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Tradicionais paradigmas tém afirmado que a periodontite ¢ uma doenga oral e que a
resposta tecidual destrutiva permanece localizada dentro do periodonto, limitando os efeitos
da doenca aos tecidos de suporte dos dentes. Entretanto, a literatura atual relata que a
periodontite pode produzir alteragdes a nivel sist€émico. Estudos prévios demonstraram uma
significante associagdo entre doenca periodontal e derrame', fracasso de proteses®, doenga

arterial coronariana’, partos prematuros’, pneumonia’, artrite reumatoide® e diabetes mellitus.’

O conhecimento de que a infecgdo oral tem o potencial para causar doengas sistémicas
ndo ¢ um novo conceito. A teoria da infeccdo focal (distribui¢do de microrganismos
patogénicos assim como seus fatores de viruléncia e metabolicos do foco de infecgdo local a
sitios distantes do corpo) foi primeira sugerida por Hipdcrates e tornou-se um conceito
popular em termos de cavidade oral em 1920s.® Resisténcia a esse conceito comegou a ser
construida em 1930s através de evidéncias cientificas que falharam ao tentar confirmar a
teoria. Entretanto muitos profissionais de saude permaneceram fi€is aos principios gerais da

hipétese da infecgdo focal.’

Os focos de doenca periodontal apresentam caracteristicas de uma infecgdo anaerobia
gram-negativa, que tém a sua etiologia relacionada ao biofilme bacteriano aderido a superficie
dental, e que leva a inflamagdo gengival, destrui¢do dos tecidos periodontais, perda dssea
alveolar, e em casos severos a esfoliagio de dentes.” O biofilme periodontal contém uma
enorme quantidade e diversidade de microrganismos, uma amostra obtida de uma bolsa por

. , . . . 8 , . 10
meio de uma unica raspagem com cureta pode obter uma quantidade acima de 10° bactérias.

Além disso, a estrutura como o biofilme ¢ organizado dificulta a sua eliminagdo, e

, . 1 , . .
uma vez destruidos eles tendem a se formar rapidamente.'® A caracteristica chave do biofilme
microbiano ¢ a formacdo de um ambiente favoravel a sobrevida de toda uma populacao

. . , ;. , - 11 . .
bacteriana ao invés de uma unica espécie. Toda essa estrutura estabelecida no meio
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periodontal facilita a disseminag¢dao de microrganismos bem como de substancias produzidas
localmente através do epitélio da bolsa, que é uma fragil barreira entre o biofilme e o tecido
conjuntivo. As camadas finas do epitélio sdo freqiientemente ulceradas, devido a inflamacao,
e facilmente penetraveis, permitindo o acesso bacteriano ao tecido conjuntivo e vasos

sanguineos.12

Em pacientes com periodontite moderada a severa, a area total do epitélio da bolsa em
contato direto com o biofilme subgengival ¢ surpreendentemente larga. O tamanho pode se
comparar a area da palma da mao de um humano ou muito maior do que isso em casos de
doenca avancada.” Se considerarmos que o paciente desenvolve a doenca ao redor de todos os
dentes existentes com uma média de profundidade de bolsa de 5 a 6mm, a area total do
epitélio da bolsa em contato com coldnias bacterianas inseridas na superficie dental (biofilme)

. 2
seria de quase 72cm”.

Dessa forma, os tecidos periodontais do hospedeiro que se encontram em intima
associacdo com uma crescente diversidade e quantidade de produtos microbianos no sulco
gengival causa uma resposta imune e inflamatoria gerada pelo hospedeiro em resposta as

- 13 A .
bactérias ou a seus produtos. ~ De fato, estudos recentes tém demonstrado que pacientes com
doenca periodontal (DP) apresentam uma marcante resposta sist€émica, a qual é controlada
, . 14 . . - , oA
apods o tratamento periodontal. ™ Tal resposta estaria envolvida na alteragcdo da satide sistémica

apresentada pelos pacientes com DP.

Uma das alteragdes sistémicas devido a doenca periodontal que vem sendo avaliada é
a Diabetes Médllitus (DM). Enquanto existe evidéncias concretas considerando a diabetes
como fator de risco para uma pobre saude periodontal, existe também a possibilidade
contréria, ou seja, da infecgdo periodontal prejudicando o controle glicémico dos diabéticos."

As duas doengas parecem ser bidirecionais, na medida em que a presenca de uma condicao
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tende a promover a outra, € que meticuloso controle de qualquer uma pode ajudar o

tratamento da outra.'®

Para avaliar doencga periodontal e nivel de estado metabolico, uma investigacio
longitudinal comparou trés subgrupos (controlados, moderadamente controlados e
pobremente controlados) de diabéticos durante um ano, e verificou diferencas significativas
para profundidade de bolsa e insercdo periodontal para o grupo de diabéticos
descompensados, quando comparados a um grupo de nio diabéticos.'” Estes dados sugeriram
que o estado metabdlico dos pacientes diabéticos modifica a evolugdo da doenga periodontal'’
Além disso, diabéticos descompensados t€ém uma recorréncia mais rapida de doenga

. , 18
periodontal e uma resposta menos favoravel em longo prazo ao tratamento.

As evidéncias indiretas dos efeitos da doenca periodontal no metabolismo de
diabéticos, foram obtidas de investigacdes da relagdo entre resisténcia a insulina e doencas
inflamatérias do tecido conjuntivo'”, outras doengas clinicas'’, e infeccdo aguda.20 A alta
vascularidade do periodonto inflamado faz com que esse tecido sirva como uma fonte de
mediadores inflamatérios, e por sua vez todos os mediadores importantes na inflamacao

periodontal tém mostrado efeitos importantes no metabolismo da glicose e lipideos.*'

Comprovacao adicional ¢ relatada em dois estudos observacionais. Uma avaliacio
epidemioldgica longitudinal de indios da tribo Pima no Arizona, encontrou que individuos
com diabetes do tipo 2 com bom a moderado controle e com periodontite severa no inicio do
estudo, tiveram aproximadamente seis vezes mais uma piora no controle glicémico quando
comparado ao grupo sem periodontite severa, em aproximadamente dois anos de
seguimento.”> Outra pesquisa observacional, com 25 adultos com diabetes do tipo 2, também

relatou uma associagio entre doenca periodontal severa e controle metabélico prejudicado.”
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A presenga de infec¢do periodontal severa pode também aumentar o risco para
complicacdes diabéticas micro e macrovasculares. Um estudo de caso-controle examinou
complicacdes em 39 pacientes diabéticos com periodontite severa comparado com 39
diabéticos com gengivite e periodontite moderada.”* De um a onze anos de seguimento, os
individuos diabéticos que apresentavam doenga periodontal severa no inicio do estudo, teve
maior prevaléncia de proteiniria e um maior nimero de complicagdes cardiovasculares
incluindo ataque isquémico transitorio, angina, infarto do miocéardio, quando comparados aos

pacientes com minima doenca periodontal **

Quando se avalia o efeito sist€émico do tratamento periodontal no controle glicémico,

. N . - . . . 15
existe uma grande variacdo na literatura, em relacdo ao tipo de terapia aplicada.

Um dos primeiros estudos mostrou que a terapia periodontal ndo cirtirgica levou uma
reducdo nos niveis de hemoglobina glicada em cinco de nove pacientes diabéticos, com
elevado grau de severidade de diabetes mellitus e inflamagio gengival.”® O beneficio da
associa¢do de antimicrobianos a terapia periodontal foi revelado por autores que observaram
uma redugdo da necessidade de insulina em sete de nove pacientes diabéticos tratados para

. . . N .. ~ e g 2
periodontite associado & administragdo de penicilina®.*®

No entanto, recente estudo utilizando dois grupos de pacientes, o primeiro com terapia
antimicrobiana (amoxicilina®/acido clavulanico™) e o segundo grupo sem a medicagdo, o
primeiro apresentou uma resposta menos favoravel no controle metabdlico, embora o
tratamento ndo cirurgico tenha resultado em menor nivel glicémico e diminui¢do da infec¢ao

periodontal nos dois grupos.?’

Dentre os antimicrobianos investigados, aqueles que tém mostrado efeito benéfico no

controle glicémico quando associado ao tratamento da infeccdo periodontal foram os
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derivados de tetraciclina®.?*>° Esse efeito positivo pode ser mais pronunciado em pacientes

diabéticos ndo controlados com periodontite severa.”'

A utilizagio de doxiciclina® 100mg, que ¢ um derivado de tetraciclina®, como adjunta
a terapia periodontal, foi associada com a reducdo no nivel de hemoglobina glicada apds trés
meses de tratamento.”’ Além disso, essa terapia promoveu uma significante redugdo de
P. gingivalis subgengival que ¢ considerado um dos principais patégenos periodontais que
produzem endotoxinas na forma de lipopolissacarideos (LPS), esses por sua vez geram uma
resposta imune destrutiva no hospedeiro.””* Outro estudo utilizou também um derivado de
tetraciclina®, a minociclina®™ local, os autores observaram que a terapia mecanica associada a
administracio de minociclina® local em todas as bolsas periodontais promoveu a reduco na
concentracdo de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e hemoglobina glicada na circulagao,

1 . A .30
melhorando o controle metabolico apds um més de terapia.

Levando em consideragdo os estudos que tém demonstrado que a DP leva a
predisposi¢do, agravamento e até mesmo a ocorréncia de diversas patologias, 0 mecanismo
pelo qual a doenga periodontal afeta o controle metabolico da diabetes mellitus (DM) ainda
ndo foi bem compreendido.*® Estudos in vitro através da infusdo de lipopolissacarideos e/ou
produgio de TNF-o tém indicado induzir resisténcia severa a insulina em ratos diabéticos.*
Em adicdo TNF-a tem sido identificado como um potente antagonista da superficie celular do
substrato do receptor de insulina, inibindo a pos-fosforilagdo da superficie celular associado
ao receptor, e bloqueando a translocacdo das proteinas transportadoras de glicose do
citoplasma para membrana dominante.’* Dessa maneira o TNF-a bloqueando o receptor de
insulina, contribui para o estado de resisténcia a esse hormonio, pela inibi¢do do transporte de

glicose intracelular e agdo da insulina.*

Alguns investigadores sugerem que as citocinas pro-inflamatorias assim como IL1-
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(interleucina 1 beta), TNF-a, IL-6 (interleucina 6) sdo as responsaveis por causar uma
resposta sistémica a infec¢do periodontal, causando resisténcia insulinica e subseqiiente piora
no controle glicémico em pacientes com periodontite.'” E interessante notar que existe um
grande niumero de aspectos comuns nas respostas celulares e de mediadores entre diabetes e
periodontite. Dessa maneira, a infecgdo periodontal magnificaria a ja elevada resposta de
citocinas associadas ao estado diabético, contribuindo assim, com a carga total de inflamagao

sistémica.>®

Entretanto apesar de inimeros estudos indicarem a associagdo entre DP e DM, ainda
existe uma literatura escassa sobre o mecanismo envolvido no processo de agravamento do
controle metabolico pela inflamacao periodontal. Assim, considerando todas as evidéncias da
interacdo entre Diabetes Méllitus e doenga periodontal, o proposito desse estudo foi avaliar as
alteragdes da glicemia através dos niveis de hemoglobina glicada e glicemia em jejum, e dos
niveis de citocinas inflamatorias, em pacientes diabéticos tipo 2, apds terapia periodontal nao

