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"Anyway,

People are often unreasonable, illogical, and self-centered,
Forgive them anyway.

If you are kind, people may accuse you of selfishness and ulterior
motives,

Be kind anyway.

If you are successful, you will win some false friends and some
true enemies,

Succeed anyway.

If you are honest and frank, people may cheat you,

Be honest and frank anyway.

What you spend years building, someone could destroy overnight,
Build anyway.

If you find serenity and happiness, some people may be jealous,
Be happy anyway.

Give the world the best you have, and it may never be enough,
Give the world the best you've got anyway.

You see, in the final analysis it is between you and GOD,

It was never between you and them anyway."

Mother Teresa
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Resumo

Este estudo objetiva verificar a influéncia sistémica da periodontite cronica severa frente ao
controle metabdlico bem como do tratamento periodontal na resposta imunoldgica de
individuos diabéticos tipo 2 através da andlise da expressdo génica e protéica de citocinas
por células mononucleares aderentes de sangue periférico. Foram selecionados 20 pacientes
divididos em: grupo teste — 10 diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa e controle
metabdlico inadequado; grupo controle — 10 diabéticos tipo 2 sem periodontite e controle
metabdlico inadequado. Primeiramente, os pacientes foram hospitalizados por 8 dias para a
obtencdo de um controle metabdlico adequado, permanecendo inalterada a condicdo
periodontal nesta fase. Posteriormente, o grupo teste foi submetido a terapia mecénica em
estdgio unico associada a antibioticoterapia sist€émica com amoxicilina e metronidazol.
Amostras sanguineas foram obtidas no primeiro e ultimo dias de hospitalizacdo, e 4 a 6
semanas apds o tratamento periodontal para a andlise imunoldgica. Para avaliacdo dos
parametros laboratoriais relacionados ao controle metabdlico, como HbAIc, foram obtidas
amostras sanguineas antes e apds a hospitalizacdo, e 3 a 6 semanas apds o tratamento
periodontal. Culturas de um total de 2,5)(106 células/mL mononucleares aderentes, foram
realizadas por 24h na presenca e auséncia de LPS (Spug/mL). As citocinas TNF- a, IL-1,
IL-8 e IL-6 foram detectadas nos sobrenadantes das culturas através do ELISA, enquanto
que a sua expressao génica foi verificada por PCR em tempo real. Enquanto o controle
metabdlico diminuiu a secre¢do de TNF-a (p=0,02), IL-1B (p=0,03), IL-8 (p=0,04) e IL-6
(p=0,02) nos sobrenadantes das células estimuladas do grupo controle, os pacientes do
grupo teste apresentaram niveis maiores destas citocinas apds o controle metabdlico quando
comparados ao grupo controle (p<0,01 ou p=0,01). O controle metabdlico bem como a
infeccdo periodontal severa, apesar de ndo terem influenciado a expressdo génica das
citocinas proinflamatérias pelas células estimuladas de ambos os grupos, aumentou a
expressdo génica em 2 vezes da IL-8 (p=0,04) pelas células basais do grupo teste,
evidenciando-se uma hipoexpressdo, respectivamente, de 4, 3 e 11 vezes, da IL-1f3, [L-8 e
IL-6 (p<0,01 ou p=0,01) por estas células no grupo teste em relacdo ao grupo controle,

antes do controle metabdlico. Enquanto o tratamento periodontal promoveu uma
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diminuicdo da secrecdo de TNF-a (p=0,04) pelas células estimuladas do grupo teste, o
mesmo ndo influenciou a expressdo génica das citocinas nestas condi¢des. O controle
metabdlico associado ao tratamento periodontal promoveu um aumento da expressao
génica em 6 e 5 vezes, respectivamente da IL-1B e IL-6 (p<0,01), pelas células basais do
grupo teste. Enquanto, o controle metabdlico promoveu redu¢des na HbAlc de 1% no
grupo controle (p=0,04) e 1,1% no grupo teste (p=0,03), o tratamento periodontal
promoveu uma redugdo adicional de 1,6% na HbAlc do grupo teste. Assim, demonstrou-se
o papel modulador da periodontite cronica severa na resposta imunoldgica dos pacientes
diabéticos tipo 2, mantendo a capacidade reativa préinflamatéria das células mononucleares
frente ao controle metabdlico, e que o tratamento desta infec¢do local pode exercer efeitos
sist€émicos, diminuindo o potencial préinflamatério das células mononucleares circulantes,
contribuindo para a melhor sensibilidade insulinica e facilitando o controle metabdlico

destes individuos.

Palavras chave: mondcitos; diabetes; periodontite; citocinas.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the systemic influence of chronic severe
periodontitis in relation to metabolic control and of periodontal therapy in the immune
response of diabetic type 2 patients through the evaluation of cytokine protein and gene
expression in human adherent peripheral blood mononuclear cells. Twenty patients were
studied, distributed in 2 groups: test group - 10 type 2 diabetic patients with severe chronic
periodontitis and inadequate metabolic control; control group - 10 type 2 diabetic patients
without periodontitis and inadequate metabolic control. First, all participants were
hospitalized for 8 to 10 days to obtain adequate metabolic control, without any periodontal
condition alterations. Afterwards, the test group received one-stage non-surgical
periodontal therapy associated with Amoxicilin and Metronidazole. Blood samples were
obtained on the first and last day of hospitalization, and 4 to 6 weeks after periodontal
therapy for immunological analyses. For metabolic parameters analyses, like HbAlc, blood
samples were obtained before and after hospitalization, and 3 to 6 weeks after periodontal
therapy. Mononuclear cells were isolated by gradient density using Ficoll-Hypaque®. A
total of 2.5 X 10° adherent cells/mL were cultivated during 24hs in the presence or absence
of LPS. The cytokines TNF-a, IL-1p, IL-8, IL-6 were quantified in cell culture supernatants
using ELISA, while their gene expression was verified by Real Time PCR. It was
demonstrated that metabolic control promoted a reduction of TNF-a (p=0,02), IL-1
(p=0,03), IL-8 (p=0,04) and IL-6 (»p=0,02) levels in control group supernatants stimulated
cells, while the test group showed increased levels of that cytokines compared to the
control group after metabolic control (p<0,01 or p=0,01). The metabolic control as the
presence of chronic severe periodontal infection, although did not affect the gene
expression of that cytokines by stimulated cells from both groups, increased IL-8 gene
expression 2 times (p=0,04) by test group unstimulated cells while it was verified a lower
gene expression respectively of IL-1B, IL-8 and IL-6 (p<0,01 or p=0,01) by 4, 3, and 11
times related to the control group, before metabolic control. Moreover, periodontal therapy
promoted a reduction of TNF-a (p=0,04) levels in test group supernatants stimulated cells,

although did not affect the gene expression of the cytokines studied by these cells. There
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was observed combined effect of metabolic control and periodontal therapy on IL-1 and
IL-6 (p<0,01) gene expression, that were increased by 6 and 5 times, respectively, by test
group unstimulated cells. While metabolic control promoted reductions of 1% and 1,1% in
HbA1lc levels of control and test group respectively, periodontal therapy promoted an
additional reduction of 1,6% in HbAlc levels of test group. Therefore, it was suggested that
chronic severe periodontal infection can modulate the immunological response of type 2
diabetic patients, through the maintenance of the inflammatory reactive capacity of
mononuclear cells even if in the presence of metabolic control, and that the local infection
treatment can promote systemic effects, through decreasing the pro-inflammatory potential
of mononuclear circulating cells, helping to restore insulin sensitivity, resulting in an

improved glycemic control in those individuals.

Key words: mononuclear cells; diabetes; periodontitis; cytokines.
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1. Introdugdo

O diabetes mellitus € uma sindrome clinica crénica, composta por um grupo de
desordens, clinicamente e geneticamente heterogéneas, que afetam o metabolismo dos
carboidratos, lipidios e proteinas. Sua principal caracteristica € a elevacdo anormal dos
niveis de glicose sanguineos. Esta hiperglicemia decorre de uma deficiéncia insulinica
causada por defeitos de secrecdo deste hormonio por uma disfungdo na célula 3 pancreatica
e/ou por uma ineficiente acdo periférica decorrente de uma resisténcia insulinica no figado
e nos musculos. Esta desregulacdo metabdlica é comumente associada a alteracdes do
metabolismo do tecido adiposo (Graves ef al., 2006; Mealey & Oates, 2006).

O diabetes mellitus afeta cerca de 21 milhoes de Americanos, incluindo mais de
9% da populagdo adulta, apresentando um grande impacto na saide da populagdo, uma vez
que € responsdvel por uma alta morbidade e mortalidade nos individuos afetados, como
também por um elevado custo financeiro para o sistema de satde publico (Graves et al.,
2006; Mealey & Oates, 2006). E estimado que, em muitos paises, como a India, China e
Estados Unidos, que apresentam os maiores nimeros de pacientes diabéticos atualmente
(sendo >90% de diabéticos tipo 2), a prevaléncia desta doenca duplique nos proximos 20
anos (Wild et al., 2004). No Brasil, apesar da falta de pesquisas recentes acerca da
prevaléncia do diabetes na populacio, de acordo com o tltimo censo realizado em 1988, foi
observada uma prevaléncia de 7,6% de diabetes mellitus e 7,8% de condicdes pré-
diabéticas, como intolerancia a glicose, na populagdo urbana brasileira com idade entre 30 e
69 anos (Malerbi & Franco, 1992). Dez anos depois, em 1997, um novo censo de diabetes
realizado na cidade de Ribeirdo Preto, constatou a prevaléncia de 12,1% de diabetes
mellitus e de 7,7% de intolerancia a glicose na populacdo urbana com idade entre 30 e 69
anos, demonstrando um aumento de 59% na prevaléncia do diabetes e a manutencdo de
prevaléncia equivalente de intolerancia a glicose, quando comparados os dados (Torquato
et al., 2003). Segundo Wild et al. (2004), no ano de 2000, a populagdo total de diabéticos
no Brasil foi estimada em 4,6 milhdes de pessoas, ocupando o oitavo lugar entre os paises

de maior prevaléncia de diabetes no mundo. Para 2030 a previsdo é de que o Brasil atinja



uma populagdo de 11,3 milhdes de pessoas acometidas, subindo para o sexto lugar nesta
lista. Cerca de 85 a 90% dos casos de diabetes sdo de diabéticos tipo 2, enquanto que o
diabetes tipo 1 acomete cerca de 5 a 10% dos pacientes (Wild et al., 2004; Mealey & Oates,
20006).

O diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca multifatorial com fatores de risco
sociais, comportamentais € ambientais que atuam junto a uma forte heranca poligénica.
Apesar da poderosa interferéncia genética indicada em 100% dos gémeos homozigéticos, o
ambiente desempenha um importante papel na patogénese deste tipo de diabetes. Diante
disto, € que se observa uma epidemia global de diabetes mellitus tipo 2, incentivada por um
aumento da populacdo, da expectativa de vida, da urbanizagdo, da obesidade e do
sedentarismo (Fernandez-Real & Pickup, 2007). O diabetes tipo 2 €, entdo, causado por
uma resisténcia a insulina combinada a uma incapacidade de producdo de uma quantidade
de insulina adicional para compensar esta resisténcia. Este tipo de diabetes estd comumente
associado a obesidade, seu principal fator de risco ambiental, que contribui para a
resisténcia periférica a acdo da insulina, através dos niveis elevados de dcidos graxos livres
derivados dos adipdcitos, os quais inibem a utilizagdo de glicose, sintese de glicogénio e
glicolise, com o conseqiiente aumento na produgdo deste hormodnio, caracterizando a
hiperinsulinemia (Graves et al., 2006; Mealey & Oates, 2006; Fernandez-Real & Pickup,
2007). Porém, com a progressdo da doenga, ocorre uma diminui¢do da massa de células 3
pancredticas as custas, sobretudo, de apoptose, resultando em uma producao inadequada de
insulina (Graves et al., 20006).

