do OHIP-14 total e das sete

dimensdes na comparacdo intrer grupo RAR+Placebo X RAR+Probi) inicial

OHIP-14 Total
7:Incapacidade
6:Inabilidade social
S:Inabilidade psicoldgica
4:inabilidade fisica
3:Desconforto psicolégico
2:Dor fisica

1:Limitagdo funcional

Fonte: Elaborado pelo autor.

RAR+Placebo X RAR+Probi
Inicial

¥ RAR+Placebo

——————— 1,02
0,96

" 053

—7, 071

®  RAR+Probi

Figura 5- Gréfico representativo dos dados do OHIP-14 total e das sete

dimensdes na comparacéo intrer grupo (RAR+Placebo X RAR+Probi) final
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RAR+Placebo X RAR+Probi
Final

" At
0,42 0,61

0,42 0,61

0.97
fisica U,/l 1’1/
&8

53
’"1,61

0,92

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Dosagem de citocinas

Durante as consultas clinicas de baseline, 30, 90 e 180 dias, foram
coletadas amostras do fluido crevicular gengival para analise das seguintes
citocinas INF-y, IL-10, IL-12, IL-13, IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-a.

IL-13, IL-6 e TNF-a ndo exibiram alteracbes durante os tempos
avaliados, tanto nas analises intragrupo, como intergrupo. As dosagens de IL-10
e IL-12 mostraram valores significativamente menores aos 90 dias no grupo
RAR+Placebo em comparacdo com o grupo RAR+Probi. Na avaliagdo do
periodo de 30 dias, a dosagem de IL-1P foi estatisticamente maior no grupo
RAR+Placebo (361.72+872.21) em comparagdo com 0 grupo RAR+Probi
(49.61+155.78). J& no tempo 90 dias, houve uma inversdo desses valores, sendo
IL-1B no grupo RAR+Probi (108.18+731.43) e no grupo RAR+Probi
(554.67+165.89), p<0,05. Os niveis de IL-8 também se mostraram menores no
grupo RAR+Placebo (192.90+£230.03) em comparacdo com RAR+Probi
(235.89+431.34) para o tempo baseline. Os dados estéo dispostos na tabela 5.
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Tabela 5- Dosagem da concentracdo de citocinas, expressos em media e desvio
padrdo — Grupo RAR+Placebo e Grupo RAR+Probi

Citocinas Tempo RAR+Placebo RAR+Probi p-value
Baseline 0.21+0.47 Aa 0.39+0.32 Aba 0.822
INF-y 30 dias 0.26£0.56 Aa 0.26+0.26 Aba 0.676
90 dias 0.32+£0.65 Aa 0.39+0.32 Aa 0.220
180 dias 0.32+0.65 Aa 0.39+0.32 Ba 0.423
Baseline 1.28+0.64 Aa 0.87+10.01 Aa 0.080
IL-10 30 d?as 1.00+0.64 Aa 1.00+0.87 Aa 0.761
90 dias 0.54+1.13 Bb 0.64+1.00 Aa <0.001*
180 dias 0.54+1.13 Aa 0.64+1.00 Aa 0.590
Baseline 0.24+1.32 Aa 0.38+0.24 Aba 0.924
IL-12 30 dﬁas 0.38+0.65 Aa 0.38+0.33 Aa 0.912
90 dias 0.44+0.65 Ab 0.90+1.00 Ba 0.010*
180 dias 0.44+0.65 Aa 0.90+1.00 Aba 0.770
Baseline 0.34+0.70 Aa 0.55+0.51 Aa 0.264
IL-13 30 dias 0.51+0.51 Aa 0.60+0.81 Aa 0.325
90 dias 0.51+£0.92 Aa 0.42+0.92 Aa 0.354
180 dias 0.51+0.92 Aa 0.42+0.92 Aa 0.618
Baseline 68.80+1.406.00 Aa 132.29+731.43 Aa 0.060
IL-1p 30 dias 361.72+872.21 Ab 49.61+155.78 Aba 0.041*
90 dias 108.18+731.43 Ab 554.67+165.89 Ba 0.035*
180 dias 108.18+731.43 Aa 554.67+165.89 Ba 0.752
Baseline 1.48+3.20 Aa 8.15+3.20 Aa 0.356
IL-4 30 dﬁas 3.20+3.20 Aa 3.20+8.15 Aba 0.776
90 dias 1.48+23.93 Aa 3.20+3.20 Ba 0.119
180 dias 1.48+23.93 Aa 3.20+3.20 Aba 0.132
Baseline 1.18+0.67 Aa 0.91+8.39 Aa 0.071
IL-6 30 dias 1.09+0.63 Aa 0.63£3.50 Aa 0.392
90 dias 1.00£1.00 Aa 0.79+£1.83 Aa 0.096
180 dias 1.00+1.00 Aa 0.79+1.83 Aa 0.537
Baseline 192.90+230.03 Ab 235.89+431.34 Aa 0.003*
IL-8 30 dias 157.75+568.80 Ba 178.89+568.80 Aa 0.764
90 dias 86.27+224.32 Aa 132.29+554.67 Ba 0.376
180 dias 86.27+224.32 Aba 132.29+554.67 Aba 0.788
Baseline 10.01+2.02 Aa 8.15+18.61 Aa 0.194
TNF-o 30 d?as 6.12+1.28 Aa 14.05+4.37 Aa 0.311
90 dias 3.02+3.02 Aa 7.05+16.83 Aa 0.558
180 dias 3.02+3.02 Aa 7.05+16.83 Aa 0.547