., . . - C e e ®
cirrgica, associada ou ndo ao uso de doxiciclina™ 100mg.
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A periodontite, além de ser uma complica¢do da Diabetes Méllitus, tem influéncia no
controle glicémico de pacientes portadores dessa sindrome. O mecanismo bioldgico dessa
interagdo envolve a sintese e secrecdo de citocinas, formando um ciclo de resposta catabdlica
e de destruicdo periodontal, o qual contribui para as formas mais severas da doenca e maior
dificuldade do controle glicémico. Partindo da premissa que o tratamento periodontal reduz os
niveis circulantes e teciduais dos mediadores inflamatorios, o presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do tratamento periodontal ndo cirirgico nos niveis séricos de
hemoglobina glicada (HbAlc), na glicemia em jejum e nos niveis de citocinas trés meses pos-
terapia. Neste estudo duplo-cego placebo controlado, trinta individuos diabéticos tipo 2
(HbATc inicial >8) que apresentavam doenca periodontal foram separados aleatoriamente em
dois grupos, e receberam terapia periodontal basica. Um dos grupos utilizou como adjuvante a
antibiotico-terapia sistémica, doxiciclina® 100mg por via oral durante 14 dias, apos dose
inicial de 200mg, enquanto outro grupo recebeu placebo com mesmo protocolo de
administragio doxiciclina®. Os exames clinicos periodontais, pré e pos-terapia foram
correlacionados com os niveis de HbAlc e os niveis séricos dos mediadores inflamatdrios. A
reducdo média de profundidade de sondagem foi de 0.8mm para raspagem e aplainamento
radicular associada a placebo (RAP) (p=0,00), e 1.Imm para raspagem e aplainamento
radicular associada a doxiciclina (RAP+Doxi) (p=0,00), acompanhada da reducdo dos niveis
de HblAc em 0,9%(p=0.0541) e 1,5% (p=0.0047) respectivamente. Verificou-se também
uma reduc¢ao significativa (P<0,05) de IL-6, IP-10, Human Fas Ligand, G-CSF, Rantes ¢ IL-
12p70 apos trés meses de terapia considerando toda a amostra (n=30) do estudo.

Foi evidenciado um efeito benéfico da terapia periodontal sobre o controle glicémico e
o potencial da terapia antibidtica como adjuvante ao tratamento periodontal convencional,
além disso, a alteracdo dos mediadores inflamatdrios pode estar ligada a melhora clinica

periodontal e redugdo da hemoglobina glicada.

Palavras chaves: terapia periodontal, diabetes mellitus, mediadores inflamatorios,

hemoglobina glicada, antibioticoterapia
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Diabetes mellitus (DM) e periodontite sdo doengas cronicas comuns em adultos ¢
ambas s3o consideradas de alta prevaléncia na populagdo mundial. A diabetes ¢ uma
enfermidade que estd presente em aproximadamente 21 milhdes de criangas e adultos nos
Estados Unidos (7% da populag¢io).! Além disso, a incidéncia dessa desordem metabdlica
também aumenta anualmente, esta previsto que no ano de 2025, 300 milhdes de pessoas terdo
diabetes.” Em relagdo a periodontite, mais de um terco da populagio com idade acima de
trinta anos sdo acometidas pela doenga, por meio de uma avaliagdo conservadora, em média

35,7 milhdes de pessoas nos Estados Unidos apresentam doenga periodontal.>*

Diabetes Méllitus é um grupo desordem metabolica caracterizada pela hiperglicemia
resultante de defeitos na secrecdo de insulina, acdo da insulina ou ambos.”® Baseado nessas
condigdes, a doenga pode ser dividida em dois principais tipos: Tipo 1 (formalmente: diabetes
mellitus insulino dependente) e Tipo 2 (formalmente: diabetes mellitus nao-insulino
dependente).® DM tipo 1 ¢ causada pela destrui¢do de células p pancreaticas — conhecidas
como produtoras de insulina. DM tipo 2 resulta de defeitos na molécula de insulina ou da
alteragdo de seus receptores celulares provocando uma fun¢do prejudicada da agdo desse

A oA e ., A 5 67
horménio (resisténcia insulinica) ao invés de deficiéncia ou falta de produgdo.™

A condicao de hiperglicemia cronica da diabetes estd associada ao longo do tempo a
dano, disfuncdo, e fracasso de varios orgaos, especialmente os olhos, rins, nervos, coracao e
vasos sanguineos.® A periodontite faz parte de uma dessas complicagdes. A literatura relata
que a doenca periodontal ¢ mais prevalente e mais severa em pacientes com diabetes do que

g1, 9,10
em ndo diabéticos

. De fato, os sinais e sintomas da doenca periodontal sdo reconhecidos
. o . 11 . . ~
como a “sexta complicagdo da diabetes” ~'Os mecanismos envolvidos nesse processo estao

principalmente relacionados a diminui¢do da capacidade de sintese de colageno e
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glicosaminoglicana pelos fibroblastos gengivais, além do aumento da atividade colagenolitica

do fluido gengival®'*".

Existem varios aspectos comuns na resposta inflamatéria entre diabetes e
periodontite’. A relagio de ambas as doengas representa um exemplo bem reconhecido de
doenca sistémica predispondo a infec¢do oral e, uma vez estabelecida, a infeccdo oral
exacerba a condigdo sistémica'®. Dessa maneira, a doenga cronica gram-negativa de origem
periodontal pode ser considerada um foco potencial de infec¢do, que agrava o controle

rqe . . y . 10.15
metabolico de pacientes diabéticos .

Dentro desse contexto, os fatores de viruléncia bacteriana subgengival apresentam no
periodonto um ganho de maior significancia. Os mondcitos e macrofagos respondem aos
microrganismos do biofilme dental, lipopolissacarideos, e outras fragdes soluveis e
especificas através da secre¢do de um grande numero de citocinas inflamatdrias,
especialmente TNF-a, PGE,, IL-1p, ¢ IL-6'>'°. A elevagdo na expressdo de citocinas pelas
células dentro do tecido conjuntivo gengival em lesdes cronicas periodontais'’, teoricamente
poderdo contribuir com o excesso no numero dessas moléculas na circulag¢do, induzindo ou
perpetuando os efeitos sistémicos. Dessa forma, um elevado nivel sérico desses importantes
mediadores, que podem ter sido originados da infec¢do periodontal, t€m mostrado efeitos

deletérios no metabolismo da glicose e lipidios.

Estudos tém demonstrado o TNF-a como um antagonista de insulina interferindo com
o metabolismo de glicose e lipideos'>'® .Outros mediadores como a IL-6, e IL-1 também
participam desse mecanismo de antagonismo da insulina e induzem a liberagdo de reagentes

13.18-2 e . . , . . .
3,18-20 .Quimiocinas assim como a IL-8, Rantes, proteina 10 interferon induzida

de fase aguda
(IP-10), e eotaxin sdo mediadores imunes cruciais em muitas condigdes fisiologicas e

patofisioldgicas. Estudos sugerem que as quimiocinas podem estar envolvidas na infiltragdo
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de macrofagos dentro do tecido adiposo em individuos obesos executando um importante

papel no desenvolvimento de desordens relacionadas a obesidade (como diabete tipo 2)*' .

A fim de comprovar essa teoria, estudos de intervencdo tém sido realizados para
avaliar o potencial do efeito da terapia periodontal no controle glicémico em diabéticos, sem
forca conclusiva para estabelecer a terapia periodontal como importante na melhora do

5,22-24
2>, Por outro lado,

controle glicémico em pacientes portadores de diabete tipo 1 ou tipo
alguns estudos em pacientes diabéticos com periodontite severa t€ém mostrado uma melhora
no controle glicémico apds raspagem e aplainamento radicular”~*. Além disso, o tratamento
da doenga periodontal incorporando doxiciclina® sistémica ou minociclina local resultou
numa diminuicao significativa da infec¢ao e inflamagao periodontal associado a uma reducao

nos niveis de hemoglobina glicada (HbA 1c)*.

Considerando todas as evidéncias acumuladas e a necessidade de mais investigagdes
da interrelacdo entre Diabetes Mellitus e doenga periodontal, o objetivo desse estudo foi
avaliar as mudancas dos niveis séricos de hemoglobina glicada e biomarcadores inflamatdrios

apos terapia periodontal ndo cirurgica.



MATERIAIS E METODOS
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POPULACAO

Esse estudo clinico foi conduzido em conjunto com o Departamento de Doencgas
Metabolicas e Endocrinoldgicas — Escola de Medicina e o Departamento de Periodontia —

Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo.

Aproximadamente 2.400 prontuarios médicos foram revisados entre 2004 ¢ 2005 para
selecionar os pacientes que participariam do estudo. Aqueles que preencheram os critérios
clinicos de entrada foram examinados por um periodontista (PAO) e, de acordo com a
condi¢do periodontal encontrada, os pacientes foram convidados ou ndo a participar da

pesquisa.
Os critérios de inclusdo foram:

1. Pacientes diabéticos tipo 2 e com os valores da hemoglobina glicada (HbA1c)
>8%; ou seja, pacientes considerados ndo controlados ou pobremente
controlados;

2. Duragdo da diabetes maior ou igual a cinco anos (considerando o diagnostico
laboratorial);

3. No minimo um sitio com profundidade de bolsa >5mm e dois dentes com

perda de inser¢do >6mm
Os critérios de exclusdo foram:

1. Individuos que faziam uso regular de drogas como antiinflamatorios,
antibidticos, imunossupressores, ou anticoagulantes;

2. Historia positiva de tabagismo no prazo de cinco anos;
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3. Gravidez ou amamentagao;

4. Complicagdes graves advindas da diabetes ou outra enfermidade.

O presente trabalho foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana da USP e os pacientes receberam a informagdo completa sobre os objetivos, riscos,
beneficios do estudo e o efeito da terapia. A adesdo dos mesmos foi obtida apds assinarem o
Termo de consentimento. Os pacientes habilitados a pesquisa foram remarcados para

exames laboratoriais, radiograficos e exames clinicos periodontais.

Em relagdo a selecdo inicial, 35 pacientes apresentaram todos os critérios de inclusdo e

também concordaram em participar do estudo.

COLETA DE DADOS

As medidas clinicas periodontais foram realizadas por um unico examinador (PAO) e
registradas em seis sitios por dente no inicio e trés meses apos o tratamento periodontal, em
ambos os grupos. Os parametros verificados foram: profundidade de sondagem (PB), nivel de
inser¢do clinico relativo (NCI), sangramento a sondagem (SS), supuragao (SUP) e presenca

ou auséncia de biofilme em quatro sitios por dente.

Profundidade de sondagem (PB): a profundidade de sondagem correspondeu na
medida da margem gengival a base da bolsa periodontal, em seis sitios por dente (mesio-

vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual) usando a sonda
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periodontal computadorizada do tipo pocket probe (Florida Probe)".

Nivel de insercao clinico relativo (NIC): O nivel de insercao relativo foi mensurado
a partir da coroa do dente ao fundo da bolsa, a cada seis sitios por dente, com sonda eletronica

computadorizada do tipo disk probe (Florida Probe)".