Como conseqiiéncia, sobretudo do desafio hiperglicémico cronico, o diabetes
mellitus apresenta complicagdes cronicas freqiientes como as macroangiopdticas,
clinicamente representadas pela coronariopatia, doenga vascular periférica e doenga
vascular cerebral e as microangiopaticas, como a neuropatia, retinopatia e nefropatia. Tem
sido evidenciado que o controle metabdlico é fator preponderante ndo s6 na patogé€nese e
progressdao das complicagdes diabéticas micro e macrovasculares (DCCT research group,
1993; UKPDS group, 1998), mas também na alta susceptibilidade destes pacientes a
infec¢Oes, uma vez que estes individuos apresentam um risco de 2 a 5 vezes maior para as

doencas periodontais, que pode ser reduzido por um controle glicémico efetivo (Taylor,



2001). Alguns estudos cldssicos acerca da prevaléncia, severidade e incidéncia da
periodontite nos individuos diabéticos foram realizados na popula¢do dos indios Pima do
Arizona, a qual apresenta a maior ocorréncia de diabetes mellitus tipo 2 do mundo. Estes
estudos evidenciaram uma maior prevaléncia de periodontite, bem como da severidade de
perda de insercdo e dssea nos individuos diabéticos em comparacdo aqueles sem diabetes.
Além disso, verificaram uma incidéncia de periodontite de 2.6 vezes maior, ao longo de 2,5
anos, entre os diabéticos do que entre os nao-diabéticos (Nelson et al., 1990; Emrich et al.,
1991). A idade do paciente, o tempo de duragdo do diabetes bem como a presenga de
complicagdes diabéticas ndo-orais parecem estar correlacionados com a severidade da
doenga periodontal (Thorstensson & Hugoson 1993; Moore ef al., 1999). Da mesma forma
em que o controle metabdlico do diabetes estd associado fortemente as suas complicacdes
cronicas, ele também é um fator importante na instalagdo e progressdo das doencgas
periodontais, de modo que pacientes diabéticos com pobre controle glicEmico apresentam
formas mais severas de destruicdo periodontal, enquanto os bem controlados sdo parecidos
com os nao-diabéticos no grau de severidade periodontal (Taylor ef al., 1998; Tsai et al.,
2002; Lim et al., 2007). Respectivamente, em estudo longitudinal com a populagdo de
indios Pima e em outro epidemioldgico nos Estados Unidos, diabéticos pobremente
controlados apresentaram um risco 11 vezes maior de aumento progressivo na perda dssea
e 2.9 vezes maior de apresentarem periodontite, quando comparados aqueles bem
controlados, sem aumento nos riscos (Taylor et al., 1998; Tsai et al., 2002). Ao mesmo
tempo, parametros clinicos periodontais, como sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem e perda de insercao, demonstram-se mais severos em diabéticos descompensados
(Tsai et al., 2002; Salvi et al., 2005; Lim et al., 2007).

As doencas periodonatis e o diabetes mellitus sdo doencgas cronicas, altamente
prevalentes, que apresentam similaridades na sua etiopatogénese (Mealey & Oates, 2006).
O diabetes aumenta o risco as doengas periodontais € mecanismos biolégicos plausiveis,
através dos quais o diabetes afeta o estado periodontal, tém sido amplamente demonstrados,
muitos dos quais sdo intrinsecamente similares aqueles associados as complicacdes
cronicas diabéticas, sugerindo que a periodontite possa ser listada como a sexta
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doencas periodontais no controle glicEmico e patogénese do diabetes, bem como os
mecanismos através dos quais essa influéncia possa ocorrer (Mealey & Oates, 2006; Lalla,
2007).

Evidéncias recentes tém revelado associagdes, antes ndo reconhecidas, entre
resisténcia insulinica, obesidade, circulacio de mediadores imunoinflamatorios,
susceptibilidade imunogenética, fun¢do de mondcitos/macréfagos e infecgdes crdnicas
(Fernandez-Real & Pickup, 2007). De acordo com a hipétese proposta por Pickup et al.
(1997, 1998) o diabetes mellitus tipo 2 € uma manifestacdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro, desde que uma resposta de fase aguda induzida por citocinas, chamada de
inflamacdo de baixo grau, decorrente da longa ativacdo do sistema imune inato, esti
envolvida na patogénese do diabetes tipo 2 e complicacdes associadas, como dislipidemia e
aterosclerose. Da mesma forma, investigagcdes acerca dos mecanismos na resposta mediada
pelo hospedeiro na doenca periodontal tém revelado que ela envolve a ativagdo do eixo
imunoldgico inato, especialmente pela hiperregulacdo das citocinas préinflamatdrias
provenientes de mondcitos e leucécitos polimorfonucleares, na presenca cronica de um
biofilme bacteriano subgengival Gram-negativo (Nassar ef al., 2007). Desta maneira,
infec¢des periodontais cronicas inflamatdrias Gram-negativas podem induzir ou perpetuar
um estado sistémico inflamatério cronico, contribuindo para o aumento da resisténcia
insulinica e um pobre controle glicémico (Loos, 2005; Mealey & Oates, 2006; Mealey &
Rose, 2008). Uma resposta imune inata excerbada entdo, caracterizada pela estimulagdo de
mediadores inflamatorios, sobretudo citocinas, parece ser o antecedente comum a ambas as
doencas, apresentando efeitos sinérgicos quando coexistem no hospedeiro (Forrester, 2004;
Nassar et al., 2007).

Ao mesmo tempo em que estudos sobre a participacdo de processos
inflamatérios cronicos no desenvolvimento da resisténcia insulinica tém demonstrado
niveis elevados de proteinas de fase aguda, como proteina-C-reativa, e de citocinas
inflamatdrias como fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), IL-13 e IL-8
em soro de pacientes diabéticos tipo 2 (Spranger et al., 2003; Esposito et al., 2003; Tuttle et
al., 2004), outros também indicaram a elevac¢do destes mesmos mediadores inflamatérios
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sitios e individuos com periodontite e de pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite (Ejeil
et al., 2003; Gorska et al., 2003; Oroszko et al., 2006; Engebretson et al., 2007). Assim, o
papel central das citocinas no desenvolvimento das complicacdes cronicas e resisténcia
insulinica caracteristicas do diabetes tipo 2, bem como no inicio e manutencio da resposta
imune local e sistémica ao biofilme periodontal, torna-as importantes alvos para o estudo
das interrelagdes entre ambas as doencgas (Nassar ef al., 2007; Preshaw et al., 2007).
Monécitos circulantes e macréfagos humanos, por sua vez, sendo integrantes
fundamentais da resposta imune inata e importantes fontes de citocinas nos vérios 6rgaos e
tecidos associados aos processos de resisténcia insulinica e desenvolvimento de
complicacdes cronicas do diabetes, bem como as doengas periodontais, tém sido utilizados
para a avaliacdo da resposta imunoldgica de pacientes diabéticos e com periodontite,
através do padrao de secrecio e expressao génica de citocinas préinflamatérias (Salvi et al,
1997; Hatanaka et al., 2006; Fernandez-Real & Pickup, 2007; Tsiotra et al., 2007; Giulietti
et al., 2007; Ehses et al. 2008). As alteragdes no comportamento imunocelular dos
pacientes diabéticos tipo 2 e daqueles com periodontite, como a hiperreatividade de
mondcitos frente a agentes microbianos, ainda ndo se encontram bem elucidadas, assim
como o papel dos fatores moduladores deste comportamento, como o controle metabdlico
(Salvi et al., 1998; Shanmugam et al., 2003; Foss-Freitas et al. 2006; Chacén et al., 2007).
Além disso, diante do fato das evidéncias cientificas sobre o impacto do
tratamento periodontal nos mediadores inflamatdrios sistémicos (Talbert ef al., 2006; Lalla
et al., 2007) e no controle glicémico (Janket et al., 2005; Faria-Almeida et al., 20006),
contribuindo para a melhoria da sensibilidade insulinica nos diabéticos tipo 2, serem ainda
preliminares e controversas, justifica-se a realizacdo desta pesquisa que tem por objetivo
avaliar a influéncia sistémica da periodontite cronica frente ao controle metabdlico bem
como do tratamento periodontal na resposta imunoldgica de pacientes diabéticos tipo 2,
através da andlise da expressdo génica e protéica de citocinas em células mononucleares de
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2. Revisdo de Literatura

2.1. Papel da resposta inflamatéria cronica induzida por citocinas

através da ativagdo do sistema imunolégico na patogénese do diabetes tipo 2

Nos tltimos 10 anos tem havido um grande interesse cientifico na hipdtese de
que inflamagdo cronica de baixo grau e a ativacdo do sistema imune inato estdo
intimamente envolvidos na patogénese do diabetes tipo 2, desde a sua concepcdo por
Pickup et al. (1997, 1998), sugerindo que elementos do sistema imune inato, como as
proteinas da fase aguda, contribuem para o desenvolvimento desta patologia. Neste modelo,
a ativacdo do sistema imune inato, gerando um estado de inflamagdo cronica mediada por
citocinas, € o possivel mecanismo de ligacdo entre os fatores de susceptibilidade para o
diabetes tipo 2, sendo deflagrado por fatores comportamentais e do meio ambiente
(obesidade, ingestdo em excesso de nutrientes caldricos e gordurosos, sedentarismo,
estresse, fumo e exposicdo a infeccdes) e facilitado pela predisposi¢do genética. Todos
estes fatores estdo associados a a¢des bioquimicas, via ativagcdo do sistema imune inato, que
resultam em resisténcia e deficiéncia de secrecdo de insulina, principais mecanismos
etiopatolégicos do diabetes tipo 2 (Pickup et al., 2004; Crook, 2004; Fernandez-Real &
Pickup, 2007) .

O sistema imune natural ou inato consiste no mecanismo mais rapido e primeira
linha de defesa contra ameagas ambientais como infec¢des microbianas e injurias quimicas
e fisicas, possuindo como componentes teciduais uma série de células sentinelas, tais como
os macrofagos, mondcitos, células apresentadoras de antigenos, polimorfonucleares, mas
também células endoteliais e adipdcitos (Pickup et al., 2004; Crook, 2004; Fernandez-Real
& Pickup, 2007). Ao mesmo tempo em que controla a resposta imune adaptativa, através da
ativacdo de linfécitos T e B, macrofagos e outras células sentinelas, pela ativacdo de
receptores de superficie celular que reconhecem estruturas moleculares associadas a

patdgenos, reconhecidos como agentes nocivos, estimulam fatores de transcricdo nuclear,



como o fator nuclear-kB (NF-kB), culminando com a indu¢do de genes responsaveis pela
producgdo das citocinas préinflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, principais mediadores
da inflamacdo e da resposta de fase aguda (sendo cronica no diabetes) (Pickup et al., 2004;
Fernandez-Real & Pickup, 2007). Estas citocinas estimulam a produgdo das proteinas da
fase aguda pelo figado, tais como proteina-C-reativa, fibrinogéneo, amiléide A sérica,
complemento, o-1 glicoproteina dcida, hepatoglobina (que tém suas concentragdes
circulatérias aumentadas sendo consideradas proteinas de fase aguda positivas) e albumina
e transferrina (consideradas proteinas de fase aguda negativas, pois t&€m suas concentragdes
circulatérias diminuidas). As proteinas da fase aguda compdem um grupo diverso de
proteinas cujas concentracdes circulatérias aumentam ou diminuem em resposta a fatores
estressores como injdria, infec¢do e inflamacdo, sendo consideradas marcadores
inflamatérios (Pickup et al., 2004; Crook, 2004; Fernandez-Real & Pickup, 2007).
Havendo proporcionalidade entre estimulo e resposta, a imunidade inata, através da
resposta de fase aguda, representa um mecanismo de sobrevivéncia, na medida em que
permite o restabelecimento da homeostase organica apds injurias ambientais. Porém, se a
resposta ndo for proporcional ao estimulo, ou se este for persistente (erros alimentares e
sedentarismo prolongados), a hipdtese é de que a longa e persistente ativagdo do sistema
imune inato, resultando em uma inflamacdo cronica, permite o estabelecimento da doenca
ao invés do reparo, em pacientes que desenvolvem o diabetes tipo 2 (Pickup et al., 2004;
Crook, 2004; Fernandez-Real & Pickup, 2007).

Esta hipdtese tem sido suportada por evidéncias que demonstram concentracdes
elevadas destes marcadores inflamatérios da resposta de fase aguda, bem como das
citocinas préinflamatdrias em pacientes diabéticos tipo 2, podendo ser considerados fatores
preditores desta patologia e associados a comorbidades como as doengas cardiovasculares.
Spranger et al. (2003) e Hu et al. (2004), em estudos caso/controle prospectivos, utilizando,
respectivamente, participantes do estudo Postdam-EPIC e do Nurses’ Health, analisaram as
concentragdes de proteina-C-reativa, IL-1p, IL-6 e TNF-a, e receptor 2 do TNF-a, em 192
e 737 individuos que desenvolveram diabetes tipo 2 durante o periodo de observagao de 2.3
e 10 anos e em 384 e 785 individuos controles que ndo desenvolveram a doenca. No
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diferenca nos niveis de IL-1p entre os grupos, porém IL-6 sendo considerada um preditor
independente para o diabetes tipo 2 (OR 2.6, 95% IC:1.2-5.5). No segundo, os niveis de
proteina-C-reativa, IL-6 e receptor 2 do TNF-a, encontravam-se mais elevados no grupo
caso do que no controle, sendo proteina-C-reativa considerada fator preditor independente
para a doenca (OR 4.36 95% IC:2.8-6.8), ap0ds ajuste para as varidveis de estilo de vida. O
primeiro estudo indicou ainda um sinergismo entre as citocinas, de modo que individuos
com niveis elevados tanto de IL-6 como de IL-13 apresentaram independentemente um
risco mais elevado de desenvolver o diabetes tipo 2. A fim de analisar uma etiologia
inflamatdéria em comum para o diabetes e doengas cardiovasculares, é que Esposito et al.
(2003) analisou as concentracdes circulatdrias da IL-8, uma potente quimiocina, capaz de
induzir o recrutamento de neutréfilos e linfécitos T para os espagos subendoteliais, bem
como a adesdo de mondcitos ao endotélio, indicando sua maior predomindncia nos
pacientes diabéticos recentemente diagnosticados (6 meses de diagndstico) do que nos
controles sadios (13.742.8 / 8.7+1.9 pg/mL, p<0.05), além de uma correlacdo significativa
dos seus niveis com aqueles de glicemia em jejum. Ao mesmo tempo Tuttle et al. (2004)
verificaram que tanto os niveis da IL-6 (apenas esta com aumentos significativos:
1.4140.48 / 0.33£0.06 pg/mL, p<0.05) como os de TNF-a estavam aumentados nas
mulheres com diabetes tipo 2 associado ou ndo as doencas cardiovasculares em comparacio
aquelas ndo diabéticas. Pereira et al. (2006), comparando diabéticos ndo obesos e com um
controle metabdlico mediano (HbAlc < 8%) com pacientes controles sadios equiparados,
verificaram niveis maiores de TNF-q, triglicérides, metabdlitos do 6xido nitrico e receptor
soltivel de IL-2 nos diabéticos, ndo havendo diferencgas entre os grupos na demais varidveis
testadas tais como, proteina-C-reativa, colesterol total, LDL e HDL. Estes indicaram um
aumento nos marcadores préinflamatérios em diabéticos tipo 2, mesmo na auséncia de
obesidade e marcante hiperglicemia. Assim, as reacdes inflamatdérias ndo dependem da
acdo isolada dos mediadores inflamatérios, mas a agdo integrada de vérias citocinas é
crucial para a perpetuacdo da resposta de fase aguda.