Legenda: Teste de Fridman/Tukey, letras minGsculas na horizontal (a) diferencas estatisticas
significantes intergrupos e teste Mann Whiteny, letras mailsculas na vertical (A) diferengas
estatisticas significantes intragrupos. P<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Um dos mecanismos de acdo dos probidticos esta associado a modulacédo
da formacdo do biofilme, pois a bactéria probidtica possui maior capacidade de
adesdo aos tecidos bucais quando comparados com o0s periodontopatdgenos,
formando um “novo” biofilme (Seminario-Amez et al., 2017). Dessa forma, o
presente estudo avaliou o efeito probiotico L. reuteri como terapia coadjuvante
no tratamento periodontal, envolvendo pacientes portadores de Diabetes
Mellitus tipo 2. Além da anéalise dos parametros clinicos periodontais, foram
realizadas dosagens de citocinas presentes no fluido crevicular gengival.

Os dados demograficos do presente estudo indicam que no grupo
RAR+Probi a média de idade dos participantes foi estatisticamente maior
(63.8£9.4) em relacéo ao grupo RAR+Placebo (54.3£10.2), com p=0.004. Para
ambos 0s grupos, a média de niumero de dentes foi semelhante, sendo (22.3£4.5)
para RAR+Placebo e (22.0+4.8) para RAR+Probi. Os participantes do género
masculino nos grupos RAR+Placebo e RAR+Probi foram de 30% e 40%,
respectivamente.

Os resultados clinicos desta pesquisa mostram reducdo significativa
(p<0.05) de IG apo6s 30 dias em ambos os grupos, porem sem diferencas
estatisticas intergrupo durante o periodo de acompanhamento. Isso se deve a
terapia inicial de adequacdo bucal e ao proprio tratamento periodontal em si,
melhorando os niveis inflamatérios dos sitios periodontais. Reducdes
significativas no IP s6 se observam aos 180 dias em ambos 0S grupos, mas
também sem diferencas estatisticas entre RAR+Probi e RAR+Placebo. A
revisdo sistematica conduzida por Seminario-Amez et al. (2017) relata que o uso
do probiotico pode melhorar os IG, mas ndo interfere no IP. Isso ocorre porque o

efeito do probidtico parece estar mais associado a resposta imune do hospedeiro
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do que com a acdo dos patdgenos periodontais. Ince et al. (2015), Tekce et al.
(2015) e Vicario et al. (2013) e encontraram efeitos positivos do L. reuteri na
reducédo do IP e IG. Em contrapartida, outros estudos que avaliaram o efeito do
L. reuteri na gengivite, ndo encontraram diferencas no IP e no 1G entre o grupo
controle e o teste (Hallstrom et al., 2013; Iniesta et al., 2012; Szkaradkiewicz et
al., 2014; Twetman et al., 2009). Kraft-Bodi et al. (2015) através de um estudo
clinico avaliaram o efeito do L. reuteri no IP e no IG de pacientes que utilizaram
pastilhas com o probidtico versus um grupo placebo. Os resultados mostraram
que em relacdo a IP e IG ndo houve diferencas entre 0s grupos, porem o grupo
probiotico mostrou reducdo na prevaléncia de Candida oral quando comparado
com o controle.

Em relacdo a P.S., observa-se reducédo das medidas no grupo RAR+Probi
a partir do tempo 180 dias, e no grupo RAR+Placebo, a partir do tempo 90 dias.
Na comparacdo entre os dois grupos nao houve diferenca significante nos
indices de P.S. durante todo o tempo do estudo. Este resultado demonstra que o
tratamento periodontal foi capaz de reduzir as medidas de profundidade de
sondagem, mas ndo evidencia o efeito do uso do probiotico L. reuteri como
coadjuvante na terapia periodontal. Contrariamente, estudos utilizando o L.
reuteri em comparacdo com placebos encontraram melhora nos parametros de
P.S. e NIC em portadores de periodontite (Ince et al., 2015; Szkaradkiewicz et
al.,, 2014; Tekce et al., 2015; Teughels et al., 2013; Vicario et al., 2013;
Vivekananda et al., 2010).

Para os dois grupos avaliados neste estudo, a terapia periodontal
utilizada proporcionou melhora nos parametros clinicos tanto de bolsas
moderadas (5 e 6mm) como de bolsas profundas (>7mm), conforme
demonstrado na tabela 3. O grupo RAR+Placebo exibiu maiores indices de
P.S.>7mm e maior quantidade de sitios com bolsas profundas iniciais, quando

comparado com o grupo RAR+Probi, o que pode ser reflexo da falta de



37

homogeneidade entre os grupos em relacdo a estes parametros no baseline. Na
analise de estratificacdo das bolsas periodontais, observa-se que o uso do
probiotico L. reuteri ndo produziu efeitos adicionais no tratamento periodontal
quando comparado com o placebo.