Inflamacio periodontal (sangramento a sondagem e supuracio): A presenca do
sangramento a sondagem e supuragdo consistiu na porcentagem de sitios com sangramento e
ou supura¢do, avaliado pela leve sondagem até o fundo da bolsa periodontal. A presenca de
sangramento e supuragdo a sondagem foi considerada positiva quando ocorreu em até 20s

apos a inser¢ao da sonda computadorizada para a medida da profundidade de sondagem.

Estado de higiene oral (IP): Depdsitos de biofilme foram corados com solucio
evidenciadora. A porcentagem das superficies dos dentes com placa foram registrados em
quatro sitios por dente, O'Leary index’’. Concomitantemente a esse procedimento os
pacientes receberam instrucdes de higiene oral, incluindo a técnica de escovagao, uso de fio

dental e escova interdental.

Avaliacdo radiografica: O exame radiografico foi feito através de uma série

periapical completa de cada paciente.

" Pocket probe e Disk probe Florida Probe Corporation, Gainsville, FL



32

AMOSTRAS DE SANGUE

Um volume de 15ml de amostra de sangue foi adquirido de cada paciente pela técnica
da venipuncgao. trés tubos foram usados para analisar respectivamente, o nivel de hemoglobina
glicada*; glicemia em jejum'; e moléculas inflamatérias no soro. As amostras foram obtidas
de cada paciente antes e ap0s a terapia periodontal. O soro foi coletado e apds a centrifugacao,

aliquotado, e congelado a -4°C.

EXAME MEDICO E IMUNOLOGICO

Para a avaliacdo metabolica, amostras de sangue foram obtidas de cada paciente e
analisadas para glicemia em jejum’, e hemoglobina glicada (HbAlc)*. A glicemia em jejum’
foi expressa em mg/dl e obtida através do método da glicose oxidase e a HbAlc em

porcentagem, e medida pela cromotografia liquida de alta eficiéncia. Os valores metabolicos

foram realizados no inicio e trés meses apos o tratamento periodontal nos dois grupos.

Antes e ap0ds o tratamento, uma pequena amostra de soro foi coletada de cada paciente
e estocada a -4°C, para ser analisada posteriormente. As amostras foram usadas para
identificar simultaneamente os tipos € medir os niveis de multiplas moléculas diferentes

dentro de uma pequena amostra de fluido biolégico. Para essa analise imunologica, foi

* Labtest Sistemas para Diagnostico, SP, Brasil
" Glicose GOD-ANA enzimatica, Labtest, SP, Brasil
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utilizado a citometria de fluxo BD™ Cytometric Bead Array (CBA)* Multiplex Assays".

Esta técnica foi realizada conforme protocolo sugerido pelo fabricante (BD™
Cytometric Bead Array)®. Brevemente, cada kit BD CBA apresenta uma série de particulas
diferentes que sdo marcadas com um contraste fluorescente cujo comprimento de onda ¢ lido
em ~650nm’. Cada diferente grupo de beads é rotulado com um discreto nivel de contraste
fluorescente, assim os grupos sdo identificados e diferenciados através da média de

intensidade fluorescente sobre a analise do citdmetro de fluxo.

Em adicdo, beads dentro de cada grupo estdo covalentemente ligados com anticorpos,
que podem especificamente capturar um tipo particular de molécula presente dentro do fluido
biologico a ser analisado (soro). Esses anticorpos de alta-afinidade funcionam
especificamente para capturar e localizar as proteinas de interesse que podem estar presentes
nos soros dos pacientes. Essa proteina capturada ¢ entdo especificamente detectada por meio
da adi¢do de um anticorpo fluorescente. Com a andlise da citometria de fluxo multicolor, os
niveis de proteinas (proporcional ao limite da deteccio do anticorpo da intensidade
fluorescente de sinais) capturadas por diferentes grupos de beads (diferenciados pelas suas
intensidades de sinais) sdo medidos. Os dados sdo analisados através do uso do BD (CBA)®
Software® para calcular as concentracdes de multiplas proteinas que podem estar co-

expressadas dentro das amostras de fluidos biologicos.

¥ BD Cytometric Bead Array (CBA), BD Biosciences
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TRATAMENTO PERIODONTAL

Todos os individuos foram submetidos a exame e tratamento periodontal por um unico
periodontista calibrado (PAO). Esse foi um estudo duplo cego, randomizado e placebo
controlado. Os pacientes foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos: terapia
periodontal ndo cirirgica em estagio unico associado a placebo (RAP, quinze pacientes) e
terapia periodontal ndo cirGrgica em estdgio Unico associada a doxiciclina® 100mg
(RAP+Doxi, quinze pacientes). O grupo RAP, recebeu placebo diariamente por duas semanas
depois de uma dose inicial de 200mg. A primeira capsula foi ingerida um dia antes do inicio
do tratamento e a segunda cépsula duas horas antes do inicio do tratamento. O grupo
rap+Doxi utilizou doxiciclina®/100mg sistémica seguindo o mesmo protocolo do grupo

placebo.

Todos os pacientes receberam raspagem e alisamento radicular em estagio unico de
acordo com a terapia de desinfec¢do em estagio Gnico descrita por Quirynen et al.,1998 **. As
sessoes foram realizadas sob anestesia local, em duas a quatro sessdes, dentro de 24 a 36
horas por um mesmo profissional. Para o tratamento, o periodontista utilizou instrumentos
manuais (curetas Gracey”, HuFriedy Instruments, Chicago,IL, USA) e instrumentos ultra
sonicos. Para um controle adequado do biofilme, os individuos receberam instrugdes de
higiene oral e profilaxia profissional, na primeira sessao e de quinze em quinze dias durante

todo o periodo de tratamento até a reavaliagdo.



ANALISE DOS DADOS
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Os dados profundidade de sondagem, nivel clinico de inser¢do relativo, sangramento a
sondagem, perdas dentarias, hemoglobina glicada, glicemia em jejum e biomarcadores no
soro foram calculados para cada individuo e grupo e foram comparados entre os dois grupos
usando test t de student ou Mann-Whitney U test. Para comparar os valores entre o inicio e
apos trés meses de tratamento foi usado test t de student pareado ou teste de Wilcoxon Rank
M. Os dados foram testados para normalidade antes de aplicar os testes adequados,

paramétricos ou ndo paramétricos.

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando valor de p foi
menor que 0,05. Corre¢do de Bonferroni foi aplicada na andlise dos niveis de biomarcadores

no soro e o nivel alfa ajustado para baixo.



RESULTADOS
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De 35 pacientes selecionados no inicio, cinco foram excluidos do estudo. Dois nao
acompanharam a fase de tratamento, um paciente morreu, ¢ dois iniciaram uso de uma
medicagdo anti-coagulante. A amostra final compreendeu em trinta pacientes diabéticos, a

média do valor da HbAlc foi 11.2%, portanto ndo controlados.

De trinta pacientes que participaram do estudo, dezesseis (53.3%) foram mulheres e 14
(46.7%) homens, com uma média de idade de 52,9 anos ¢ 21.1 dentes remanescentes. De
acordo com a distribuicdo dos grupos, RAP consistiu em nove (60%) mulheres e seis (40%)
homens e com uma média de idade de 53.5 = 13.6 anos. RAP+Doxi apresentou sete (46.7%)
mulheres e oito (53.3%) homens com uma média de idade de 52.3 + 6.3 anos (Tabela 1). No
inicio, ambos os grupos tiveram médias de valores similares para idade, género, biofilme e
sangramento a sondagem assim como severidade de doenga periodontal definida como a
média de profundidade de sondagem e média do nivel clinico de inser¢do relativo. Ambos os
grupos também mostraram médias iniciais similares dos pardmetros metabolicos (P>0.05)

(Tabela 2).

PARAMETROS CLINICOS PERIODONTAIS

O protocolo de tratamento periodontal RAP ou RAP+Doxi aplicado nesse estudo
promoveu uma melhora estatisticamente significante de quase todas as variaveis analisadas
apos trés meses de tratamento. Os resultados mostraram, considerando todos os pacientes
(N=30), uma média na redu¢do de 0,9mm para a PB, e uma média de ganho de inser¢ao

clinico de 0.7mm, o IP reduziu em 23% e SS reduziu 38% (Tabela 5).
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As redugdes da PB e NIC para RAP e RAP+Doxi foram 0.8mm e 1.Imm; ¢ 0.5mm e
0.9mm respectivamente com nenhuma diferenga estatisticamente significante entre os grupos

apos trés meses (Fig. 3).

No inicio os valores para sangramento a sondagem (SS) foram 49.1% e 51.3% para os
grupos RAP e RAP+Doxi. A alta prevaléncia de sangramento a sondagem pode ser
interpretada como um indicador de inflamagdo periodontal generalizada. Apds trés meses, as
reducdes para RAP e RAP+Doxi foram 34.9% e 42.4% respectivamente. As alteragdes nao

foram estatisticamente significantes entre os grupos (Tabela 4).

O estado de higiene oral foram avaliados no inicio e duas vezes ao més durante trés
meses. Ambos os grupos mostraram uma significante redu¢do no indice de placa. RAP
mostrou uma redugdo de 22.2% e RAP+Doxi de 23,8%, com nenhuma diferenga

estatisticamente significante entre os grupos (Fig. 5).

PARAMETROS METABOLICOS

As mudangas apos 3 meses considerando todos os pacientes (N=30), mostraram uma
reducdo significativa de 10.7% na média de HbAlc. Para a glicemia em jejum houve uma

leve diminui¢do, ndo estatisticamente significante de 228.3mg/dl para 217.0mg/dl (Tabela 8).

Tabela 9 evidencia os dados metabdlicos de cada tratamento. O alcance normal da
HbAlc em individuos sem diabetes ¢ de 4,5 — 6,0%. Em nosso estudo, a média aferida dos

valores de hemoglobina glicada foram 10.7% para RAP e 11.8% para RAP+Doxi. Ambos os
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grupos mostraram um padrao diabético ndo controlado.

As diferengas nos niveis de HbAlc, apds trés meses, para cada grupo foram 0.9%
para RAP e 1.5% para RAP+Doxi. Essa redugdo equivale a aproximadamente 7% dos niveis
iniciais de HbAlc para o grupo RAP e aproximadamente 13% dos niveis iniciais de HbAlc

para RAP+Doxi (Fig. 7). Nao existiu nenhuma diferenga detectavel entre os grupos.

As diferencas nos niveis de glicemia em jejum foram 21.7 mg/dl para RAP e 0.9 mg/dl
para RAP+Doxi. Existiu uma tendéncia a uma diminuicdo para RAP, no entanto essa
alteragdo ndo foi estatisticamente significante, para o grupo RAP+Doxi os niveis de glicemia

em jejum permaneceram inalterados (Fig. 9).

PARAMETROS IMUNOLOGICOS

O protocolo de tratamento periodontal RAP ou RAP+Doxi aplicado nesse estudo
mostrou uma melhora nas concentragdes do soro em dezesseis de 24 citocinas, analisadas
apos trés meses de terapia (Tabela 10) . As redu¢des de IL-6, IP-10, Human Fas Ligand, G-
CSF, Rantes, IL-12(p70), considerando todos os pacientes (N=30), foram 47.6%, 13.2%,
15%, 27.4%, 6.5%, 36%. Essas altera¢des de citocinas e quimiocinas apds trés meses de
tratamento periodontal foram estatisticamente significante quando consideramos P<0.05.
Entretanto quando foi aplicado correcdo de Bonferroni os mediadores que apresentaram
mudangas significativas foram G-CSF (P=0.0002) (P<0.021) e IL-12(p70) (P=0.0019)

(P<0.021).