A explica¢do de como a inflamagdo cronica induzida por citocinas pode estar

envolvida na patogénese do diabetes tipo 2, estd associada a mecanismos pelos quais as



citocinas podem contribuir tanto para a resisténcia insulinica como para a deficiéncia na
secrecao de insulina (Crook, 2004; Fernandez-Real & Pickup, 2007).

Um dos primeiros estudos que associaram a liberagdo de citocinas inflamatdrias
pelo tecido adiposo, como o TNF-a, com a indugdo de resisténcia insulinica no diabetes
tipo 2 demonstrou tanto a sua expressdo génica como protéica localmente no tecido adiposo
e sistemicamente no plasma. Além disso, através da inibicdo da expressdo de TNF-a em
um dos modelos animais, utilizando um receptor de TNF-a recombinante, a sensibilidade
insulinica aumentou, sugerindo uma funcdo direta desta citocina no desenvolvimento da
resisténcia insulinica (Hotamisligil er al., 1993). A concepcdo de que o tecido adiposo
produz outros mediadores inflamatérios, tais como IL-6, proteina quimioatrativa de
mondcitos (MCP-1), adiponectina, leptina, visfatina, resistina, plasminogénio, proteina-C-
reativa, que possuem agdes tanto autdcrinas como pardcrinas, via circulagdo, demonstrou
como a obesidade contribui para a ativagdo da resposta inflamatoéria cronica, estando
associada com a resisténcia insulinica e o diabetes tipo 2 (Shoelson et al., 2006; Bastard et
al., 2006). No modelo pelo qual os mediadores inflamatérios contribuem para o
desenvolvimento da resisténcia insulinica na obesidade e no diabetes tipo 2, estes podem
ativar mecanismos intracelulares via estimulacdo ou ndo de receptores. Intermediados por
receptores, as citocinas inflamatérias (IL-1p, TNF-a, IL-6), lipopolissacarides (LPS) e
outros produtos microbianos, lipidios, dcidos graxos livres e os AGES (produtos finais da
glicosilacdo avancada) ativam os eixos da I-kappa-B (IkB) quinase-p (IKKP) / fator
nuclear-kappaB (NF-kf) e da proteina c-Jun-NH,—quinase terminal (JNK). A JKN tem
demonstrado promover a resisténcia insulinica através da fosforilagdo dos residuos de
serina no substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1), impedindo o sinal do receptor de
insulina, que se dd normalmente através de uma cascata de tirosina quinases.
Diferentemente da JNK, a IKK[} causa a resisténcia insulinica pela ativagdo transcricional
do NF-kB. Este é um fator de transcri¢do nuclear que induz a transcricdo de vérios genes
responsaveis pelas citocinas (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8), fatores de crescimento, receptores
e de outras proteinas relevantes que participam do processo de resisténcia insulinica

(Shoelson et al., 2006; King, 2008). A ativagdo da IKK[ culmina com a fosforilacdo do
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IKB, um inibidor citos6lico do NF-kB. A fosforilacdo desta proteina a torna vulnerdavel a
ubiquitinacdo e degradacio proteasomal, liberando a transloca¢do do NF-kB para o nucleo
e a sua regulacdo de genes especificos. Outros estresses celulares ativam estes eixos sem o
estimulo de receptores especificos, tais como ativadores da proteina quinase C e espécies

reativas de oxigénio intracelulares (Shoelson ef al., 2006) (figura 1).

Microbial products, lipids, fatty acids, chemokines, proinflammatory stimuli

TNFR, RAGE
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Figura 1 — Potenciais mecanismos intracelulares associados a resisténcia insulinica. Receptores
para TNF-qa, IL-1, Toll e AGE (TNFR, IL-1R, TLR, ou RAGE, respectivamente). Estresses intracelulares:
espécies reativas de oxigénio (ROS), ceramidas e isoformas de proteinas quinase C (PKC). Fosforilacdo de
residuos de serina (pS302 e pS307) no substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1). O eixo IKKB/NF-k pode
ser inibido ou reprimido pela ac@o de salicilatos, tiazolidinedionas (TZDs) e estatinas. Fonte: Shoelson ef al.,

2006.
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No modelo de desenvolvimento da resisténcia insulinica relacionada a
obesidade, o tecido adiposo visceral parece ser o ponto de partida para a ativagdo
inflamatdria caracteristica deste processo. Assim, adipdcitos, uma vez estimulados pelo
acumulo de lipidios, tém seus mecanismos intracelulares préinflamatérios ativados, que
resultam na secrecdo de niveis anormais de moléculas bioativas, como citocinas (IL-6,
TNF-a), quimiocinas como (MCP-1), e outros mediadores inflamatérios como proteina-C-
reativa, angiotensinogénio, ativador do inibidor de plasminogénio-1 (PAI-1). Em reposta a
acdo local destes mediadores e a crescente estocagem de lipidios e nutrientes, as células
endoteliais do tecido adiposo secretam moléculas de adesdo, tais como ICAM-1, VCAM-1
e E-selectina, que promovem o recrutamento e a infiltracdo do tecido adiposo por
mondcitos (Shoelson et al., 2006; Bastard et al., 2006). Estes se diferenciam em
macrofagos que, uma vez ativados, e sendo os responsédveis pela maior parte da producio
local de TNF-a, IL-6 e inducdo da sintese de 6xido nitrico, vao produzir as mesmas
citocinas e quimiocinas, além de outros mediadores inflamatdrios, contribuindo nio sé para
a inflamacdo local, mas também para a propagacdo desta resposta inflamatoria,
sistemicamente, de modo a atingir outros Orgdos, especialmente aqueles sensiveis a
insulina, como o figado e o musculo esquelético (Shoelson et al., 2006; Bastard et al.,
2006; Fernandez-Real & Pickup, 2007). No figado, os hepatdcitos sdo estimulados a
produzirem citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1p pela ativagdo do NF-kB, ndo s6 pelo
acimulo de lipidios intracelularmente, bem como por outras substancias préinflamatdrias,
que chegam via circulagdo portal advindas do tecido adiposo visceral e de seus macréfagos,
tais como citocinas, dcidos graxos e lipidios. As citocinas produzidas localmente recrutam
e/ou ativam mondcitos e macrofagos (células de Kupffer no figado), de modo que, através
da sua producdo de mais mediadores inflamatdrios, contribuem para a resisténcia insulinica
local e sistémica (Shoelson et al., 2006). Assim, uma vez ativados, especialmente nos
adipdcitos, hepatécitos, células imune e endoteliais associadas, estes processos
intracelulares inflamatdrios se auto perpetuam através de um feedback positivo induzido
pelas citocinas inflamatdrias produzidas, contribuindo para o estado sistémico inflamatério
e resisténcia insulinica em outros tecidos, caracteristicos do diabetes tipo 2 (Shoelson et al.,

2006) (figuras 2 e 2A).
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Figura 2 — Potenciais mecanismos associados a inflamac@o e a resisténcia insulinica no
tecido adiposo. pS, residuo de serina fosforilado; CCX, moléculas quimioatrativas; CCR,

receptores de quimiocinas. Fonte: Shoelson et al., 2006.
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Figura 2A - Efeitos locais e sistémicos da inflamacdo no desenvolvimento da
resisténcia insulinica e aterogénese. Mediadores préinflamatérios e aterogé€nicos sdo

produzidos por tecido adiposo, figado e células imunes. Isto cria um estado de inflamagdo
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responsdvel pela resisténcia insulinica no musculo esquelético e em outros tecidos e pela

aterogénese na vacularizacdo. Fonte: Shoelson ef al., 2006.

Héa ainda outros mecanismos pelos quais as citocinas contribuem para a
resisténcia insulinica. O TNF-a estimula lip6lise no tecido adiposo, aumentando
concentragOes plasmadticas de dcidos graxos livres, que contribuem para o aumento na
producdo de glicose hepdtica, como também diminui¢do do metabolismo e utilizacdo de
glicose no miusculo esquelético, resultantes da resisténcia insulinica (Tuttle ef al., 2004;
Popa et al., 2007). Ainda nos adipdcitos, o TNF-a diminui a expressdo génica de algumas
proteinas associadas a ag¢do do receptor de insulina, como IR-1, proteina transportadora de
glicose (GLUT-4) e adiponectina. Além disso, ainda contribui para o recrutamento de
macréfagos para o tecido adiposo por estimular a produ¢do de MCP-1 (Popa ef al., 2007).
A IL-6, por sua vez, associada a IL-1f, induz a produgdo hepética de proteina-C-reativa,
importante mediador inflamatério, que aumenta a expressdo de moléculas de adesdo
endotelial e interfere na distribuicdo da insulina. Além disso, ainda em ag¢do conjunta, afeta
o metabolismo hepatico induzindo a secrecdo de VLDL e hipertrigliceridemia (Pickup &
Crook, 1998; Bastard et al., 2006). A IL-6 prejudica a a¢do da insulina, possivelmente por
envolver a ativacdo da tirosina fosfatase ou a interacdo entre o supressor da proteina
sinalizadora de citocina (SOCS) e o receptor de insulina (Bastard ef al., 2006).

Outro processo pelo qual o aumento cronico dos mediadores inflamatorios
observados nos pacientes com diabetes tipo 2 contribui para a etiologia desta doencga, € o
efeito destes mediadores, sobretudo das citocinas, sobre as células- pancredticas,
induzindo tanto reducdo da sua massa por destruicdo celular como defici€ncia na sua
funcdo de secretar insulina (Donath et al., 2003; Ehses et al., 2008). Tais mediadores
advindos da ativacdo de adipdcitos e do sistema imune inato, tais como TNF-a, IL-6 e IL-
1, apresentam efeitos citotoxicos diretos sobre as células§ pancredticas, sendo que a IL-1J3
e o TNF-a s@o as principais citocinas que promovem sinergicamente, durante a infiltracdo
imune do pancreas, apoptose e injurias as células-3 pancredticas. O aumento de nutrientes
celulares frente a obesidade, tais como os dcidos graxos saturados, € responsdvel pelos
efeitos deletérios da lipotoxicidade sobre as células-f3 pancredticas, através da formagdo de

ceramidas, aumento da producdo de 6xido nitrico e ativagdo do mecanismo intrinseco
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celular apoptdtico via mitocondrial (Donath et al., 2003). Diante do fato de que frente a
acdo de estressores metabolicos, tais como a hiperglicemia, dislipidemia e adipocinas, as
células-§ pancredticas produzem e secretam IL-f3, € que Ehses ef al. (2008) propuseram
uma hipdtese para o desenvolvimento da inflamacgao das ilhotas pancredticas no diabetes
tipo 2, culminado com a deficiéncia na produgcdo de insulina. Uma vez produzida
localmente, a IL-B autoestimula sua producdo pela ativagao do NF-kB, ao mesmo tempo
em que induz a produgdo de outros fatores inflamatérios, tais como IL-8. Isto promove o
recrutamento e infiltracio de macréfagos, que sdo ativados paracrinamente por citocinas
derivadas das proprias ilhotas. Finalmente, estes macréfagos ativados produzem mais IL-
1B, culminando com apoptose e disfun¢do das células- pancredticas. A destruicdao
autoimune destas células também pode ocorrer em alguns diabéticos tipo 2, uma vez que,
dependendo da idade ou de fatores genéticos ou ambientais, estes podem demonstrar a
mobilizagdo de células T reativas a antigenos préoprios das células-3 (Donath et al., 2003)

(Figura 3).
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Figura 3 — Hipétese para o desenvolvimento da inflamacéo das

ilhotas pancredticas no diabetes tipo 2. Fonte: Ehses ef al., 2008.