Quando se analisa os resultados para PISA, nota-se que os valores
reduziram significativamente e progressivamente ao longo dos 180 dias, em
ambos o0s grupos. Aqui também ndo se pode inferir que o uso do probidtico
trouxe efeitos adicionais ao grupo RAR+Probi. Na literatura, ndo foram
encontrados estudos preliminares avaliando o indice PISA associado a terapia
com probioticos como coadjuvante no tratamento periodontal.

Em relacdo aos efeitos adversos, os resultados do presente estudo
indicam que tanto o uso do probidtico como o do placebo causam efeitos
adversos nos pacientes, conforme relatado em estudos anteriores (Iniesta et al.,
2012; Vicario et al., 2013). Ince et al. (2015), Twetman et al. (2009) e
Vivekananda et. (2010) ndo encontraram efeitos adversos com o uso do L.
reuteri ou placebo.

A analise dos resultados obtidos no questionario OHIP indica que néo
foram observadas diferencas estatisticamente significantes nas avaliagdes
intragrupo, tanto para RAR+Placebo, quanto para RAR+Probi, indicando que os
participantes ndo relataram diferenca na qualidade de vida ap0s o tratamento
recebido. Quanto a avaliagdo intergrupo, também ndo se observou diferencas
significantes entre os grupos, indicando que as duas abordagens de terapia
(placebo e probidtico) ndo interferiu na qualidade de vida dos pacientes.

A atividade de citocinas pro-inflamatorias detectada no fluido crevicular
gengival de pacientes diabéticos pode estar relacionada a exacerbacdo da doenga
periodontal nesses pacientes (Glurich, Acharya, 2019). Os probioticos
demonstram efetividade em diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatorias,

colagenases, elastases e prostaglandinas (Seminario-Amez et al., 2017). Sendo
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assim, os probioticos podem auxiliar a resposta inflamatoria do hospedeiro, pela
modulacdo da concentracdo de citocinas. Neste estudo foi realizada a dosagem
das seguintes citocinas do fluido crevicular gengival: INF-y, IL-10, I1L-12, IL-
13, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-a.

Na andlise das citocinas, observa-se que apenas IL-8 exibe niveis
estatisticamente maiores no grupo RAR+Placebo no baseline, enquanto as
demais citocinas mostram niveis homogéneos iniciais. Observa-se que a terapia
periodontal, com o uso ou ndo do adjuvante probidtico L. reuteri, ndo interferiu
nas dosagens das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a durante todos os tempos
avaliados, tanto nas avaliagfes intragrupo, como intergrupo.

Ao longo do tempo, no grupo RAR+Probi, os valores de INF-y, IL-4, IL-
8 mostraram diminui¢do, enquanto IL-12 e IL-1B exibiram um aumento,
corroborando com os resultados obtidos por Twetman et al. (2009). Ja no grupo
RAR+Placebo, IL-10 e IL-8 mostraram uma diminuicdo ap0s o tratamento
periodontal, enquanto que IL-12, um aumento. O estudo conduzido por
Twetman et al. (2009) realizado com o probiodtico L. reuteri mostrou uma
diminuicdo significativa (p<0.05) nos niveis de TNF-a e IL-8, mas ndo
conseguiu detectar os marcadores de IL-6 e IL-10 nas amostras de fluido
crevicular gengival. Szkaradkiewicz et al. (2014) encontraram significante
reducédo dos niveis de TNF-a ¢ IL-1P em pacientes do grupo probidtico, quando
comparado com administracdo de placebo. Em contrapartida, um aumento na
concentracdo de IL-1p e diminui¢do de IL-8 durante o uso do probiédtico foram
os achados do estudo de Hallstrom et al. (2013). Os resultados do presente
estudo demonstram que a terapia periodontal e/ou o efeito do probiotico
influencia na dinamica das citocinas presentes no fluido gengival de portadores
de doencas periodontais.

Como limitacdo deste estudo pode-se citar a auséncia de analises

microbiologicas, as quais seriam essenciais para validagdo do efeito do
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probiotico na terapia periodontal, j& que o biofilme subgengival de diabéticos
apresenta maior quantidade de microrganismos do complexo vermelho quando
comparado com pacientes normoglicémicos, indicando a importancia da

administracdo de um medicamento coadjuvante (Aemaimanan et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e considerando a metodologia utilizada
no presente estudo, pode-se concluir que o debridamento periodontal promove
melhora nos parametros clinicos periodontais em portadores de Diabetes
Mellitus tipo 2, mas o uso do probidtico ndo foi eficiente para resultados
adicionais quando comparado com o placebo. A terapia periodontal interferiu
nos niveis de citocinas do FCG, porém ndo se pode afirmar que o uso de

probiotico apresenta 0 mesmo efeito.
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