DISCUSSAO
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Varios estudos tem sido direcionados para o entendimento das influéncias negativas da
inflamacdo cronica oral na satde sistémica. Algumas dessas investigagdes sugerem que a
infec¢cdo periodontal, assim como o seu tratamento tem um potencial para alterar o controle

3132 pesquisas afirmam que doenga periodontal (DP) e Diabetes Mellitus (DM)

glicémico
apresentam uma interagcdo bidirecional, ou seja, a diabetes estd associada com o aumento e
progressdo da periodontite, e a infeccdo periodontal estd associada a um pior controle
glicémico em pessoas com diabetes™>*. Além disso, pacientes com pobre controle da diabetes
apresentam uma maior severidade da periodontite do que diabéticos bem controlados’°.
Esses estudos sugerem que o sucesso no tratamento da infeccdo periodontal provoca uma
reducdo dos sintomas locais da doenca assim como um maior controle no metabolismo da

12527
glicose™"".

No presente estudo, foi utilizada a terapia periodontal ndo cirurgica em estagio unico
(dentro 24 a 36 horas), a literatura mostrou que esse tipo de tratamento resulta em beneficios
clinicos e microbioldgicos adicionais, evidenciando uma melhora nas condi¢des clinicas
superior aquela obtida apods a terapia periodontal convencional, principalmente por evitar a
recolonizagdo bacteriana dos sitios previamente desinfectados’’ ™. O paciente diabético é
considerado um individuo de maior risco a infecgdes, em decorréncia de alteracdes vasculares
e resposta cicatricial deficiente. A terapia periodontal em estagio Unico foi adotada para
minimizar a ocorréncia de possiveis re-infec¢cdes das areas tratadas. Esse método potencializa
os beneficios do tratamento periodontal bésico e reduz ao mdximo o grau de inflamacao,

responsavel pela manutengdo de altos niveis de citocinas pré-inflamatorias™.

O tratamento periodontal ndo cirargico de pacientes diabéticos tipo 2 associado ou nao
a0 uso de doxiciclina® sistémica foi avaliado nesse estudo. Os resultados mostraram uma

melhora significativa nos parametros clinicos de inflamacao periodontal, bem como o reflexo
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desse resultado a nivel sistémico por meio da reducdo das taxas de hemoglobina glicada

12,25,27

corroborando dados de pesquisas anteriores , além disso verificou-se alteracdes de

alguns marcadores inflamatorios.

Uma redugao significativa de 25% na profundidade de sondagem foi observada em um
dos estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (Rodrigues et al., 2003)*°. Da mesma forma,
observamos 25% de redugdo no presente estudo para RAP. Entretanto, a associa¢do do
tratamento ao uso concomitante de doxiciclina® promoveu um resultado superior (redugdo de
37,6% para PB). A melhora clinica superior pode ser explicada pelo efeito antimicrobiano e
anti-inflamatorio da medicacdo que ¢ considerado um antibiotico efetivo contra a maioria dos

patogenos periodontais (Grossi SG et al., 1997)*".

Em relagdo ao ganho de insercio (Kiran et al., 2005)"' um estudo envolvendo
diabéticos do tipo 2, com valores de hemoglobina glicada entre 6 a 8% ou seja,
moderadamente controlados, obteve dados compativeis com o estudo em questdo sem a
utilizagdo de antibioticoterapia. Apds trés meses constatou-se 0,39mm de ganho de insergdo
clinico. Os resultados desse estudo sdo semelhantes aos dados de nosso estudo que evidenciou
uma média de ganho de insercdo clinico relativo de 0,5mm para o grupo que nao fez uso de
antibioticoterapia (RAP). Smith et al.,** embora tenham analisado diabéticos do tipo 1
(insulino dependentes), evidenciaram uma melhora dos pardmetros clinicos também
compativel ao estudo atual, os autores descreveram uma média de reducao na profundidade de
sondagem em 0,9mm e ganho de inser¢do no valor de 0,4mm. O presente estudo encontrou
médias de 0,9mm e 0,7mm para profundidade de bolsa e nivel de inser¢do respectivamente

considerando todos os pacientes (N=30).

Ao longo do estudo foram evidenciadas mudangas significativas no controle do

biofilme (IP) bem como do sangramento a sondagem (SS). Na avalia¢ao de todos os pacientes
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(N=30) verificou-se uma melhora para o indice de placa (IP) de 36,2% e para SS de 77% em
relacdo aos valores iniciais. Quando avaliamos os grupos separadamente, a redu¢ao do IP
indicou uma melhora de 39,7% e 32,7% para RAP e RAP+Doxi respectivamente. Em relagao

ao SS a mudanga foi de 72,5%(RAP) e 80% (RAP+Doxi).

Outros estudos mostraram resultados similares. (Grossi SG et al., 1997)%,
evidenciaram uma redugao significativa de 30 a 34% no percentual de sitios com presenga de
biofilme bacteriano apds trés meses de tratamento. Rodrigues et al., 2003,” observaram ao
longo do estudo uma variagdo na diminui¢do do sangramento a sondagem de 63% a 65%. A
reducdo do biofilme bacteriano nesse mesmo estudo foi de 19% a 25%. Kiran et al., 2005*!
evidenciaram uma melhora de 60% para SS e aproximadamente 81% para o IP. Christigau
et al.,* mostrou redugdo no SS de 70,3% a 27,4%, que corresponde a aproximadamente 61%

de melhora em relagdo ao baseline, para um grupo formado por diabéticos tipo 1 e 2.

A literatura afirma que a relagdo sinérgica entre diabetes e doenca periodontal pode ser
ilustrada por estudos que demonstram que o tratamento efetivo da periodontite pode melhorar
o controle metabolico desses pacientes'’. De fato, estudos recentes tém demonstrado que

445 a qual pode

pacientes com DP apresentam uma marcante resposta sistémica de fase aguda*
ser controlada apos o tratamento periodontal*®*’. Essa teoria foi confirmada pelos recentes
achados desse estudo que além da melhora clinica periodontal, também obteve uma redugao

significativa de aproximadamente 10,7% nos niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) quando

comparada aos valores iniciais.

O grupo RAP+Doxi evidenciou uma redugdo nos niveis de HbAlc de 1,5% que
corresponde a 13% de melhora. No entanto para RAP a mudanga foi de 7% quando
comparado ao baseline, essa alteracdo encontrada ndo foi estatisticamente significante. Esses

resultados estdo em concordancia com estudos anteriores que descreveram o efeito benéfico
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na administra¢io da doxiciclina® sistémica, como adjunto ao tratamento periodontal para o
controle metabolico de pacientes diabéticos. Uma dessas pesquisas foi um estudo’ que
verificou uma redug¢do de 10% da HbAlc em relagdo ao baseline apds trés meses de
tratamento ndo cirGrgico periodontal combinado a doxiciclina® sistémica, nesse mesmo

estudo o grupo controle (placebo) ndo mostrou mudancas significativas® .

Uma outra investigacdo mudando o meio de administragdo da droga observou uma
reducdo significativa nos niveis de hemoglobina glicada em diabéticos tipo 2, apds um més de
tratamento periodontal associado a 10mg de minociclina® local. A média na redugdo foi de

0,8%, que corresponde a 10,5% quando comparada aos valores basais *° .

A vantagem do uso topico da medicacdo seria uma menor freqiiéncia de efeitos
colaterais advindos da mesma. J4 o estudo em questdo utilizou-se a doxiciclina® sistémica e
observou-se uma maior diferenca na redugdo da HbAlc, (1,5%) 13% em relagdo ao inicio do
estudo. Essa alteracdo mais evidente pode ter sido originada devido a tempos diferentes de
reavaliagdo, bem como do meio de administragdo da medicagdo, visto que a sistémica pode
ter atingido picos mais altos e permanecido por um periodo de tempo maior nos fluidos
gengivais e corporais. E importante destacar que no presente estudo nio houve nenhum caso

de efeito colateral originado pelo uso da doxiciclina® sistémica.

O uso da doxiciclina® combinada ao tratamento periodontal antiinfeccioso em
pacientes diabéticos, pode ter um efeito benéfico dual. Primeiro como um antibiotico efetivo
contra a maioria dos patdégenos periodontais, pois 0 mesmo alcanga concentragdes no fluido
gengival maior do que no soro*, mostrando-se assim um importante adjunto na eliminagio
dos microrganismos periodontais. Segundo como um potente modulador na resposta do

paciente diabético a infecgdo periodontal, doxiciclina® inibe a glicagdo nio enzimatica de
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proteinas extracelulares e possivelmente tem um efeito similar também na glicacdo de

hemoglobina®.

c e ® , . A e ® . . .
Quando amoxicilina™ e 4acido clavulanico™ foram usados como adjunto a terapia

periodontal, nenhum efeito adicional foi observado nos niveis de hemoglobina glicada®®.

Em relagdo a glicemia em jejum ndo houve alteracdo significativa para os grupos
avaliados corroborando os dados de estudos prévios. Deve-se ressaltar que, apesar de haver
pequenas diferencas nos niveis de glicemia em jejum, esse exame mede os niveis sanguineos
imediatos e sdo susceptiveis a grandes oscilagdes durante o tratamento, por essa razao ele nao
¢ considerado um bom indicador de melhora no controle glicémico apds trés meses de

tratamento periodontal.

E importante salientar que a permanéncia de um foco infeccioso em intima associagao
aos tecidos periodontais leva a manutencdo de uma reagdo inflamatdria cronica local. Tal
resposta leva a destruicdo tecidual através de mecanismos que incluem a producgdo de enzimas
envolvidas na degradagdo de tecido conjuntivo que sdo reguladas pela producdo de diversas

. . , .. , . . . . 1
citocinas pro e antiinflamatorias nos tecidos periodontais®””

. Esses marcadores podem entao
ser dosados nos soros dos pacientes, e seus niveis podem sugerir o grau de atividade

inflamatoria sistémica gerada pela doenca periodontal.

O nivel sérico de varias citocinas, quimiocinas, ¢ outros fatores antes e apds o
tratamento periodontal foi analisado nesse estudo, e verificou-se uma tendéncia a reducao
pos-terapia em 16 dos 24 mediadores investigados, quando consideramos todos os paciente do
estudo (N=30). Entretanto, as amostras de soro mostraram uma alta variabilidade individual
no perfil de citocinas, ¢ nao foi possivel nenhuma associagdo definitiva entre suas

concentragdes e parametros clinicos periodontais.
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Por outro lado, algumas citocinas podem estar relacionadas a infec¢ao periodontal, em
especial, algumas que manifestaram diferencas estatisticamente significante, como:
IL-6, 1IP-10, Faz ligand (FasL), Rantes fator de estimulacdo de coldnias granulociticas
(G-CSF), IL-12(p70). Devido a essas alteragdes ¢ especulado que a doenga periodontal teria
uma participacdo na liberagdo de algumas substincias, € que essas ao mesmo tempo
participaria do processo de agravamento da condi¢do metabdlica dos pacientes diabéticos.
Assim a melhora da hemoglobina glicada apos o tratamento periodontal verificada no atual e
em varios estudos prévios, poderia ser explicada pelo fato da terapia mediar a redugdo de

alguns fatores a nivel sistémico.