Ao mesmo tempo em que as citocinas ativam e perpetuam a inflamacao
cronica, implicada na resisténcia insulinica e deficiéncia secretdria de insulina, processos
etiologicos do diabetes tipo 2, elas estdo envolvidas no desenvolvimento das complicacdes
cronicas desta doenca (Southerland ef al., 2006; King, 2008). A hiperglicemia cronica

caracteristica do diabetes, resultante da resisténcia insulinica e de uma deficiente secrecao
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deste hormonio, é capaz de ativar o sistema imune inato por alguns mecanismos que
incluem o aumento da formacdo dos produtos finais da glicosilacdo avancada (AGEs) e
suas acdes; o aumento da producdo de espécies reativas de oxigé€nio e suas agdes; ativacio
do eixo proteina quinase C / diacilglicerol; ativag@o da via do poliol /aldose redutase (King,
2008). Todos estes mecanismos culminam com a produ¢do de metabolitos oxidantes bem
como de mediadores inflamatdrios e citocinas, pela ativacdo de mediadores de sinalizacao
intracelular como a proteina quinase ativadora de mitégeno (MAPK) e o NF-kB. Os seus
efeitos incluem alteracdes na expressao de genes especificos como na fun¢do de proteinas,
que contribuem para desregulacdo na angiogénese, crescimento e sobrevivéncia celular;
aumento da permeabilidade vascular, adesdo leucocitiria e espessamento de membrana
basal; alteracdo do fluxo sanguineo e trombose (King, 2008). Estas disfuncdes celulares e
danos teciduais resultam nas complica¢des microvasculares como retinopatia, nefropatia e
neuropatia; nas macrovasculares, envolvendo a aterogénese; nas alteracdes de reparo
tecidual (King, 2008); além da maior susceptibilidade a infeccdes nos pacientes diabéticos
tipo 2 (Peleg et al, 2007; Stegenga et al., 2008).

Mondcitos circulantes € macréfagos humanos, importantes mediadores da
resposta imune inata e fontes de citocinas, responsaveis tanto pelos processos inflamatérios
associados a resisténcia insulinica como pelas alteracdes imunocelulares envolvidas no
desenvolvimento das complica¢des do diabetes, como a maior susceptibilidade a infec¢des,
tém constituido instrumentos de avaliagdo do padrdo de resposta imunoldgica dos pacientes
diabéticos frente a agentes moduladores desta, tais como o controle metabdlico, agentes
microbianos e fatores de risco associados, como a obesidade (Shanmugam et al., 2003;
Foss-Freitas et al., 2006; Tsiotra et al., 2007; Fernandez-Real & Pickup, 2007; King, 2008).
Estudos in vivo e in vitro t€m demonstrado padrdes alterados tanto de secrecdo protéica,
como de expressdo gé€nica de citocinas prdinflamatérias e mediadores inflamatérios em
pacientes diabéticos tipo 2, através de metodologias bem desenvolvidas como ensaios
imunoenzimdticos (ELISA) e reacOes em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em
tempo real) (Hatanaka et al., 2006; Chacén et al., 2007; Giulietti et al., 2007; Stegenga et
al., 2008).

16



Comparando diabéticos tipo 2 obesos e nao obesos, além de obesos nao
diabéticos, através da andlise in vitro da secrecdo protéica de IL-1p e de TNF-a, por
ELISA, de células mononucleares cultivadas em presenca de estimulos por 48 e 24 horas,
respectivamente, Mito ef al. (2002) evidenciaram que a obesidade aumentou a produgdo de
IL-1B, enquanto Morris et al. (2004) verificaram que a produ¢do de TNF-o ndo estava
relacionada a obesidade, porém estava aumentada nos individuos diabéticos no inicio do
estudo. Apés submeter seus pacientes a um regime de restri¢cdo caldrica por 12 semanas,
estes ultimos autores verificaram uma redugdo da produ¢do de TNF-a com a perda de peso,
sem relagdo com a presencga de diabetes, indicando ainda uma fraca relacio com os niveis
plasmadticos de glicose e insulina nestes pacientes. Hatanaka et al. (2006) demonstraram
uma producdo significativamente maior de IL-8, IL-1 e TNF-o por neutréfilos
estimulados de pacientes diabéticos em relacdo aos controles sauddveis, porém havendo
apenas uma tendéncia de maior produgcdo por parte dos mondcitos estimulados, sem
correlagdo com niveis de glicose plasmdtica ou indice de massa corporea. Foss-Freitas et al.
(2006), apds submeter pacientes diabéticos tipo 1 e 2 a um controle metabdlico rigido por
insulina através de internacdo hospitalar, verificaram uma tendéncia de aumento na
producido de IL-6 e TNF-a por células mononucleares aderentes cultivadas sob estimulo de
LPS.

Enquanto Zykova et al. (2004), através de técnicas de hibridizac¢do e detec¢do
colorimétrica, verificaram uma menor quantidade de RNA mensageiro (RNAm) de TNF-a
em culturas de mondcitos estimuladas por LPS e interferon-gamma (IFN-y) de diabéticos
tipo 2, com pobre controle glicEmico, do que dos pacientes controles sadios, Fodega et al.
(2004), através de PCR em tempo real, demonstraram uma maior expressdo de RNAm da
relacdo dos receptores de TNF-o (TNFR2m/TNFRIm) em células mononucleares de
pacientes diabéticas tipo 2 obesas em relacdo aquelas obesas nio diabéticas, além de uma
correlag@o positiva entre tal relagdo e o niveis de glicose plasmatica. Chacén et al. (2007)
demonstraram um comportamento imunoldgico diferente dos diabéticos tipo 2
recentemente diagnosticados e bem controlados em relacdo aos individuos sadios, mesmo

em condi¢des de maior semelhanga metabdlica, uma vez que verificaram que altas doses de
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glicose promoveram maior expressdo génica e secre¢ao protéica de TNF-a pelas culturas
de mondcitos dos pacientes ndo diabéticos, enquanto a ativacdo por LPS promoveu
aumento de expressdo génica de TNF-o da mesma forma nos diabéticos tipo 2 e controles
sadios, havendo, entretanto maior secrecdo protéica de TNF-a e IL-6 nos sobrenadantes das
culturas de pacientes diabéticos tipo 2 em relacdo aos controles sadios. Giulietti et al.
(2004, 2007) demonstraram a existéncia de uma hiperativagdo préinflamatdria mondcitica
em diabéticos tipo 2, em controle metabdlico inadequado, em relagdo a pacientes diabéticos
tipo 1 e controles sadios, uma vez que verificaram-se maiores expressdes génicas de TNF-
a, IL-1, IL-6 e IL-8 tanto pelas culturas de células mononucleares frescas como
estimuladas por INF-y. Tsiotra et al. (2007) verificaram maior expressdao génica de TNF-a
e IL-6 pelas células mononucleares ndo estimuladas de pacientes diabéticas tipo 2, obesas e
ndo-obesas, em relacdo aos seus controles ndo diabéticas, enquanto apenas a IL-6
apresentou niveis plasmaticos superiores nos subgrupos obesos em relagdo aos nao-obesos.
Alexandraki et al. (2008) observaram que pacientes diabéticos tipo 2 apresentaram nimero
superior de células mononucleares, ndo estimuladas, secretoras de IL-13, TNF-a e IL-6 do
que pacientes diabéticos tipo 1 ou controles sadios, além de niveis plasmaticos de proteina-
C-reativa e IL-6. Porém, ap6s estimulo com mitégeno, o individuos controles apresentaram
numero maior de células secretoras de citocinas.

A explicacdo para essas alteragdes no comportamento imunocelular de
pacientes diabéticos ainda ndo estd bem definida. Desde que o grau de hiperglicemia é
considerado o fator que melhor se correlaciona com a severidade dos processos metabdlicos
subclinicos no diabetes tipo 2 (DCCT research group, 1993; UKPDS group, 1998;
American Diabetes Association, 2009), estudos t€m demonstrado um correlagdo positiva
entre os niveis de mediadores inflamatérios com a piora no controle glicémico dos
pacientes, de modo que se verificou um aumento nos niveis plasmaticos de TNF-a com a
piora nos niveis de HbAlc durante um acompanhamento de 2 anos em pacientes idosos
diabéticos tipo 2, e uma diminuic¢io dos niveis de IL-6 obtido com um controle metabdlico
rigido através de internac@o hospitalar (Lechleitner et al., 2002; Aso et al., 2003). Através

de culturas de mondcitos de voluntdrios sadios em diferentes gradientes de concentragdo de

18



glicose por 6 e 24 horas, Morohoshi et al. (1996) demonstraram por RT-PCR e ELISA que
a hiperglicemia estimula tanto a sintese de RNAm como a secrecdo de IL-6 e TNF-a in
vitro. J4 Shanmugam et al. (2003), através da cultura de mondcitos humanos THP-1 em
meio hiperglicémico por 72 horas, evidenciaram por meio de técnicas de escaneamento
genético de citocinas (cytokine gene arrays), RT-PCR e ensaios de adesdo monocitica, que
a hiperglicemia aumentou a expressao génica monocitica de TNF-a, IL-1B, [, integrina e
MCP-1, bem como a sua adesdo as células endoteliais, demonstrando ainda alguns
mecanismos de sinalizacdo pelos quais a hiperglicemia promove tal indu¢do inflamatdria.
Por outro lado, autores defendem a hiperglicemia como uma influéncia negativa nas células
imunocompetentes, uma vez evidenciada uma melhora na resposta imunocelular de
diabéticos com controle metabdlico adequado em relacdo aos diabéticos com controle
metabdlico inadequado (Geerlings et al., 1999; Foss-Freitas ef al., 2006).

Outro fator que parece contribuir para discrepancia dos resultados € o efeito da
hiperinsulinemia, caracteristica dos diabéticos tipo 2, ja que esta, em auséncia ou presenga
de hiperglicemia associada, aumenta a expressdo de citocinas préinflamatdrias induzida por
LPS, como da IL-1a, IL-1p e quimiocinas, exercendo um efeito mais preponderante do que
a hiperglicemia (Stegenga et al., 2008).

Assim, as evidéncias apresentadas demonstraram a importancia da resposta
inflamatdria cronica induzida por citocinas, através da ativac@o do sistema imune inato, nos
mecanismos etiopatogénicos, como resisténcia insulinica e deficiéncia na funcdo das
células-$, bem como naqueles envolvidos no desenvolvimento das complicagdes cronicas
do diabetes tipo 2, como a maior susceptibilidade a infec¢des, sendo ainda controversas em
relacdo ao papel de moduladores desta resposta imunoinflamatéria, como o controle

metabdlico.
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2.2. Papel da resposta inflamatéria crénica induzida por citocinas através
da ativagdo do sistema imune inato na patogénese da doenga periodontal

cronica

As doengas periodontais sdo doencas complexas, cuja expressdo fenotipica
envolve interacOes entre o biofilme bacteriano e a resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro e as subseqiientes alteracdes na homeostasia dos tecidos conjuntivo e dsseo que
suportam os dentes na cavidade oral (Kornman, 2008). O ultimo modelo conceitual acerca
da patogénese da doenca periodontal foi proposto por Page & Kornman (1997), no qual a
microbiota especifica periodontopatogénica é necessdria para o inicio e perpetuacdo da
doenga periodontal, porém o grau e severidade da manifestacdo clinica desta depende da
forma com que os componentes da susceptibilidade do hospedeiro, como a resposta
imunoinflamatéria, sdo modulados pelos fatores ambientais e de risco adquiridos, além dos
genéticos. O modelo sistémico biolégico atualmente proposto, por sua vez, mantém o0s
mesmos conceitos anteriores, porém, leva em consideracdo a interagdo dindmica e
organizacdo hierdrquica entre os mecanismos bioldgicos que permeiam a patogénese da
doenca periodontal, ressaltando a importancia do fenétipo bioldgico individual, que, através
dos processos moleculares e celulares imunoinflamatérios, resultam na expressao de genes,
proteinas e metabdlitos, podendo ser modulados por fatores ambientais (como diabetes e
fumo), genéticos e alteragdes epigenéticas e, por fim, associados ao fenétipo clinico
periodontal (Kornman, 2008; Offenbacher et al., 2008).

A resposta imunoinflamatoria do hospedeiro, envolvendo tanto a ativacdo do
sistema imune inato como o adaptativo, sendo a maior responsdvel pela destrui¢do tecidual
local, constitui o principal componente da susceptibilidade a doencga periodontal, sendo
também o caracterizador do fendtipo bioldgico individual, contribuindo para a
determinacdo do fendtipo clinico periodontal final (Kornman, 2008; Offenbacher et al.,
2008). As citocinas, sendo integrantes centrais e efetores dos mecanismos
imunoinflamatérios, sdo fundamentais tanto para o inicio como para a manutencdo da

resposta imune ativada pelo biofilme bacteriano periodontopatogénico, em que a secre¢ao
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inapropriada destes mediadores inflamatérios, seja quantitativamente (liberacdo de
citocinas em excesso) e/ou qualitativamente (desequilibrio na propor¢do entre as citocinas
pr6 e anti-inflamatérias), caracteriza respostas imunoinflamatérias desreguladas,
culminando com a destruicdo dos tecidos periodontais e os sinais clinicos da doenga
(Preshaw et al., 2007). As citocinas agem em suas células alvo, ligando-se a receptores
especificos, de modo a ativarem segundos mensageiros intracelulares que, culminando em
alteracdes na regulacdo génica, resultam em alteracdes fenotipicas nas células. As citocinas
ndo agem isoladamente, porém, em uma complexa interagdo, conectando elementos da
imunidade inata com os da adaptativa, em resposta a infeccdes ou injurias. Dessa forma, as
citocinas préinflamatérias possuem uma importante fungdo no inicio, regulacdo e
perpetuacdo da ativagdo do sistema imune inato no periodonto (Taylor et al., 2004).