O papel da IL-6 na patogénese da periodontite tem sido relatado por estudos
mostrando que a expressao da proteina IL-6 ¢ significativamente maior nos tecidos gengivais
inflamados'’” e esta elevada no fluido gengival e no soro de pacientes com periodontite

A s 19 . . yu 52
cronica ~ e pacientes diabéticos™.

A terapia periodontal nesse estudo reduziu significativamente em 48% os niveis no
soro de IL-6 ap6s melhora significativa nos parametros clinicos (PB, NCI, SS, IP) e
metabolicos (HbAlc). Contrariamente, outros estudos ndo relataram o0s mesmos

. 46,4
beneficios*®*

. A mesma melhora significativa foi observada para varias quimiocinas
. . . 21 ~

importantes associadas com o diabete”, como Rantes e IP-10 com reducao de 6,5% e 13%
respectivamente. Essas quimiocinas também sdo descritas elevadas nos tecidos periodontais

inflamados sugerindo assim, uma correlagdo positiva entre DM e DP 33,54,

A infecgdo periodontal provoca a liberacdo de algumas substincias, dentre elas os
lipopolissacarideos (LPS). IL2 (p70), uma citocina LPS induzida, estimula a producdo de
interferon (INF)y por linfocitos T helper tipo 1°°. Os niveis no soro de IL-12 reduziram 32%

apods a terapia periodontal enquanto os niveis de (INF)y mantiveram-se constantes. Isto pode
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indicar uma mudanca da resposta humoral mediada por células™. De maneira similar, o G-
CSF produzido na presenca de bactérias pelos queratindcitos gengivais, reduziu
significativamente em 27%. G-CSF estimula a sobrevida, prolifera¢do, diferenciagdo, e
fungio de células progenitoras granulocitica de neutrofilos™. Fas ligand, uma glicoproteina
de transmembrana envolvida na apoptose e persisténcia de células inflamatorias®’, estd
elevada durante a septicemia™. A reducdo significativa de 15% nos niveis de FasL apos
melhora clinica periodontal e controle metabodlico pode ser indicativo de uma melhora na

saude geral.
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Concluimos que a terapia periodontal ndo cirargica promoveu uma melhora
significativa nos parametros clinicos de inflamacdo e destruicdo periodontal para todos os

pacientes diabéticos analisados.

A terapia periodontal instituida levou a uma melhora significativa dos niveis de
controle glicémico, para o grupo de diabéticos tratados. Entretanto esta melhora apenas foi

estatisticamente significante, para o grupo de pacientes que utilizou antibioticoterapia adjunta.

A reducgdo significativa dos niveis séricos de varios marcadores inflamatorios para o
grupo de diabéticos tratados, pode estar relacionada a melhora clinica periodontal e redugao

da hemoglobina glicada.

O efeito benéfico do tratamento periodontal em pacientes diabéticos evidenciado por
nossos dados podera contribuir para estabelecer a validade desta terapia, como parte

fundamental do arsenal terapéutico dos pacientes portadores de Diabetes Mellitus.
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Periodontitis, besides being a complication of diabetes mellitus, also influences
glycemic control in patients suffering from this disease. The biological mechanism of this
interaction involves the synthesis and secretion of cytokines forming a cycle of catabolic
response and of periodontal destruction that contribute to the most severe forms of the disease
and to the difficulties involved in glycemic control. Accepting the premise that periodontal
treatment reduces the circulating and tissular levels of inflammatory mediators, this study set
out to evaluate the effects of non-surgical periodontal treatment on the serum levels of
glycated hemoglobin (HbAlc); on fast glucose levels and on cytokine levels after three
months of therapy. Thirty (30) type 2 (HbAlc initial >8) diabetics having periodontal disease
were randomly separated into two groups and received basic periodontal therapy. This was a
double-blind, randomized, placebo-controlled. One of the groups was administered adjuvant
systemic antibiotic therapy consisting of an initial dose of doxycycline 200mg and then a
100mg dose of this same medicine for 14 days. The other group was administered placebo
following the same protocol. The results of the pre and post clinical periodontal exams were
correlated to the HbAlc and to the inflammatory markers levels. The average reduction in
probing depth was 0.8mm for scaling and root planing associated with a placebo (SRP)
(P=0.00), and 1.1mm for scaling and root planing associated with doxycycline (SRP+Doxy)
(P=0.00) accompanied by 0.9% (P=0.0541) and by a 1.5% (P=0.0047) reduction in HbAlc

levels respectively.

A significant reduction (P<0.05) of IL-6, IP-10, Human Fas Ligand, G-CSF, Rantes
and IL-12p70 was also verified after three months of therapy taking into account all the study

sample (N=30).

The beneficial effects of periodontal therapy on glycemic control, as well as the

potentiality of antibiotic therapy as an adjuvant in conventional periodontal treatment were
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proven. It was also established that the alteration in inflammatory mediators could be related

to clinical periodontal improvement and to reduction in glycated hemoglobin.

Keywords: periodontal therapy, diabetes mellitus, inflammatory mediators, glycated

hemoglobin, antibiotic
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Diabetes mellitus (DM) and periodontitis are common chronic diseases in adults. Both
diseases are high prevalent in the world population. There are approximately 21 million
children and adults in the United States (7% of the population) who have diabetes.(Cowie et
al., 2006) Moreover, the incidence of diabetes is also increasing annually.(Geiss et al., 2006)
By the year 2025, it is estimated that 300 million people will have diabetes. And, more than
one in three people over age 30 have periodontitis. By a conservative estimate, 35.7 million

people in the United States have periodontitis.(Genco et al., 1999; Oliver et al., 1998)

Diabetes mellitus is a group of metabolic disease characterized by hyperglycemia
resulting from defects of insulin secretion, insulin action or both.(Mealey, 1999; Mealey and
Oates, 2006) Based up these conditions, diabetes mellitus can be divided into 2 main types:
Type 1 (formerly insulin-dependent diabetes mellitus) and Type 2 (formerly non-insulin-
dependent diabetes mellitus) (Mealey, 1999). Type 1 DM is caused by the destruction of the
pancreatic B cells - cells known to produce insulin. Type 2 DM results from defects in the
insulin molecule or from altered cell receptors for insulin and represents impaired insulin
function (insulin resistance) rather than deficiency and lack of production.(Donahue and Wu,
2001; Mealey, 1999) The chronic hyperglycemia condition of diabetes is associated with
long-term damage, dysfunction, and failure of various organs, especially the eyes, kidneys,
nerves, heart and blood vessels.(Thorstensson et al., 1996) Periodontitis is one of these
complications. And, it is generally accepted that the periodontal disease is more prevalent and
more severe in patients with diabetes than in non-diabetic ones.(Nishimura et al., 1998;
Soskolne, 1998) Indeed, the periodontal disease signs and symptoms are recognized as the
“sixth complication” of diabetes.(Loe, 1993) The mechanisms involved in this process are
mainly related to the increased risk of infections, impairment of the gingival fibroblast’s

synthesis of collagen and glycosaminoglycan and increased crevicular fluid collagenolytic
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activity.(Iacopino, 2001; Lalla et al., 2001; Nishimura et al., 1998; Stewart et al., 2001)

There are a number of common aspects in the inflammatory response in diabetes and
periodontitis (Iacopino, 2001). The relationship of both diseases represents a well recognized
example of a systemic disease predisposing to oral infection and, once that infection is
established, the oral infection exacerbating a systemic disease (Iacopino, 2001). Thus, the
chronic gram-negative infection from the periodontal origin may be considered a potential
focus of infection that aggravates the metabolic control of the diabetic patients (Slots, 1998;
Soskolne, 1998). In this context, the subgingival bacteria virulence factors present in the
periodontium gain a greater significance. The monocytes and macrophages respond to the
dental plaque microorganisms, membrane—associated vesicles, lipopolysaccharides (LPS),
and other soluble and particular fractions by secreting a number of chemokines inflammatory
cytokines especially tumor necrosis factor (TNF)-a, prostaglandin (PG)E,, interleukin (IL)-
1B, and IL-6 (Iacopino, 2001; Taba et al., 2005). The elevation in cytokines expression by
cells within the gingival connective tissue in chronic periodontitis lesions (Dongari-
Bagtzoglou and Ebersole, 1998) can theoretically spill over into the circulation where it can

induce or perpetuate systemic effects.

The elevated serum levels of these important mediators have been shown to have
deleterious effects on glucose and lipid metabolism. TNF-a has been reported to interfere with
lipid metabolism and to be an insulin antagonist (Abbatecola et al., 2004; Iacopino, 2001). IL-
6, and IL-1ra have also been reported to antagonize insulin action and to induce the release of
acute phase reagents (Abbatecola et al., 2004; D'Aiuto et al., 2004; Tacopino, 2001; Taylor,
2001). Chemokines such as IL-8, RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed,
and secreted), interferon-gamma-inducible protein-10 (IP-10), and eotaxin are crucial immune

mediators in many physiological and pathophysiological conditions. Chemokines have been
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hypothesized to be involved in macrophage infiltration into adipose tissue in obesity and
might therefore play an important role in the development of obesity-related disorders like

type 2 diabetes (Herder et al., 2005).

Intervention trials have been performed to assess the potential effects of periodontal
therapy on glycemic control in diabetic patients without conclusive strength to establish
periodontal therapy as influential in improving glycemic control in either type 1 or type 2
diabetes (Jones et al., 2006; Mealey and Oates, 2006; Promsudthi et al., 2005; Taylor, 1999).
On the other hand, several studies in diabetic patients with severe periodontitis have shown
improvements in glycemic control following scaling and root planning (Grossi €t al., 1997;
Iwamoto et al., 2001; Rodrigues et al., 2003; Schara et al., 2006). Additionally, the treatment
of periodontal disease incorporating systemic doxycycline or local minocycline resulted in
significant reduction in periodontal infection and inflammation followed by a short-term
reduction in the levels of glycated hemoglobin (HbA1c) (Grossi €t al., 1996; Iwamoto €t al.,

2001).

Considering the accumulated evidences and the necessity of further investigate the
relationship of Diabetes Mellitus and Periodontal Disease, the purpose of this study was to
evaluate the changes in the serum levels of glycated hemoglobin and inflammatory

biomarkers after non-surgical periodontal therapy.



MATERIAL AND METHODS
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SUBJECTS

This clinical study was carried out as a joint collaboration between the Department of
Metabolic Diseases and Endocrinology — Medical School and the Department of

Periodontology - Dental School of the University of Sao Paulo.

Approximately 2400 medical records were reviewed between 2004 and 2005 to select
the patients to enter in the study. Patients that fulfilled the entry clinical criteria for the
inclusion in the study were examined by an experimented periodontist (PAO) and, according

to their periodontal condition, the patients were invited or not to participate in the study.

The criteria for inclusion in the study were:

1- Patients with type 2 diabetes with glycated hemoglobin (HbAlc) values: >8%;
uncontrolled or poorly controlled diabetic patients;

2- DM diagnosis within the past 5 years;

3- At least one site with probing depth >5mm and two teeth with attachment loss >

6mm (Machtei et al., 1992);

The criteria for exclusion in the study were:

1- Use of antibiotics or any form of periodontal treatment in the previous 6 months;
2- Smoking within the past 5 years;
3- Pregnancy or lactancy;

4- Major diabetic complications.
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The study was reviewed and approved by the Institutional Human Research
Committee of USP and the patients were asked to sign an informed consent form. The
patients who qualified for the study were rescheduled for laboratory, periodontal,

radiographic, and clinical examinations.

From the initial screening, thirty-five patients presented all the inclusion criteria and

agreed to participate in the study.

DATA COLLECTION

The periodontal measurements were performed by a single examiner (PAO) and
recorded at six sites per tooth at baseline and 3 months following the periodontal treatment in
both groups. The parameters recorded were: probing pocket depth (PPD), relative attachment
level (CAL), bleeding on probing (BOP), suppuration, and presence or absence of biofilm at

four sites per tooth.

Probing pocket depth (PPD): PPD was measured from the gingival margin to the

bottom of the periodontal pocket, at six sites per tooth (mesial, central, and distal; buccally as

well as lingually/palatally) using a computerized pocket probe (Florida Probe)".

Relative attachment level (CAL): CAL was measured from the teeth crown to the

bottom of the periodontal pocket at six sites per tooth (mesial, central, and distal; buccally as

well as lingually/palatally) with the computerized disk probe *.

" Pocket probe e Disk probe Florida Probe Corporation, Gainsville, FL
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Periodontal inflammation (Bleeding on probing BOP): the % of bleeding sites was
assessed by gentle probing to the bottom of the pockets using a computerized probe

(Florida Probe)".

Suppuration (SUP): the % of suppuration sites was assessed by gentle probing to

the bottom of the pockets using a computerized probe (Florida Probe)".

Oral hygiene status — plaque index (PI): the % of plaque sites was assessed at four

sites for tooth, O’Leary index.(O'Leary et al., 1972)

BLOOD SAMPLE

A 15ml blood sample was obtained by venipuncture from each participant. Three
tubes were used to analyze respectively the level of glycated hemoglobin®; fasting plasma
glucose’ and serum were obtained by venipuncture of each patient before and after
therapy. Serum was collected by centrifugation, aliquoted, and stored until further

analyses at - 4°C.

* Labtest Sistemas para Diagnostico, SP, Brasil
" Glicose GOD-ANA enzimatica, Labtest, SP, Brasil
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MEDICAL AND IMMUNOLOGICAL EXAMINATION

For the metabolic assessment, peripheral blood samples were taken from each
patient and analyzed for fasting plasma glucose (FPG)', glycated haemoglobin (HbA lc)*.
The fasting plasma glucose (FPG)" was expressed in mg/dl and measured by glucose
oxidase method, and glycated hemoglobin (HbAlc)* was expressed in percentage, and
measured by high-pressure liquid chromatography. Metabolic measurements were
performed in baseline and at 3 month following the periodontal treatment in the two

groups.

Before and after treatment, a small serum samples was collected from the patients
and frozen -4°C, to be analyzed. These samples were use for simultaneously identifying
the types and measuring the levels of multiple different molecules using the flow
citometric BD ™ Cytometric Bead Array (CBA)® Multiplex Assays. The multiplex BD ™
Cytometric Bead Array (CBA)' employs a series of different particles that are stably
labeled with a fluorescent dye whose emission wavelength is read at ~650nm °. Each
different group of beads is labeled with a discrete level of fluorescent dye so that it can be
distinguished by its mean fluorescent intensity (MFI) upon flowcytometric analysis. In
addition, beads within each group are covalently coupled with antibodies that can

specifically capture a particular type of molecule present within biological fluids.

BD Cytometric Bead Array (CBA), BD Biosciences, USA
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PERIODONTAL TREATMENT

All subjects underwent periodontal examination and treatment by a single
experienced and calibrated periodontist (PAO). This was a double-blind, randomized,
placebo-controlled. Subjects were randomly assigned into two groups: full-mouth scaling
and root planning with placebo (SRP; n=15) or full-mouth scaling and root planning in
combination with Doxycycline 100mg/d for 2 weeks after initial dosage of 200mg
(SRP+Doxy, n=15). The SRP group received placebo instead of Doxycycline following
the same dosage. The antibiotic therapy started on the day before of the periodontal

treatment.

All patients received scaling and root planning, sessions were performed under
local anesthesia by the same investigator using hand instruments (Gracey curettes,

HuFriedy Instruments, Chicago, IL, USA) and an ultrasonic device.

The patients received oral hygiene instruction and full-mouth scaling and root
planning in 2 to 4 sessions within 24 to 36 hours performed under local anesthesia. Oral
hygiene control and reinstruction were reviewed two times monthly, followed by prophylaxis

until the end of 3 months.

STATISTICAL ANALYSIS

Mean CAL, PD, BOP, PI, missing teeth, HbAlc, fasting glucose, and serum
biomarkers were calculated for each subject and group and were compared between the

two groups using a two-sample Student t test or the Mann-Whitney U test. To compare the
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values between the baseline and after 3 months paired Student t test or Wilcoxon Rank
Sum Test was used. The data were tested for normality before applying the adequate
parametric or non-parametric tests. The results were considered statistically significant
when p-value was less than 0.05. Bonferroni correction was applied in the serum

biomarkers analysis and the alpha level adjusted downward.



RESULTS
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From the initial 35 examined patients, 5 were excluded of the analysis. Two patients
did not accomplish the treatment phase, one patient died and two of them excluded because
they had to use an anti-coagulant agent. The final enrolled sample comprises 30 poor
controlled diabetic patients with elevated to severe HbAlc serum levels of 11.2% in average.
Sixteen (53.3%) were women and 14 (46.7%) men with the mean age of 52.9 years old and
21.1 remaining teeth. According to the allocated groups, SRP group consisted of 9 women
and 6 men with the mean age of 53.5+13.6 years old and the SRP+Doxy group consisted of 7
women and 8 men with mean age of 52.3+6.3 years (Table 1). At baseline, both groups had
similar mean values for age, gender, plaque and gingival bleeding scores as well as severity of
periodontal disease measured by probing pocket depth and clinical attachment level (Table

2). Also, both groups had similar average values for the metabolic parameters (p >0.05)

PERIODONTAL PARAMETERS

The periodontal treatment protocol SRP or SRP+Doxy applied to this study promoted
statistically significant improvement of almost all the analyzed variables after 3 months. The
overall (N=30) average results showed PD reduction of 0.9mm and CAL gain of 0.7mm. The
plaque score dropped 23%, the BOP dropped 38%, and none SUP was observed after 3
months (Table 5). The PD and CAL reductions for SRP and SRP+Doxy groups were 0.5mm
and 0.9mm and 0.8mm and 1.Imm respectively with no statistically significant differences
between groups after 3 months (Fig. 3). The high prevalence of BOP, 49.1% (SRP) and

51.3% (SRP+Doxy), may be read as an indicator of generalized periodontal inflammation.
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After 3 months, the reductions were not different between groups, SRP showed a reduction of

34.9% and SRP+Doxy 42.4% (Table 4).

The oral hygiene status was evaluated at baseline and twice a month during 3 months.
Both groups showed significant reductions in PI scores. SRP showed a reduction of 22.2%

and SRP+Doxy 23.8% with no statistically significant differences between groups (Fig. 5).

METABOLIC PARAMETERS

The normal healthy range for the HbAlc levels is 4.5 — 6%. In our study, the mean
HbAlc values were 10.7% for the SRP and 11.8% for the SRP+Doxy. The diabetes was
poorly controlled in both groups. Table 9 After 3 months, the periodontal therapy promoted a
significant reduction on the average (N=30) HbAlc levels of 10.7%. The differences in
HbAlc levels after 3 month for each separate group were 0.9% for SRP and 1.5% for
SRP+Doxy. These reductions equate respectively to approximately 7% improvements for
SRP and 13% for SRP+Doxy (Fig. 7). For the fasting plasma glucose levels, there were a
slightly reduction from 228.3mg/dl to 217mg/dl after therapy that was not statistically
significant (Table 8). The differences in fasting glucose levels were 21.7mg/dl for SRP and

0.9mg/dl for SRP+Doxy. (Fig. 9).
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IMMUNOLOGICAL PARAMETERS

The periodontal treatment protocol SRP or SRP+Doxy applied to this study lead to
improvement in sixteen of twenty-four cytokines analyzed after 3 months (Table 10). The
IL-6, IP-10, Human Fas Ligand, G-CSF, RANTES, IL-12 (p70) overall reductions (N=30)
were 47.6%, 13.2%, 15%, 27.4%, 6.5% and 36% respectively. These changes in cytokines
and chemokines serum levels were statistically significant for p<0.05. However, when
Bonferroni correction was used the significant mediators were only G-CSF (P=0.0002) and

IL-12 (p70) (P=0.0019).



DISCUSSION
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Evidences suggest that periodontitis and its treatment have the potential to alter
glycemic control (Mealey, 2006; Nishimura and Murayama, 2001). Also, support the
relationship between diabetes and periodontal diseases as bidirectional; that is, diabetes is
associated with the increased occurrence and progression of periodontitis (Emrich et al.,
1991; Seppala and Ainamo, 1994), and this in turn is associated with poorer glycemic control
(Grossi and Genco, 1998; Mealey and Rethman, 2003). These studies suggest that the
successful management of periodontal infection leads to a reduction of the local symptoms
and markers of the disease and also to a superior control of glucose metabolism (Grossi et al.,

1997; Iwamoto €t al., 2001).

Considering the diabetic patients are at high risk for infections due to vascular
alterations and deficient healing response, the one-stage periodontal therapy within 24 to 36
hours associated or not with systemic doxycycline was adopted in order to minimize the
possible re-infection of the treated areas (Mongardini et al., 1999; Quirynen et al., 1998;
Quirynen et al., 1999) and maximally reduced edema, which is responsible for the continued

maintenance of high levels of pro-inflammatory cytokines (Greenstein and Lamster, 2000).

The results showed improvements in all the monitored clinical parameters that were
reflected in the systemic level by the glycated hemoglobin reductions as verified in previous
studies (Grossi €t al., 1997; Iwamoto et al., 2001; Stewart et al., 2001) and also by alterations

in inflammatory serum markers.

A significant reduction of 25% in the probing pocket depth was observed in a previous
study of our group (Rodrigues et al., 2003). Consistently, we observed a 25.2% probing
pocket depth reduction for SRP. However, the association with doxycycline promoted

superior results, 37.6% for SRP+Doxy. The superior result can be explained by both
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antimicrobial and the additional anti-inflammatory effect of the drug (Grossi et al., 1997;
Sorsa et al., 1992). The CAL change of 0.7mm is in accordance with previous studies (Kiran

etal., 2005; Smith et al., 1996).

Significant changes in biofilm control as well as in BOP were evidenced throughout
the study. The overall average Pl improvement was 36.2% and the BOP 77% over baseline.
The reductions in PI indicated improvements of 39.7% and 32.7% for SRP and SRP+Doxy
respectively. For BOP, the improvements were 72.5% (SRP) and 80% (SRP+Doxy). Other
studies showed similar results. PI reduction of 30 to 34% (Grossi €t al., 1997), 19 % to 25%
(Rodrigues et al., 2003) and 81% (Kiran et al., 2005). For BOP, 63% to 65% (Rodrigues et

al., 2003), 60% (Kiran et al., 2005) and 61% (Christgau et al., 1998).