A IL-1P ativa o sistema imune inato, sobretudo, por induzir a produgdo de
outros potentes mediadores inflamatdrios, tais como prostraglandinas, leucotrienos, fatores
ativadores de plaquetas, moléculas de adesdo endotelial, além de outras citocinas, como
TNF-a.. Assim, fungdes como recrutamento de células imune, proliferacdo celular,
destruicdo conjuntiva e Ossea, tanto pela ativacdo de metaloproteinases como de
osteoclastos, contracdo de células musculares lisas dos vasos, pressdo sanguinea e outras
funcdes sobre as células nervosas centrais, fazem da IL-13 uma importante citocina nas
doencas inflamatdrias cronicas, como artrite reumatdide, diabetes e periodontite (Delaleu &
Bickel et al., 2004). Ao passo que os macrofagos parecem ser as principais fontes desta
citocina nos estdgios iniciais da inflamagdo gengival, os linfécitos B e plasmdcitos as sdo
na doenca periodontal avangada (Taylor ef al., 2004). O TNF-a secretado por mondcitos e
macréfagos age sinergicamente com a IL-1, sobretudo, na destrui¢do éssea periodontal, na
medida em que promove a osteoclastogénese pela ativacio e formacao de osteoclastos, bem
como induz a apoptose de osteoblastos e suas células precursoras, contribuindo para a
discrepancia entre a quantidade de osso reabsorvido em relacdo aquele neoformado no
periodonto (Graves, 2008). A IL-6 € outra citocina proinflamatdria expressa por vdrias
células residentes das lesdes periodontais que, em conjunto com IL-1 e TNF-o, aumenta a
reabsor¢cdo dssea. Ela apresenta também efeitos na homeostasia vascular, ja que induz a

producdo de moléculas de adesdo endotelial como VCAM-1 (molécula de adesdo celular
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vascular), ICAM-1 (molécula de adesdo intracelular) e quimiocinas como MCP-1,
culminando com a maior atragdo e diapedese de leucdcitos para os locais de infeccio
periodontal. A IL-6 €é ainda um importante regulador da resposta de linfocitos B (Taylor et
al., 2004). A IL-8, por sua vez, € uma importante quimiocina, sendo fundamental para a
quimiotaxia e ativag¢@o de neutréfilos (Taylor ef al., 2004).

A importancia destas citocinas proinflamatérias € evidenciada por estudos que
associam elevados niveis dessas citocinas com os processos inflamatérios da doenca
periodontal, através do ELISA. Verificaram-se niveis de IL-1p aumentados em tecido
gengival de pacientes com doenca periodontal do que em tecido de individuos sadios
(Honing et al., 1989), como também em sitios com lesdes periodontais progressivas do que
naqueles com lesdes gengivais estdveis (Stashenko et al.,, 1991). Além disso,
demonstraram-se maiores concentragdes de IL-1f no fldido crevicular gengival (GCF) de
pacientes com periodontite (Masada et al., 1990; Preiss & Meyle, 1994; Tsai et al., 1995;
Engebretson et al., 2002). Outros estudos verificaram concentracdes elevadas de IL-6, IL-8
e TNF-a no GCF de sitios inflamados, por ELISA, indicando a sua utilizagdo como
potenciais marcadores da progressao da doenga periodontal (Ebersole et al., 1993; Marthur
et al., 1996). Ejeil et al. (2003), através da cultura de amostras de tecido gengival de 6
individuos controles (grupo 1), 6 pacientes com inflamacdo gengival leve (grupo 2), 6
pacientes com inflamacgdo gengival moderada (grupo 3) e 6 pacientes com inflamacdo
gengival severa (grupo 4), verificaram, por ELISA, em comparacdo ao grupo controle, um
aumento significativo de IL-13 nos sobrenadantes das culturas dos grupos 3 e 4 e de IL-6 e
TNF-a do grupo 3; um diminui¢do significativa de IL-4 (grupos 2, 3, 4) e de fator de
crescimento transformador B (TGF-) (- grupos 2 e 3); e nenhuma alteracdo do fator de
crescimento epidermoéide (EGF). A fracdo de drea ocupada por fibras coldgenas gengivais
foi significativamente correlacionada com os niveis de IL-4 e TGF-B3, porém inversamente
com os niveis de IL-1B para os 3 grupos inflamados e IL-6 e TNF-a para os grupos 2 e 3,
sugerindo a possivel utilizagdo da IL-1B como marcador de severidade nas lesdes
periodontais. Gréska et al. (2003), por sua vez, indicaram que a grande variabilidade nas

concentragdes de citocinas e a baixa freqiiéncia da sua detec¢do nas amostras de soro dos
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pacientes com periodontite, torna-as incapazes de detectar a presenca de doenga, através de
tal metodologia. Por outro lado, os niveis absolutamente elevados de IL-13, TNF-a, IL-2 e
IFN-y e das suas relagdes com IL-4 e IL-10 (citocinas anti-inflamatdrias), encontrados nas
bidpsias de sitios inflamados de lesdes de periodontite cronica, foram associados a
severidade da doenca periodontal. Kurtis et al. (2005) verificaram maiores concentragdes
significativas de TNF-o e MCP-1 no GCF de pacientes com periodontite agressiva e
cronica comparados a pacientes controles, sem haver, entretanto diferencas entre os grupos
com periodontite. Observaram-se ainda correlagdes positivas entre os niveis de ambas as
citocinas, como também entre elas e os parametros clinicos que caracterizam a doenga
periodontal. Honda, et al. (2006), através de PCR em tempo real, demonstraram maior
expressdo das citocinas prdéinflamatérias IL-13, IFN-y, ligante de receptor de ativador de
fator nuclear-kappa B (RANKL) e da anti-inflamatéria TGF-3; em bidpsias de lesdes de
periodontite, ndo havendo diferencas na expressao de TNF-o, IL-12, bem como IL-10 e IL-
4 entre as lesdes estdveis de gengivite e as progressivas de periodontite, sugerindo ser a
expressdo das citocinas préinflamatorias preponderante sobre a das anti-inflamatorias,
contribuindo para destrui¢do tecidual progressiva nas lesdes de periodontite. Gustafsson et
al. (2006) evidenciaram a hiperreatividade de mondcitos periféricos estimulados por LPS
de E. coli e S.aureus provenientes de pacientes com periodontite cronica em relagdo a
pacientes sauddveis, através da maior secrecdo de IL-1p e uma maior tendéncia de secrecao
de TNF-a pelas células dos pacientes com periodontite, além de uma maior geracdo de
radicais de oxigénio por neutréfilos periféricos dos mesmos pacientes. Dessa forma, estes
estudos demonstram a associacdo das citocinas prdinflamatérias com a severidade da
doenca periodontal, além da hiperativagdo de componentes do sistema imune inato, como
os mondcitos/macrofagos e neutréfilos.

A importancia das citocinas na patogénese da doencga periodontal vai além das
suas acdes na ativacdo da resposta imune inata e no processo inflamatério destrutivo. As
citocinas conectam as respostas imune inata e adaptativa reguladas pelos linfécitos T
(Preshaw et al., 2007). Assim, a resposta imune induzida por infec¢do é regulada pelo

equilibrio entre as citocinas Th1l ou tipo 1, secretadas por linfécitos T helper 1 (Thl), e
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citocinas Th2 ou tipo 2, secretadas por linfocitos T helper 2 (Th2). A principal fungdo das
citocinas Th1 (IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IFN-y) € ativar a resposta imunecelular, enquanto
das citocinas Th2 (IL-3, IL4, IL-10, IL-13) é suprimir a resposta imunecelular, ativando,
por outro lado, a resposta imune humoral mediada por anticorpos (Gemmell & Seymour,
2004). Seymour et al. (1993) propuseram uma hipdtese em que as células e citocinas Thl
estariam mais associadas com as lesdes estdveis periodontais (gengivite), enquanto a
resposta Th2 estaria mais associada com a progressdao da doenca (lesdes progressivas de
periodontite). Dessa forma, durante a resposta Thl, fagocitose de bactérias por leucécitos
polimorfonucleares e macréfagos, ativada por IFN-y, tenta conter a injdria tecidual, porém
o processo inflamatério persiste devido a inabilidade da resposta imune inata de erradicar
as injdrias advindas do biofilme subgengival. A resposta Th2, por sua vez, caracterizada
pela ativacdo de linfécitos B e producdo de anticorpos, seria capaz de erradicar a infecgao,
se os anticorpos produzidos forem efetivamente protetores, porém, se nao o forem, a
destrui¢do tecidual progride, através da continua ativacdo dos linfocitos B, resultando na
producdo cronica e excessiva, sobretudo, de IL-1(Gemmell & Seymour, 2004; Southerland
et al., 2006). Por outro lado, hd evidéncias que suportam a predominancia de células e
citocinas Thl ou a reducdo da resposta Th2 em bidpsias de lesdes progressivas de
periodontite, no GCF de sitios ou no sangue de pacientes com periodontite (Ejeil et al.,
2003; Groska et al., 2003; Seymour & Taylor, 2004; Kurtis et al., 2005; Honda, et al.,
2006). O controle do equilibrio entre as respostas Thl e Th2 é, entdo, fundamental para a
imunoregulacdo da doencga periodontal, e parece que diferengas sutis entre o equilibrio das
citocinas Th1 ou Th2, pré ou anti-inflamatérias, podem resultar em diferentes expressoes
desta patologia. Esta imunoregulacdo pode ser influenciada por diversos fatores que
incluem, além da natureza da resposta imune inata, a natureza dos antigenos, a natureza das
células apresentadoras de antigeno, a afinidade dos receptores dos linfécitos T (TCR) e a
genética (Gemmell & Seymour, 2004; Seymour & Taylor, 2004).

Diante do que foi exposto, parece racional propor que alteracdes substanciais
em moléculas imunologicamente ativas, como o resultado da influéncia de um agente

modificador sist€émico, como o diabetes tipo 2, pode perturbar o equilibrio final das
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interacdes entre as citocinas no periodonto, levando a alteracdes nas respostas imunes

locais e na susceptibilidade as doengas periodontais (Naguib et al., 2004).

2.3. Influéncia do diabetes tipo 2 na patogénese da doenga periodontal

cronica

A resisténcia insulinica associada a deficiéncia na secre¢do deste hormonio,
caracteristicas do Diabetes tipo 2, resultam no estado hiperglicémico cronico, principal
responsavel pelo desenvolvimento das complicagdes cronicas do diabetes, como a maior
susceptibilidade a infec¢des, sobretudo aquelas periodontais, com um risco de 2.9 vezes mais
para os pacientes diabéticos com pobre controle glicémico (Tsai et al., 2002; Southarland et
al., 2006; King, 2008). Desde que a periodontite t€ém sido sugerida como a sexta complicacao
classica do diabetes (Loe, 1993), os mecanismos pelos quais o ambiente hiperglicémico pode
ativar a resposta imune inata no periodonto, sdo similares aqueles associados ao
desenvolvimento de outras complicagdes diabéticas e incluem o aumento da formacgdo dos
produtos finais da glicosilagdao avangada (AGEs) e suas acdes; o aumento da produgdo de
espécies reativas de oxigénio e suas agles; ativacdo do eixo proteina quinase C /
diacilglicerol; ativacao da via do poliol / aldose redutase (Mealey & Oates, 2006; Southarland
et al., 2006; Nassar et al., 2007; King, 2008).

A desregulacdo metabdlica no diabetes como resultado da exposicao cronica a
niveis elevados de glicose, pode culminar com a glicosilagdo ndo-enzimética de proteinas e
lipidios encontrados nos tecidos, sangue e parede dos vasos. (Mealey & Oates, 2006;
Southarland et al., 2006; Nassar et al., 2007). Estes produtos glicoprotéicos quimicamente
estdveis e irreversiveis, denominados produtos finais da glicosilacdo avancada (AGES), t€ém
sido fatores primordiais envolvidos no desenvolvimento das complicagdes associadas ao
diabetes, como lesdes vasculares, neuropatia, deficiéncia em funcdes imunoldgicas,
demonstrando multiplos efeitos nas interagcdes célula-célula e célula-matriz (Mealey & Oates,

2006; Southarland et al., 2006; Nassar et al., 2007). A formac¢do de AGES ocorre no
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periodonto, de modo que se verificou um maior acimulo de AGES no periodonto de
individuos diabéticos que daqueles ndo-diabéticos (Schmidt et al., 1996).