The hypothesis that the effective treatment of periodontitis can improve metabolic
control (Grossi et al., 1997; Iacopino, 2001; Iwamoto et al., 2001; Rodrigues et al., 2003) was
again confirmed by this study which besides the periodontal improvement also obtained a
significant reduction in HbAlc levels. A 10.7% improvement in average when compared to
baseline values. The SRP+Doxy group showed a significant reduction of 1.5% which
correspond to 13% improvement. However, for SRP, the change was only 7%. One study
(Grossi et al., 1997) verified a 10% HbAlc reduction after 3 months of non-surgical
periodontal treatment combined with systemic doxycycline and no significant change in the
control group (Grossi et al., 1997). Another investigation (Iwamoto et al., 2001) that
administrated 10mg of local minocycline showed a significant reduction in HbAlc after 1
month. The average reduction was 0.8% which corresponds to 10.5% when compared to

baseline (Iwamoto et al., 2001).

The use of doxycycline combined with anti-infectious mechanical periodontal

treatment in diabetic patients is justified as follows. First, as a broad-spectrum antibiotic
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effective against most periodontal pathogens, doxycycline reaches concentrations in the
gingival fluid higher than in serum levels (Lavda et al., 2004), thus providing an important
adjunct in the reduction of local periodontal pathogens. Second, as a potent modulator of the
diabetic patient’s host response and metalloproteinases inhibitor (Reddy et al., 2003),
doxycycline also inhibits non-enzymatic glycation of extra-cellular proteins and possibly has
a similar effect on the glycation of hemoglobin (Grossi, 2001). On the other hand, when
amoxicillin with clavulanic acid was used as the adjunctive periodontal therapy no additional

effect was observed on the HbA1c levels (Rodrigues et al., 2003).

Besides the methodology differences, it is important to address the level of DM
metabolic control of the patients in the baseline. The poorly controlled diabetic patients of this
study seem to demonstrate the greatest differences between the initial and final levels of

HbAlc. However, a larger study with balanced group is necessary to support this observation.

Both groups did not manifest a significant alteration in fast glucose levels. This fact is
in accordance with data found in previous studies (Grossi et al., 1997; lacopino, 2001;
Iwamoto et al., 2001; Rodrigues et al., 2003). It should be emphasized that despite having
small differences in fast glucose levels, the measures are susceptible to great oscillations
during the treatment. For this reason, this examination is not considered to be a good indicator

for the level of improvement in glycemic control.

Sixteen of the 24 investigated serum mediators were, on average, higher in the
baseline than after the periodontal treatment for all diabetic patients (N=30). However, serum
samples showed high individual variability of cytokine profiles, and no definitive association

between their concentrations and clinical parameters of periodontitis was possible.
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On the other hand, some cytokines may possibly be related to periodontal infection,
especially those that manifested statistically significant differences; such as, IL-6, IP-10, Fas
ligand (FasL), RANTES, Granulocyte Colony-stimulating Factor (G-CSF), IL-12 (p70).
Because of these alterations, it is speculated that periodontal disease could have a
participation in the liberation of such substances. And, these in turn could participate in the
deterioration of the metabolic condition of the diabetic patients. Thus, the improvement in
glycated hemoglobin verified in this study and previous studies could be explained by the fact

that this therapy mediates the reduction of some markers in the systemic level.

The role of IL-6 in the pathogenesis of periodontitis has been supported by studies
showing that IL-6 protein expression is significantly up-regulated in inflamed gingival tissues
(Dongari-Bagtzoglou and Ebersole, 1998) and is elevated in the gingival crevicular fluid and
serum of chronic periodontitis (D'Aiuto et al., 2004) and diabetic patients (Kurtis et al.,
1999). Also, increased circulating levels of IL-6 shows significant correlation with HbAlc
and progression of diabetic nephropathy (Esposito et al., 2002). In a more general sense, an
augmented acute-phase response mediated by IL-6 may be a mechanism that explains many
of the clinical and biochemical features of type 2 diabetes and its complications (Esposito et

al., 2002).

The periodontal therapy in this study significantly reduced the IL-6 serum levels by
48% following the significant improvements in the clinical (PD, CAL, BOP) and metabolic
(HbAlc) measures. Conversely, other studies did not report the same benefits (Ide et al.,
2003; Talbert et al., 2006). The same significant trend was observed for important diabetes
associated chemokines (Herder et al., 2005) such as RANTES and IP-10 with 6.5% and 13%

reduction respectively. These chemokines have been described elevated in inflamed
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periodontal tissues, therefore corroborate a positive correlation (Bodet et al., 2006; Taubman

and Kawai, 2001).

IL-12 (p70), a LPS induced cytokine, stimulates interferon (INF)-y production by T
helper type 1 cells (Orozco et al., 2006). The IL-12 serum levels reduced by 32% after the
periodontal therapy whereas INF-y serum level was maintained constant. This may indicate a
shift in the balance of cell-mediated and humoral response (Orozco €t al., 2006). Similarly,
the G-CSF, produced in the presence of bacteria by gingival keratinocytes, reduced
significantly by 27%. G-CSF also stimulates the survival, proliferation, differentiation, and
function of neutrophil granulocyte progenitor cells and mature neutrophils (Sugiyama et al.,
2002). Fas ligand, a transmembrane glycoproteins involved in apoptosis and persistence of
inflammatory cells (Sawa et al., 1999), is elevated during sepsis (De Freitas et al., 2004). The
significant reduction of 15% in the FasL and G-CSF serum levels followed by clinical and

metabolic improvements may be indicative of general health amelioration.
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TABLES LEGENDS

Table 1: Population Demographics

Table 2: Clinical periodontal status between groups SRP (placebo) and
SRP+Doxy (doxycyclina) in diabetic subjects — baseline

Table 3: Clinical periodontal status between groups SRP (placebo) and
SRP+Doxy (doxycyclina) in diabetic subjects - 3 months following the
periodontal treatment

Values are shown as mean + SD - N= 15

Table 4: Clinical periodontal status baseline and 3 months following the
periodontal treatment SRP (placebo) — G1 and SRP+Doxy (doxycyclina)-G2 in
diabetic subjects

Table 5: Clinical periodontal status baseline and 3 months following the
periodontal treatment in diabetic subjects

Table 6: Level of metabolic control (HbAlc and fasting glucose) between
groups SRP (placebo) and SRP+Doxy (doxycyclina) in diabetic subjects —
baseline

Table 7: Level of metabolic control (HbAlc and fasting glucose) between
groups SRP (placebo) and SRP+Doxy (doxycyclina) in diabetic subjects — 3
months following the periodontal treatment

Table 8: Level of metabolic control (HbA1c and fasting glucose) baseline and
3 months following the periodontal treatment in diabetic subjects

Table 9: Level of metabolic control (HbA1c and fasting glucose) baseline and
3 months following the periodontal treatment SRP (placebo) — G1 and
SRP+Doxy (doxycyclina)-G2 in diabetic subjects

Table 10: Serum cytokines (pg/ml) baseline and 3™ months following the periodontal
treatment - diabetic patients
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Table 1: Population Demographics
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Variable Whole population SRP SRP+Doxy
N=30 N=15 N=15
Gender
Male 14 6 8
Female 16 9 7
Mean age years 529+104 53.5+13.6 523+6.3

SRP: full-mouth scaling and root planning + placebo.

SRP+Doxy: full-mouth scaling and root planing in combination with doxycyclina.

Table 2: Clinical periodontal status between groups SRP (placebo) and SRP+Doxy

(doxycyclina) in diabetic subjects - baseline

Clinical parameters SRP SRP+Doxy p-value
PD 29+0.2 3.0£0.1 0.1150
NIC 102+1.3 10.7+ 1.6 0.3389
PI % 59.7+18.8 69.9+17.3 0.1327
BOP % 499 +18.5 51.3+14.9 0.7187
SUP % 0.7+1.4 1.6+£24 0.1235
n-tooth 21.9+6.5 20.2+6.7 0.1057

Values are shown as mean+ SD-N=15

The parameters NIC, IP, BOP, were assessed by the Student t-test
The parameters PD, SUP, n-tooth were assessed by the Mann-Whitney U -test
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Table 3: Clinical periodontal status between groups SRP (placebo) and SRP+Doxy
(doxycyclina) in diabetic subjects - 3 months following the periodontal treatment
Values are shown as mean + SD - N= 15

Clinical SRP SRP+Doxy p-value
parameters
PD 2.1+0.1 1.9+0.1 0.0465
NIC 97+1.4 9.8+1.6 0.8520
PI % 37.5+19.0 46.1 £ 14.2 0.1750
BOP % 142 +12.5 89+4.8 0.2998
SUP % 0+£0 0+0 1.0000
n-tooth 21.7+6.4 183+7.0 0.1248

The parameters NIC, IP, Sup, were assessed by the Student t-test
The parameters PD, BOP, n-tooth were assessed by the Mann-Whitney U -test
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Table 4: Clinical periodontal status baseline and 3 months following the periodontal
treatment SRP (placebo) — G1 and SRP+Doxy (doxycyclina)-G2 in diabetic subjects

Clinical parameters Time 1 Time 2 p-value

PD G1 29+0.2 2.1+0.1 0.0001* !
PD G2 3.0+0.1 1.9+0.1 <0.0001* l
NIC G1 10.2+1.3 9.7+14 0.0054* l
NIC G2 10.7+£1.6 9.8+ 1.6 <0.0001* l
PI G1 % 59.7+18.8 37.5+£19.0 <0.0001* l
PI G2 % 69.9+17.3 46.1 + 14.2 <0.0001* l
BOP G1 % 49.1 £18.5 142+ 12.5 <0.0001* l
BOP G2 % 51.3+14.9 89+48 <0.0001* l
SUP G1 % 0.7+1.4 0.0+0.0 0.2500 l
SUP G2 % 1.6+24 0.0£0.0 0.0039* l
n-tooth G1 21.9+6.5 21.7+6.4 0.2500 l
n-tooth G2 202+6.7 18.3+£7.0 0.0005* }

* significant difference - p< 0.05

Values are shown as mean £ SD - N=15
G1: full-mouth scaling and root planning + pacebo (SRP)
G2: full-mouth scaling and root planing in combination with doxycyclina (SRP+Doxy)
Time 1- diabetic patients - baseline
Time 2- diabetic patients - 3 months after periodontal treatment
The parameters NIC G1, IP G1, BOP G1, PD G2, NIC G2, IP G2, BOP G2, n-tooth G2

assessed by the Student t-test

WEre

The parameters PD G1, SUP G1, n-dentes G1, SUP G2, were assessed by the Wilcoxon signed ranks

test
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Table 5: Clinical periodontal status baseline and 3 months following the periodontal

treatment in diabetic subjects

Clinical parameters Time 1 Time 2 p-value

PD 29+0.7 2.0+0.3 <0.0001* !
NIC 10.5+1.5 9.8+1.5 <0.0001* !
PI % 64.8 £ 18.5 41.8+17.1 <0.0001* !
BOP % 50.0£16.5 12.0+9.7 <0.0001* !
SUP % 1.1£2.0 0.0+0.0 0.0005* !
n-tooth 21.1+6.6 20.0+ 6.9 0.0005* !

* significant difference - p< 0.05

Values are shown as mean = SD - N=30

Time 1- diabetic patients - baseline

Time 2- diabetic patients - 3 months after periodontal treatment

The parameters PD, NIC, IP, BOP, n-tooth were assessed by the Student t-test

The parameters SUP, were assessed by the Wilcoxon signed ranks test

Table 6: Level of metabolic control (HbAlc and fasting glucose) between groups SRP

(placebo) and SRP+Doxy (doxycyclina) in diabetic subjects — baseline

Metabolic control SRP SRP+Doxy p-value
HbAlc % 10.7£0.5 11.8+0.4 0.1055
Fasting glucose 219.1+£27.8 237.5+21.8 0.6051

Values are shown as mean+ SD-N=15

The parameters HbA 1c, fasting glucose were assessed by the Student t-test
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Table 7: Level of metabolic control (HbAlc and fasting glucose) between groups SRP
(placebo) and SRP+Doxy (doxycyclina) in diabetic subjects — 3 months following the
periodontal treatment

Metabolic control SRP SRP+Doxy p-value
HbAlc % 9.8+0.5 10.3+£0.6 0.5672
HbA1c dif % 09+1.6 1.5+1.7 0.2808
HbAlc imp % 7+3.7 13+3.9 0.3173
Fasting glucose 197.4 £24.1 236.6 £24.6 0.1711

Values are shown as mean £ SD - N=15
The parameters HbAlc, HbAlc imp, were assessed by the Student t-test
The parameters HbA 1¢ dif, fasting glucose were assessed by the Mann -Whitney U -test

Table 8: Level of metabolic control (HbAlc and fasting glucose) baseline and 3 months
following the periodontal treatment in diabetic subjects

Metabolic control Time 1 Time 2 p-value
HbAlc % 11.2+0.5 10.0+0.5 0.0005* !
Fasting Glucose 2283 +95.5 217.0 £94.7 0.4589 !

* significant difference — p< 0.05

Values are shown as mean = SD - N =30

Time 1- diabetic patients - baseline

Time 2- diabetic patients - 3 months after periodontal treatment

The parameters HbA 1c, Fasten Glucose, were assessed by the Student t-test
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Table 9: Level of metabolic control (HbAlc and fasting glucose) baseline and 3 months
following the periodontal treatment SRP (placebo) — G1 and SRP+Doxy (doxycyclina)-G2 in
diabetic subjects

Metabolic control Time 1 Time 2 p-value
HbAlc % G1 10.7+£0.5 9.8+0.5 0.0541 !
HbAlc % G2 11.8+0.4 10.3+£0.6 0.0047* |
Fasting Glucose G1 219.1 £27.8 197.4 £24.1 0.2928 !
Fasting Glucose G2 237.5+21.8 236.6 £24.6 0.9693 !

* significant difference - p< 0.05

Values are shown as mean = SD - N= 15

Time 1- diabetic patients - baseline

Time 2- diabetic patients - 3 months after periodontal treatment

The parameters HbAlc G1, FG G1, HbAlc G2, FG G2 were assessed by the Student t-test
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Table 10: Serum cytokines (pg/ml) baseline and 3™ months following the periodontal treatment -

diabetic patients

Mediator Time 1 Time 2 p-value
IL-2 59+15.6 5.0+£14.7 0.8203 !
IL-4 0.6+1.3 0.5+1.4 0.6953 l
IL-5 1.6+1.5 1.1+1.2 0.1035 l
IL-6 21+1.7 I.1+1.1 0.0055* l
IL-7 1.2+2.6 1.1+2.1 0.9460 !
IL-8 9.0£6.0 10.6 +13.9 0.6216 1
IL-18 0.3+1.6 03+1.5 1.0000 =
IP-10 90.8 +43.7 78.8 £37.5 0.0142 * l
IL-9 0.7+2.6 09+34 0.8750 1
IL-10 1.0+22 0.7+0.9 0.8040 l
MIP-1 o 156.6+ 558.2 157.2 £596.1 0.8457 1
B FGF 04+22 0.0£0.0 1.0000 !
FAS Ligand 16.6 9.3 14.1 £ 8.4 0.0036 * l
EOTAXIN 86.1 +36.2 89.7+39.2 0.3962 1
G-CSF 7.3+£2.9 53+24 0.0002 * l
GM-CSF 04+1.3 0.1+£0.6 0.5000 l
RANTES 18026.0 +£2943.3 16845.1 £2985.0  0.0292 * l
LT-a 04+1.5 03+13 0.2500 l
MCP-1 122.2+96.7 132.3+£100.2 0.2101 1
TNF «a 03+1.4 03=+1.1 1.0000 =
MIP 1- B 104.9 +£78.5 94.4 +66.9 0.2243 !
IL12 p70 25+13 l.6+14 0.0019 * l
INF vy 28+7.4 3.3+10.8 1.0000 1
MIG 267.3 £297.6 172.2 £ 146.9 0.3389 l

* significant difference - p< 0.05

Continua...

Bonferroni correction p<0.0021
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Continuacdo

N =30

Time 1- diabetic patients - baseline
Time 2- diabetic patients - 3 months after periodontal treatment
Values are shown as mean = SD

The mediators IL-2, IL-4, IL5, IL-7, IL-1B, IP-10, IL-9, IL-10, MIP-1a, FGF, Eotaxin, GM-
CSF, LT- a, MCP-1, TNF a, INF y were assessed by the Wilcoxon signed ranks test
Wilcoxon

The mediators IL-6, MIP 1- B, IL12 p70, Rantes, MIG were assessed by the Student t-test?
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Citocinas Hematopoiéticas
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Quimiocinas

Overall IP-10 Change 3 Months After the Periodontal Therapy

pg/ml

Diabetic Patients

Overall Eotaxin Change 3 Months After the Periodontal Therapy

100+
75
E
S 504
o
25+
0-
& &
459 &
3 S

Diabetic Patients

Overall Lymphotoxin-a. Change 3 Months After the Periodontal Therapy

0.7+
0.6+
0.54
0.4+
0.3
0.24
0.1

pg/ml

0.0~

& &

Diabetic Patients



Quimiocinas

Overall MCP-1 Change 3 Months After the Periodontal Therapy
200+

pa/mi

Diabetic Patients

Overall MIP-1a Change 3 Months After the Periodontal Therapy
300+

pg/ml

Diabetic Patients

Overall MIP -1B Change 3 Months After the Periodontal Therapy

125+

1004

pa/mi

‘(\
N N
[2) 6\0
34 )

Diabetic Patients

115



116

Outros Fatores
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PREPARO DAS AMOSTRAS ( SORO) E DA CURVA DE CALIBRACAO

Descongelamento das amostras — Centrifugacio das amostras
soro - homogeneizac¢iio no vértex

" E -
f

Soro limpido transferido para
os respectivos eppendorfs

Transferéncia do soro para
novos eppendorfs

Visualizacio dos eppendorfs de Tubos de cada paciente com suas
cada paciente identificacdes numéricas
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CURVA DE CALIBRACAO

-Mistura de todas as proteinas liofilizadas em um tubo de 15 mL
-Reconstituigdo com 2mL de Assay Diluent preparando uma mistura TOP Standard
- Incuba por 15 minutos a temperatura ambiente

- O tubo Top Standard contém 2mL da mistura de todas as esferas

- Diluicao com Assay diluent nos tubos da curva
- Adicao da solucao do tubo TOP Standard nos tubos da curva até chegar no tubo
1:256

Introducio de cada
Proteina liofilizada
em um unico tubo

Proteina liofilizada que
foi utilizada no preparo
da curva de calibracao

Todas as 24 Proteinas
liofilizadas em um unico tubo
reconstituidas com 2mL de
Assay Diluent

:

peewo (1R

Assay Diluent

74

Top Standard
reconstituido

Assay Diluent
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PREPARO DAS BEADS DE CAPTURA

BD™ CBA
Wash Buffer

iS50 Exp CAZZOOT

Cat Wo. 318003708  Stwe at&'C
Lot 1413

Agito de todas as 24 beads

de Captura no Vortex Pipetagem de 100pL das

beads de cada proteina
para um unico tubo

Incubar por 15 minutos a

—

temperatura ambiente no escuro

g
3
8

-

Ressuspensio das beads em
500 pL. de Wash Buffer

=

i

Centrifugacao das beads de Descarte do sobrenadante

captura por 5 minutos 200G cuidadosamente através
de inversao
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=NU g )
LA

§

BD™ CBA
Capture Boad D
Serum/Plasma s s ac
30mi Exp. 2007-08-30
Cat: 51-9003991 Lot 19152

Ressuspensiao das beads em
5 mL de Capture Beads Diluent e em

Capture Beads Diluent
seguida agitar a suspensio no vortex

Adicao de S0pL de soro em seus

Adicao de S0pL da suspensiao
respectivos tubos

de beads em cada tubo

Incubar por 1 hora em temperatura ambiente protegido da luz
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PREPARO DO PE DETECTION

Adicao de 100pL do PE detection de

cada proteina em um unico tubo

BD™ CBA
Detection Reagent Diluent
0ml  Exp 2007-09-30

Cat No_ 51-9003993
Lot 18854 Store wl 4T

8D Biosciences Pharmingen
s b biosclences.com
For Research Use Only. Not for resale.

24 proteinas — 2.4 mL, completar com Detection Reagent Diluent para um

Volume final de 5 mL
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Adicao de 50pL da suspensio do PE detection
nos tubos que ja estdo incubados ha 1 hora
com soro + as beads de captura.
Adicionar também em todos os 10 tubos da curva

- Incubar por duas horas em temperatura ambiente,
protegido da luz
) - Lavar 1 vez com 1 mL de wash buffer, 200g por 5 minutos

- Descartar cuidadosamente o sobrenadante

-Ressuspender o pellet em 300 pL. de wash buffer BD™ CBA
Wash Buffer
- Aquisi¢do no citometro de fluxo Som Lo oannor

Cat oo 318003798 Storemt4'C

Lot 1433

- Aquisi¢ao dos dados

- Anadlise no software FCAP Array



Analise do Software FCAP Array — Mediadores Inflamatérios

Pontos da Curva de Calibracao
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Ilustracdo de mediadores Inflamatorios de um Paciente diabético (1) antes e apos
terapia periodontal

Antes Tratamento
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Mediadores antes
tratamento

Posicao das beads para

Mediadores antes tratamento

Paciente (1)

APC-A

Verde

APC-A

Antes tratamento

G-CSF: Azul

Antes Tratamento

IL-6: Verde

G-CSF: Azul

com destaque para IL-6:
G-CSF: Azul



Apos tratamento
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Posicao das beads para
Paciente (1)

Mediadores apos
tratamento

Mediadores apos tratamento
com destaque para IL-6:
Verde  G-CSF: Azul

APC-A

APC-A

Apos Tratamento

G-CSF: Azul

IL-6:

Apos Tratamento

Verde G-CSF: Azul

APC-A

APC-A

Antes
IL-6: Verde

G-CSF: Azul

Depois

IL-6: Verde

G-CSF: Azul
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Paciente 2
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Posicao das beads para Todos mediadores antes
Paciente (2) tratamento
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Mediadores apds tratamento, para
esses houve uma reducao nos niveis
séricos

Mediadores antes tratamento

IL6: Verde; IL2: Azul; Rantes: Roxo; G-CSF: Amarelo; 1L-12(p70): Verde escuro; IP-10:
Azul claro; Fas Ligand: Laranja



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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