Em relacdo a seus efeitos nas interacdes célula-célula, os AGEs ativam seus
receptores especificos (RAGES) localizados na superficie de varios tipos celulares tais como
células musculares lisas, neurdnios, mondcitos/macréfagos, células endoteliais e células
mesangiais glomerulares (Mealey & Oates, 2006; Southarland et al., 2006; Nassar et al.,
2007). Estes receptores encontram-se no periodonto, de modo que foi identificado um
aumento de 50% no RNAm dos RAGES no tecido gengival de diabéticos tipo 2 em
comparagdo ao tecido dos controles nao-diabéticos (Schmidt ez al., 1996). A interagdao dos
AGES com seus RAGES na superficie de mondcitos/macréfagos aumenta o estresse
oxidativo intracelular, através da geracdo de espécies reativas de oxigénio, como também
ativa o NF-kB, resultando em um fendtipo celular hipersecretor de citocinas préinflamatérias
como IL-1B e TNF-a. Os AGES ainda aumentam a atividade respiratéria dos neutrdfilos,
através da maior ativacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH),
conferindo a maior producdo local de espécies reativas de oxigénio (Preshaw et al., 2007).
Ao mesmo tempo, os RAGES na superficie das células endoteliais parecem funcionar como
receptores de adesdo, ligando-se diretamente a [3,- integrinas de leucdécitos, além de, ativados
pelos AGES, aumentam a expressdo nas células endoteliais de moléculas de adesdo como o
VCAM-1, estando diretamente envolvidos no recrutamento de células inflamatérias (Mealey
& Oates, 2006; Southarland et al., 2006). O aumento na producdo das citocinas
préinflamatdrias contribui para a maior permeabilidade vascular e formacio de trombos, bem
como para um padrdo de resposta imunoinflamatéria mais exacerbada, caracterizada pela
formacdo de fendtipos celulares mais destrutivos, produtores de metaloproteinases e
indutores do estresse oxidativo local, culminando com a maior destrui¢do tecidual
periodontal evidenciada em pacientes diabéticos, sobretudo, naqueles com pobre controle
glicemico (Mealey & Oates, 2006). Esta interacio AGE-RAGE explica, em parte, os maiores
niveis de IL- 13, TNF-a e prostraglandina E> (PGE») observados no fliido crevicular gengival
de pacientes diabéticos com periodontite cronica em comparagdo com aqueles nao-diabéticos
(Engebretson et al., 2004). Paralelamente, o bloqueio da ativacdo dos RAGES pelo seu

dominio extracelular solivel (SRAGE), ligando-se as moléculas ligantes destes receptores de
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superficie, em um modelo de inducdo de doenca periodontal em ratos diabéticos, diminuiu os
niveis de TNF-a, IL-6 e metaloproteinases no tecido gengival, o aciumulo de AGES nos
tecidos periodontais, além da perda 6ssea alveolar induzida por Porphiromonas gingivallis
(Lalla et al., 2000).

Ja em relacdo aos seus efeitos nas interagdes célula-matriz, a glicosilagcdo do
coldgeno, aumentando as ligacdes cruzadas entre estas moléculas, resulta na formacdo de
macromoléculas coldgenas altamente estdveis e pouco soluveis, que se acumulam nos tecidos
em virtude da sua resisténcia a degradacdo enzimadtica fisiolégica e ao turnover tecidual
(Mealey & Oates, 2006; Nassar et al., 2007). O aumento da espessura da membrana basal das
células endoteliais, pelo acimulo de macromoléculas de coldgeno tipo IV modificadas por
AGES e pelo aumento da producdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
indutor de neovascularizacdo, pode ser verificado nos vasos sanguineos do periodonto e
tecido gengival, respectivamente, nos pacientes diabéticos, prejudicando as trocas
metabdlicas e aumentando o estresse oxidativo tecidual (Frantzis et al., 1971; Unlu et al.,
2003).

A deficiéncia no reparo tecidual e no processo cicatricial representa uma
complicacdo cronica importante nos pacientes diabéticos, prejudicando a sua capacidade de
restauracdo da homeostase tecidual, tornando-os mais susceptiveis aos danos inerentes,
sobretudo, dos processos infecciosos. Esta deficiente capacidade reparadora resulta,
principalmente, da reducdo do turnover metabdlico do coldgeno, caracterizado, por uma
reducdo na degradacdo da molécula recentemente sintetizada, j4 que as macromoléculas
coldgenas modificadas por AGES, altamente estdveis e pouco soliveis sdo resistentes a
degradagdo enzimatica fisioldégica, como também pela reducdo na sintese celular de novas
moléculas. Estes eventos contribuem para alteragdes no turnover normal do coldgeno, no qual
moléculas recentemente sintetizadas sdo rapidamente degradadas por niveis elevados de
metaloproteinases ativas, a0 mesmo tempo em que sao rapidamente repostas por nova
sintese. A reducdo de células produtoras de matriz, fundamentais para a manutencdo da
homeostase tecidual do periodonto frente a agressdo bacteriana, incluindo fibroblastos e
osteoblastos, decorre do aumento na taxa de apoptose celular em um ambiente hiperglicémico

em reposta a infec¢do por P. gingivallis (He et al., 2004; Liu et al., 2004; Liu et al., 2006).
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Além disso, fibroblastos humanos gengivais apresentam uma taxa de producgao de coldgeno e
glicosaminoglicanos diminuida em ambientes com altas concentracdes de glicose
(Willershausen-Zonnchen et al., 1991). Associado a uma reducdo na sua formagdo, o
colageno recentemente sintetizado € susceptivel a degradacao pelas metaloproteinases, como
as colagenases, que se encontram elevadas nos tecidos de pacientes diabéticos, incluindo o
periodonto (Sorsa ef al., 1992). Além disso, tem sido evidenciada uma deficiéncia no reparo e
turnover 6sseo associado a hiperglicemia, como resultado da inibicio da proliferacdo e
diferenciacdo de osteobalstos, bem como da sua produ¢do de matriz coldgena, contribuindo
ainda para a menor qualidade das propriedades mecanicas do novo osso formado (Lu ef al.,
2003). Estas evidéncias demonstram como os pacientes diabéticos sdo mais suscetiveis a
apresentarem uma perda Ossea e de inser¢ao conjuntiva periodontal mais severa, resultante de
um inadequado metabolismo tecidual conjuntivo e 6sseo relativo a alteracdes nos processos
de degradacao e remodelacdo dos tecidos do aparato de inser¢do peridontal (Mealey & Oates,
2006). Assim, a formacdo dos AGES amplificada pelo diabetes, aumentando a producdo e
secrecdo de citocinas préinflamatdrias e a atividade oxidativa dos neutréfilos, predispde a
inflamagdo cronica, destrui¢do progressiva e diminuicdo da capacidade de reparo tecidual,
tornando os pacientes diabéticos individuos hiperresponsivos, ativando respostas imune-
inflamatdrias exacerbadas no tecido periodontal, sendo mais propensos a desenvolverem
formas mais severas dessas doencas (Preshaw et al., 2007).

Pela da via do poliol, a glicose € oxidada a sorbitol e, posteriormente a frutose,
através, respectivamente, da aldose redutase e da sorbitol desidrogenase. As reagdes de
oxida¢ao utilizam NADPH oxidase como co-fator. O grande consumo de NADPH, devido ao
excesso de influxo de glicose e a super ativagdo da via do poliol, culmina com efeitos
deletérios na homeostase celular, como a alteragdo do equilibrio de oxi-redugdo, causando
um aumento do estresse oxidativo intracelular. Estresse oxidativo, entdo, resulta do
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a acdo de
mecanismos antioxidantes. A hiperglicemia pode ainda culminar com a produ¢do de ROS por
meio de outros processos, como aumento na formacdo dos AGES, disfun¢do na cadeia de
transporte mitocondrial de elétrons e ativagdo do eixo proteina quinase C / diacilglicerol

(Nassar et al., 2007). A ativagdo patoldgica da proteina quinase C, especialmente da sua
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isoforma 3, parece ocorrer no diabetes como reposta a hiperglicemia através do aumento dos
niveis de diacilglicerol, resultante, por sua vez, da interacio AGE-RAGE na superficie das
membranas celulares e do aumento do estresse oxidativo induzido pela ativagdo da via do
poliol. A proteina quinase C ativada parece regular a ativacio da NADPH oxidase na
membrana plasmatica celular, aumentando a producido de ROS e, assim, o estresse oxidativo
(Nassar et al., 2007; Nishimura et al., 2007). As espécies reativas de oxigénio produzidas,
como anions superdxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila, resultam em danos em
vdrias moléculas bioldgicas, tais como DNA, lipidios e proteinas. Além disso, sua prolongada
existéncia e acdo promovem uma severa destruicdo tecidual e morte celular (Nassar et al.,
2007). Em visto disso, foi examinada a geragdo de superéxido bem como a atividade da
proteina quinase C em neutréfilos de 50 pacientes diabéticos, de modo que neutréfilos de
pacientes diabéticos com controle glicEmico moderado ou ruim secretaram significativamente
mais superéxido do que aqueles de pacientes diabéticos com bom controle glicEmico ou de
individuos controles sadios. Além disso, estas células exibiram aumento da atividade da
proteina quinase C, elevados niveis de diacilglicerol, bem como aumento na atividade da
NADPH oxidase, sugerindo que a hiperglicemia é capaz de ativar neutréfilos, enquanto o
aumento da atividade da proteina quinase C resulta em aumento do estresse oxidativo
(Karima et al., 2005).

Por outro lado, neutréfilos de pacientes diabéticos apresentaram reducdo na
quimiotaxia, fagocitose e na inibicdo da apoptose induzida por lipopolissacarideo,
culminando com o aumento da evasdo destas células pelos patdégenos agressores (Preshaw et
al., 2007; Nassar et al., 2007). Dessa forma, verifica-se que a ativacao exacerbada, bem como
a deficiéncia da atividade dos componentes da reposta imune inata do hospedeiro,
predispdem os individuos a uma maior destrui¢io tecidual periodontal, como resultado da

desregulacdo imunoinflamatéria presente no diabetes.
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2.4. A influéncia da doenga periodontal na inflamagdo crénica de baixo

grau caracteristica do diabetes tipo 2

Apesar de a literatura atual fornecer evidéncias consistentes de que o diabetes
representa um fator de risco para a maior prevaléncia e severidade das vdarias formas de
doenca periodontal, tais como as gengivites e periodontites (Mealey & Oates, 2006; Salvi et
al., 2008), o impacto das doengas periodontais no controle glicémico e patogénese do
diabetes ainda ndo estd bem elucidado, assim como os mecanismos através dos quais essa
influéncia possa ocorrer (Mealey & Oates, 2006; Lalla, 2007). Assim, as doencas
periodontais crOnicas, caracterizadas pela ativacdo de uma resposta imunoinflamatdria
cronica induzida por citocinas, podem servir como estimulo e/ou perpetuagdo do estado
sist€émico inflamatério cronico, associado a patogénese do diabetes tipo 2, constituindo um
fator de risco para um controle metabdlico inadequado nestes pacientes, através do aumento
da resisténcia insulinica, como também para o desenvolvimento das complicag¢des
diabéticas (Taylor et al., 1996; Salvi et al., 2008; Mealey & Rose, 2008).

Através da andlise de dados do terceiro levantamento para exame nutricional e
de satde publica (NHANES III), demonstrou-se que a prevaléncia do diabetes, de 12.5%
em individuos periodontalmente comprometidos (N=1293), foi o dobro em comparagdo
com a de 6.3% verificada naqueles individuos periodotalmente sauddveis (N=12,178). Ao
mesmo tempo, analisando-se mulheres ndo-diabéticas japonesas, verificou-se uma
associac@o entre a maior severidade da doenca periodontal e o desenvolvimento do estado
pré-diabético de intolerdncia a glicose e com a presenca de sinais de sindrome metabdlica
(Saito et al., 2004; Shimazaki et al., 2007). Além disso, observou-se que diabéticos tipo 2
com periodontite severa apresentaram maiores niveis de HbAIC e complicacdes
cardiovasculares em comparacdo aos individuos diabéticos periodontalmente sadios
(Jansson et al., 2006).

O conhecimento acerca dos mecanismos pelos quais as doencas periodontais
podem influenciar o estado diabético € limitado. Em uma condi¢do de periodontite severa

ndo tratada, a drea de superficie correspondente ao epitélio ulcerado das bolsas periodontais
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tem sido estimada, medindo entre 8 a 20 cmz, medida esta aproximada do tamanho da
palma da mao de um adulto (Hujoel ef al., 2001). Esta drea epitelial inflamada e ulcerada
subgengival das bolsas periodontais constitui uma porta de entrada importante, de modo a
conferir um grande potencial para as bactérias periodontopatogénicas, seus produtos
(endotoxinas como os LPS) e mediadores inflamatorios estimulados, atingirem a circulacio
sisttmica (Loos, 2005; Mealey & Rose, 2008). Bacteremia e endotoxemia podem ser
induzidas por procedimentos dentdrios, assim como por atividades cotidianas, como a
mastigacdo, sendo capazes de induzir um estado inflamatdrio, caracterizado pela presenca
de niveis aumentados de marcadores inflamatérios na corrente circulatdria, detectados no
soro plasmatico (Geerts et al., 2002; Mealey & Oates, 2006; Mealey & Rose, 2008). Assim,
mediadores e citocinas proinflamatérias produzidos localmente no periodonto, como IL-13,
IL-6, TNF-a e PGE,, sdo langados na corrente circulatdria, e consequentemente, podem
causar efeitos em tecidos diversos e distantes, tais como células sanguineas (leucdcitos e
eritrécitos), endoteliais e hepatdcitos, da mesma maneira que outras infecgdes ou processos
inflamatdrios cronicos, resultando na indu¢do da resposta de fase aguda através da ativacio
do sistema imune inato, caracterizada pela producio e presenca sérica das proteinas de fase
aguda (Loos, 2005). Estudos tém demonstrado niveis aumentados de mediadores
inflamatérios em individuos com periodontite (Loos et al., 2000; Loss, 2005), de modo
que, particularmente aqueles colonizados por bactérias periodontopatogénicas Gram —
negativas, como Porphiromonas gingivallis, Tannerella forsythensis, Prevotela intermidia,
apresentam niveis significativamente aumentados de proteina-C-reativa, IL-6 e fibrinogénio
em comparacdo com individuos sem periodontite (Noack et al., 2001; Wu et al., 2000;
Loss, 2005). Em culturas de sangue total de individuos sauddveis, Porphiromonas
gingivallis, principal periodontopatégeno, induziu uma populacdo mista de leucdcitos a
produzir elevados niveis de citocinas, como IL-1B, TNF-a, IL-6 e IFN-y, e quimiocinas
como IL-8, MCP-1, demonstrando a capacidade da infeccdao periodontal de, ativando
células imune circulatérias, contribuir para o estado inflamatorio cronico sist€émico (Bodet
et al., 2005). O tratamento periodontal, por sua vez, ndao s6 promove a reducao inflamatdria

clinica local, mas tem sido associado com a subsequente diminui¢do sérica de IL-6 e
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proteina-C-reativa, demonstrando que as doencas peridontais possuem efeitos sistémicos
que transpdem o local do ambiente periodontal (D’ Aiuto ef al., 2004).

A inflamagdo cronica, através da acdo dos mediadores inflamatérios, é o
principal fator associado ao desenvolvimento da resisténcia insulinica, também influenciada
por fatores genéticos, bem como por fatores modificadores ambientais, incluindo
diminuicdo da atividade fisica, erro alimentar, obesidade e infeccao (Donath et al., 2003;
King, 2008). Baseado nos conhecimentos prévios ja apresentados acerca dos mecanismos
que promovem o desenvolvimento da resisténcia insulinica, verifica-se que tanto os
componentes bacterianos Gram-negativos (LPS), como as citocinas inflamatérias IL-1[3,
TNF-a, IL-6, advindas da infec¢do periodontal, podem, através da ligacdo com receptores
especificos, ativar mecanismos intracelulares associados a resisténcia insulinica, tais como
os eixos da I-kappa-B (IkB) quinase-f (IKKPB) / fator nuclear-kappaB (NF-kf) e da
proteina quinase c-Jun-NH,—terminal (JNK), tanto localmente, como sistemicamente, por
alcangar a corrente circulatoria, ativando-os nos adipdcitos, hepatdcitos, células imune (
macréfagos/mondcitos) e endoteliais (Shoelson ef al., 2006). Assim, estes processos
intracelulares inflamatdrios, uma vez ativados pela infeccdo periodontal, autoperpetuam-se
através de um feedback positivo induzido pelas proprias citocinas inflamatorias produzidas,
contribuindo para o estado sistémico inflamatério cronico subclinico, resultando no
aumento da resisténcia insulinica e piora do controle glicémico nos individuos diabéticos
tipo 2 (Shoelson et al., 2006; Southerland et al., 2006; Mealey & Oates, 2006; Preshaw et
al., 2007; Mealey & Rose, 2008). Isto pode explicar porque a presenca de peridontite
aumenta os riscos para um controle metabdlico inadequado em diabéticos tipo 2 (Taylor et
al., 1996). Ao nivel tecidual, é possivel, entdo, que a infec¢dao periodontal, através dos seus
produtos inflamatérios resultantes da ativagdo da resposta imune inata, possa estimular
mondcitos circulantes, bem como macréfagos residentes nos tecidos, como as células de
Kupffer no tecido hepdtico, bem como aqueles que sdo recrutados tanto para o tecido
adiposo como para o hepético, a produzirem elevados niveis de TNF-a, IL-6, contribuindo
para o aumento da resisténcia insulinica em ambos os tecidos. Estas citocinas, ativando ou
sendo produzidas por adipdcitos e hepatdcitos, células sensiveis a acdo da insulina,

contribuem para a resisténcia insulinica ndo s6 local destes tecidos, mas também sistémica,
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podendo afetar musculo esquelético e outros tecidos. A IL-6 também estimula os
hepatécitos a produzirem as proteinas de fase aguda, como a proteina-C-reativa,
perpetuando a ativacdo do sistema imune inato (Gabay & Kushner, 1999; Southerland et
al., 2006). A obesidade, principal responsavel pelo quadro de resisténcia insulinica do
diabetes tipo 2, por sua vez, tem sido associada a doenca periodontal, ja que a andlise dos
dados do terceiro levantamento para exame nutricional e de saide publica (NHANES III)
relacionados a pacientes ndo diabéticos, revelou uma associag@o positiva entre o indice de
massa corporea (IMC) e a severidade da perda de inser¢do periodontal. Individuos com
sobrepeso (IMC > 27 kg/mz) e uma maior resisténcia insulinica apresentaram um risco de
1.48 vezes maior para doenga periodontal mais severa comparados aos individuos com
sobrepeso, porém sem resisténcia insulinica. Além disso, individuos no quartil superior de
IMC (IMC >30.8 kg/m?) apresentaram niveis séricos significativamente elevados de TNF-a,
e de seus receptores comparados aqueles no quartil inferior de IMC (IMC < 24.6 kg/m?),
indicando que a obesidade estd associada tanto a inflamacgdo sist€émica como a doenca
periodontal, sendo a resisténcia insulinica a possivel mediadora desta inter-relagdo (Genco
et al., 2005). Ao mesmo tempo, Losche et al. (2000) verificaram maiores niveis
significativos de colesterol total, de lipoproteina de baixa densidade (LDL), de triglicérides
e de glicose em jejum em 39 individuos ndo-diabéticos com periodontite de leve a
moderada comparados a 40 individuos pareados por sexo e idade ndo-diabéticos
periodontalmente sauddveis, demonstrando uma possivel interferéncia da inflamagio
cronica periodontal no metabolismo lipidico, favorecendo a resisténcia insulinica.

As periodontites podem contribuir para a elevacdo dos mediadores
inflamatdrios séricos por, principalmente trés processos (Engebretson et al., 2007). O
primeiro mecanismo seria a elevacdo da produgdo in vitro de citocinas e mediadores
inflamatérios por mondcitos de pacientes diabéticos com periodontite, indicando uma
resposta inflamatdria inata exacerbada por mondcitos de pacientes diabéticos frente ao
desafio bacteriano. Salvi et al. (1997, 1998), analisando pacientes diabéticos tipo 1 e ndo-
diabéticos divididos em 2 subgrupos de acordo com a severidade da doenca peridontal
(Grupo A- pacientes com gengivite e periodontite leve e Grupo B- pacientes com

periodontite moderada a severa), verificaram uma producgdo significativamente maior de
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PGE: (4.2 vezes maior), de IL-1B (4.4 vezes maior) e de TNF-a (4.6 vezes maior) por
mondcitos dos pacientes diabéticos estimulados por LPS de P. gingivalis quando
comparados aos pacientes nao-diabéticos controles com estados periodontais similares.
Dentre os diabéticos, os mondcitos do grupo B apresentaram uma secre¢cdo 3 vezes maior
de PGE, e 6.2 vezes maior de TNF-a do que aqueles do grupo A, porém sem diferencas
em relacdo a secrecdo de IL-1B. Além disso, os diabéticos apresentaram niveis
significativamente maiores de PGE, e IL-1B no fliido crevicular gengival quando
comparados aos ndo diabéticos controles com estados periodontais similares, porém, dentre
os diabéticos, os niveis destes mediadores no fliido gengival foram 2 vezes maior no grupo
B quando comparados ao grupo A, ndo havendo diferencas nos niveis de TNF-o. Araya et
al. (2003), por sua vez, utilizando culturas de células totais de sangue periférico,
estimuladas ou nao por LPS de Escherichia coli, verificaram que ndo houve diferencga entre
a secrecdo de TNF-a, IL-1B e IL-6 pelas células dos diabéticos tipo 1 com ou sem
periodontite agressiva, ou destes comparados aos individuos controles sadios. J4 os niveis
de PGE; foram significativamente maiores nas culturas dos pacientes diabéticos em relacao
aos controles, ndo havendo diferencas entre os grupos diabéticos com ou sem periodontite
agressiva. Ao mesmo tempo Pérez et al. (2004), através de culturas de células totais do
sangue periférico, observaram que as concentragdes de TNF-o nas culturas ndo estimuladas
por LPS ndo diferiram entre os grupos de pacientes com periodontite agressiva, com
diabetes tipo 1 e periodontite agressiva e apenas com diabetes tipo 1, quando comparados
ao grupo controle sadio. Porém as concentracdes de TNF-o nas culturas estimuladas de
pacientes com periodontite agressiva foram significativamente maiores do que as dos
grupos de diabéticos e também em relacdo aos controles sadios. J4 os niveis de TNF-a
séricos foram 3 vezes maiores nos grupos de pacientes quando comparados aos individuos
controles.

O segundo e terceiro mecanismos seriam, por sua vez, a translocacdo das
espécies Gram-negativas e de seus produtos provenientes do biofilme periodontal (Geerts e?
al., 2002; Engebretson et al., 2007) bem como das citocinas do espaco periodontal (fliido

crevicular gengival) na corrente circulatéria (Engebretson et al., 2007). Em relacdo a este
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ultimo mecanismo, estudos demonstraram uma associa¢do entre a piora do controle
glicémico com o aumento dos niveis de IL-1f no fluido crevicular gengival, em individuos
diabéticos tipo 2 com e sem periodontite cronica (Cutler et al., 1999; Engebretson et al.
2004). Cutler et al. (1999), comparando ainda individuos diabéticos com adequado e
inadequado controle metabdlico, apresentando ou ndo periodontite cronica, observaram
maiores niveis de IL-1B no fldido gengival de pacientes diabéticos com periodontite conica
em ambos os niveis de controle metabdlico. Engebretson et al. (2007), avaliando 46
pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica, demonstraram uma correlagdo
significativa e positiva entre os niveis séricos de TNF-a e a perda de insercdo clinica, os
niveis plasmaticos de endotoxina, os niveis de IL-1p no fldido crevicular gengival, porém,
uma auséncia de correlagdo com o IMC e os niveis séricos de glicose e HbAlc. Além disso,
uma relacdo dose-dependente foi verificada entre o grau de severidade da destruicdo
periodontal e os niveis séricos de TNF-a, sugerindo que a infeccdo e inflamagdo
periodontal podem ser um fatores importantes para a elevagdo desta citocina, estreitamente
relacionada com a resisténcia insulinica nos pacientes diabéticos tipo 2.

O tratamento periodontal, por sua vez, reduzindo a infec¢do e inflamacdo
periodontal, pode ajudar a restaurar a sensibilidade insulinica, resultando em uma melhora
do controle metabdlico em pacientes com diabetes tipo 2 (Mealey & Oates, 2006; Mealey
& Rose, 2008). Esta hipétese tem sido suportada por estudos intervencionistas, cujos
resultados vém demonstrando diminuicio dos niveis sistémicos dos mediadores
inflamatorios e melhora do controle metabdlico apds a terapia periodontal. Foi demonstrado
que a terapia periodontal nio cirdrgica associada a utiliza¢do local adjunta de 10 mg de
minociclina nas bolsas periodontais de pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica,
reduziu os niveis circulatérios de TNF-a (Iwamoto et al., 2001; Nishimura et al., 2003), de
modo que, esta reducdo foi acompanhada de uma diminui¢do significativa nos valores
médios de HbAlc, de 8% para 7.1% , bem como nos niveis de insulina em jejum (p<0.03) e
indices de resisténcia insulinica (p<0.03) dos pacientes que ndo utilizavam insulina para o
tratamento do diabetes (Iwamoto et al., 2001). Entretanto, os niveis séricos de TNF-a nio

foram significativamente afetados 4 semanas (Lalla et al., 2007) e 12 semanas (Talbert et
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al., 2006; O’Connell et al., 2008) apds terapia periodontal ndo-cirdrgica. Lalla et al. (2007),
em um estudo piloto, submeteu 10 pacientes com diabetes tipo 1 ou 2 e periodontite
moderada a severa a um debridamento subgengival em duas sessdes dentro de 2 semanas,
de modo que foram colhidas amostras sanguineas no baseline e 4 semanas pds tratamento,
para andlise sérica de mediadores inflamatérios bem como para determinar a capacidade
préinflamatéria de células mononucleares, cultivadas sob o estimulo ou ndo de LPS ou
ionomicina/éster de forbol, analisadas por citometria de fluxo. Apos 4 semanas da terapia
periodontal, houve uma reducio significativa de 47% na porcentagem de mondcitos CD14"
(p<0.05) e de 78% de macrofagos produtores de TNF-au, sem estimulo, (p<0.05), apesar de
ndo ter havido diferenca na porcentagem destas células quando estimuladas. Dentre os
mediadores inflamatérios testados, houve reducdes significativas de 37% de proteina-C-
reativa e de 16.6% de E-selectina. O’Connell et al. (2008), em um estudo duplo-cego,
placebo-controlado, comparando o tratamento ndo cirirgico com e sem terapia adjunta
antibidtica com doxiciclina sist€émica, 100mg/d, por 14 dias, em 30 pacientes diabéticos tipo
2 com peridontite cronica, ndo verificaram diferencas entre ambos os tratamentos em
relacdo a melhora clinica peridontal dos pacientes, bem como a melhora do controle
metabdlico, apesar do tratamento com doxiciclina ter reduzido significativamente a HbAlc
em 1.5% (p<0.01), 3 meses p0s terapias. Redugdes significativas nos niveis séricos de 1L-6,
proteina 10 induzida por interferon (IP-10), por¢des soltuveis do ligante fas (sFasL), fator
estimulante de coldnias de granulécitos (G-CSF), RANTES e IL-12 (p70), também foram
detectadas apds 3 meses de ambos os tratamentos.

Resultados de uma meta-andlise, por sua vez, envolvendo 10 estudos
intervencionistas, incluindo 456 individuos com diabetes tanto tipo 1 como tipo 2,
demonstraram que, apds terapia periodontal ndo-cirtrgica, houve uma redugdo de
aproximadamente 0.38% nos niveis de HbAlc para todos os estudos, de 0.66% para
aqueles que envolveram apenas os individuos diabéticos tipo 2 e de 0.71% quando foram
utilizados antibidticos como terapias adjuntas, porém ser atingir significancia estatistica
(Janket et al., 2005). Alguns estudos clinicos randomizados e controlados confirmaram os
resultados da meta-anélise, verificando que, apds 3 e 4 meses respectivamente, a terapia

periodontal ndo-cirtrgica associada a utilizagcdo sist€émica de doxiciclina 100mg/d por 14
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dias ndo foi capaz de promover reducdes significativas nos niveis de HbAlc de individuos
diabéticos tipo 2 com peridontite cronica (teste:HbA1C -0.19+0.74%) / (teste:HbA1C -
0.65%) quando comparados aos individuos com as mesmas condi¢cdes diabética e
periodontal sem tratamento (controle:HbA1C +0.12+1.05%) / (controle:HbA1C -0.51%),
(p>0.05 / p=0.47) (Promsudthi et al., 2005; Jones et al., 2007). Outras pesquisas, por outro
lado, demonstraram melhorias significativas no controle metabdlico quando compararam a
terapia periodontal mecanica em estdgio unico (HbA1C -0.86%) com a auséncia de
tratamento (HbA1C +0.31%) em pacientes diabéticos tipo 2 com a mesma condi¢do
periodontal (p=0.033) (Kiran et al., 2005), como também quando avaliaram os efeitos da
terapia peridontal mecanica convencional em pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite
cronica moderada generalizada, 3 (baseline / 3 meses: 7.6+ 1.5% a 6.3£1.1%, p<0.05) e 6
(baseline / 6 meses: 7.6+ 1.5% a 5.840.6%, p<0.003) meses pos terapia (Faria-Almeida et
al., 2006). Rodrigues et al. (2003), comparando os efeitos da desinfeccdo em estdgio tnico
associada ou ndo a 875 mg de amoxicilina + dcido clavulanico, 2 vezes ao dia por 2
semanas, em 30 pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica, verificaram uma
reducdo da HbAlc apds 3 meses de ambos os tratamentos, porém sendo significativo
apenas com o tratamento sem antibidtico (8.8+1.8% para 7.611.4%; p<0.05). Navarro-
Sanchez et al. (2007), também verificaram melhoria no controle metabdlico apdés 3
(baseline / 3 meses: -0.7£1.1%, p<0.016) e 6 (baseline / 6 meses:-1.3+1.4%, p<0.016)
meses da terapia periodontal ndo-cirdrgica convencional, em individuos diabéticos tipo 2
com periodontite cronica moderada generalizada, ao comparar sua eficiéncia em individuos
nao-diabéticos com o mesmo status periodontal. Além disso, houve redugdes significantes
nos niveis de IL-13 e TNF-a no fldido crevicular gengival, bem como no seu volume total,
em ambos os grupos apos 3 e 6 meses do tratamento periodontal, sem diferencas entre os
mesmos.

Assim, apesar da dificuldade de interpretacao dos resultados conflitantes destes
estudos intervencionistas, uma forte evidéncia cientifica suporta a hipétese de que as
infeccdes periodontais podem servir como agravantes da resisténcia insulinica em uma

maneira similar a obesidade, através do aumento da ativacdo da resposta imune inata
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cronica sist€mica induzida por citocinas (inflamagao cronica de baixo grau) nos pacientes

diabéticos tipo 2, contribuindo para o agravamento do controle metabdlico nestes pacientes.

38



3. Proposigdo

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo clinico foi avaliar a influéncia sist€émica da periodontite

crOnica severa frente ao controle metabdlico bem como do tratamento periodontal na resposta

imunoldgica de pacientes diabéticos tipo 2, através da andlise da secrecdo protéica e da

expressdo génica de citocinas em células mononucleares aderentes de sangue periférico.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a influéncia sistémica da periodontite cronica severa, frente ao
controle metabdlico adquirido por internagdo hospitalar, na resposta
imunoldgica de pacientes diabéticos tipo 2, através da andlise da secrecio
protéica, por ELISA, bem como da expressdo génica, por PCR em tempo
real, das citocinas TNF-a, IL-1f3, IL-8 e IL-6 por células mononucleares
aderentes de sangue periférico, estimuladas ou ndo por LPS, cultivadas
antes e ap0Os a obtengdo do controle metabdlico.

Avaliar a influéncia do tratamento periodontal na resposta imunolédgica de
pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa, através da
andlise da secrecdo protéica, por ELISA, bem como da expressdo génica,
por PCR em tempo real, das citocinas TNF-a, IL-1§3, IL-8 e IL-6 por
células mononucleares aderentes de sangue periférico, estimuladas ou ndo
por LPS, cultivadas 4 a 6 semanas apds a finalizacdo do tratamento
periodontal.

Avaliar a influéncia do controle metabdlico e do tratamento periodontal
nos parametros clinicos e laboratoriais, como peso, IMC, HbAlc, glicemia

em jejum, colesterol total, LDL, HDL, triglicérides, bem como em provas
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inflamatérias e mediadores inflamatérios, tais como velocidade de
hemossedimentacdo, proteina-C-reativa e o-acido glicoproteina, obtidos
dos individuos diabéticos tipo 2 com e sem periodontite crOnica antes e
ap6s a obtencdo do controle metabdlico, bem como daqueles com
periodontite cronica severa 3 a 6 semanas apds o tratamento periodontal.

Avaliar o efeito do tratamento periodontal nos pardmetros clinicos
periodontais, como indice de placa, sangramento a sondagem,
profundidade de sondagem, nivel de insercdo clinico relativo, obtidos dos
pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa 3 meses apos o

tratamento periodontal.
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4. Material e Métodos

4.1. Selegdo dos pacientes

Foram selecionados 20 pacientes no Ambulatério de Diabetes do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, entre 30 e 70 anos de idade, com
peso corporeo acima de 50 Kg, de ambos os géneros, portadores de Diabetes Mellitus tipo
2, apresentando controle metabdlico inadequado, com e sem doenca periodontal cronica. A
selecdo dos pacientes obedeceu aos seguintes critérios de exclusdo, que pudessem
influenciar o status periodontal bem como seu estado metabdlico: possuir menos de 15
dentes; tempo de diagndstico de Diabetes Mellitus tipo 2 maior que 10 anos; histéria de
qualquer doenca que comprometa severamente a fungcdo imunoldgica ou terapia
imunossupressora; sindrome genética; histéria de outras doencas infecciosas que nio a
periodontite; doengas hematoldgicas; gravidez e lactagdo; complicagdes cronicas
microvasculares e macrovasculares do Diabetes Mellitus como retinopatia proliferativa,
nefropatia avancada, neuropatia autondmica e presenca de sinais avancados de
ateriosclerose; histéria de tabagismo atual ou periodo de abstinéncia de até 5 anos;
alcoolismo ou ingestdo de drogas ilicitas; antibioticoterapia no udltimo meés; tratamento
periodontal nos ultimos 6 meses; terapia cronica com anti-inflamatorios ndo esteroidais ou
esteroidais. Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo, sob processo HCRP n° 13130/2006 para
pesquisas em humanos. Os pacientes foram informados sobre a natureza da pesquisa
através de um documento de solicitagdo para participacdo da mesma, de modo que aqueles
que concordaram em participar assinaram um termo de consentimento. Para os pacientes
que ndo apresentavam instrucao suficiente para entendimento, foi feita explanacido verbal

apos leitura deste documento.
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4 2. Delineamento do estudo

Os 20 pacientes selecionados para a pesquisa foram divididos em 2 grupos: 10
pacientes diabéticos tipo 2 com peridontite cronica, com controle metabdlico (CM)
inadequado (grupo teste); 10 pacientes diabéticos tipo 2 sem periodontite crOnica, com
controle metabdlico inadequado (grupo controle). A reatividade dos mondcitos
provenientes do sangue periférico destes pacientes foi avaliada através da verificacdo da
secre¢do protéica, bem como da expressdo gé€nica de citocinas em ambos 0s grupos antes
(Tempo 0) e apds a compensacdo metabdlica (Tempo 1), permanecendo inalterada a
condicdo periodontal durante esta fase do experimento. Esta compensacgao se deu através de
uma internagdo hospitalar. Apds isto, aqueles pacientes portadores de periodontite cronica
severa foram tratados, para que a reatividade de seus mondcitos fosse novamente avaliada 4

a 6 semanas ap06s a terapia periodontal (Tempo 2) (figura 4).

Internacao Tratamento
hospitalar : Periodontal |
| | | |
Tempo 0 Tempo 1 Te4mpz 2 Avaliacao Periodontal
Antes do CM Apo6s CM a 3 meses apos TP
semanas
apos TP

Figura 4 - Delineamento do estudo

4.3. Diagnostico e classificagdo das doengas periodontais

Os pacientes foram submetidos a uma anamnese detalhada e avaliados
clinicamente e radiograficamente por um mesmo periodontista, previamente calibrado
(Kappa > 0.8), o qual registrou para cada paciente os seguintes parametros clinicos:
auséncia ou presenga do biofilme, verificada dicotomicamente (adaptado de Loe, 1967);
sangramento a sondagem (SS), verificado dicotomicamente; profundidade de sondagem
(PS) — distancia da margem gengival livre a base da bolsa; posicdo da margem gengival —

N

localizacdo da margem gengival livre em relagdo a posi¢do da juncdo cemento-esmalte
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(Medidas positivas para posi¢des apicais a juncdo cemento-esmalte e negativas para
posi¢des coronais 2 mesma juncdo). A soma das medidas da PS e da localiza¢do da margem
gengival foi utilizada para representar o nivel de inser¢do clinico relativo (NIC). Tais
parametros foram registrados em seis sitios por dente (MV, V, DV, ML, L, DL), utilizando-
se uma sonda manual (PCPUNC 15, Hu-Friedy, Jacarepagud — RJ, Brasil). Com base na
perda de insercdo prévia, os pacientes foram classificados nos seguintes grupos (critérios de
inclusao):

Grupo teste - Pacientes diabéticos tipo 2 com controle metabdlico inadequado

e periodontite cronica severa (pelo menos 8 sitios distribuidos em 8 dentes com

PS =25 mm, NIC > 5 mm e sangramento a sondagem . Destes, no minimo, 2

sitios devem ter profundidade de sondagem > 6mm e mais 2 devem ter

profundidade de sondagem > 7mm) (adaptado de Wennstrom et al., 2001)
(figura 5 e 5A).

Grupo controle - Pacientes diabéticos tipo 2 com controle metabdlico
inadequado e sem periodontite (profundidade de sondagem < 3mm, sem perda
de inser¢do, ou em periodonto reduzido, podendo apresentar ou ndo

sangramento a sondagem) (Armitage, 1999) (figura 6).
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Figura 5 - Aspecto clinico periodontal da paciente J.E., sexo feminino, 36 anos, portadora de

peridontite cronica severa (grupo teste).

Figura 5A - Sextante 5 da paciente J.E.: bolsa

periodontal com PS = O9mm, sangramento e

supuragao.
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Figura 6 - Aspecto clinico periodontal da paciente M.C.N.A., sexo feminino, 45 anos, ndo

portadora de peridontite (grupo controle).

4.4, Diagnéstico clinico e avaliagdo do controle metabdlico do Diabetes

Mellitus

O diagnéstico clinico e a caracterizacdo dos pacientes incluidos na pesquisa
foram obtidos a partir dos dados clinicos (anamnese e exame fisico). Foram adotados os
seguintes critérios de diagndstico de Diabetes Mellitus tipo 2: glicemia de jejum maior ou
igual a 126 mg/dL ou maior ou igual que 200 mg/dL 2 horas apds a ingestdao de 75 gramas
de glicose anidra, confirmadas pela repeti¢do do teste em outro dia, a menos que houvesse
hiperglicemia inequivoca com descompensacdo metabdlica aguda ou sintomas de
hiperglicemia (polidria, polidipsia e perda de peso repentina), como também a presenca de
uma glicemia ao acaso = 200 mg/dL associada aos sintomas de hiperglicemia (American

Diabetes Association, 2009). Também foi avaliada a presenca de alteracdes do
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metabolismo lipidico através da dosagem de colesterol total (Rautela & Leidtke, 1978) e
fracoes HDL (Warnick & Wood, 1995) e LDL (estimado pela férmula de Friederickson) e
triglicérides (Tietz, 1990).

Em relacdo ao controle metabdlico, os pacientes foram avaliados segundo os
seguintes exames: glicemia de jejum, determinada por método enzimatico (Kenolab 601,
Weiner lab, Rosario — Argentina); glicosudrias fracionadas de 24 horas, determinadas por
método colorimétrico (Metrolab 2300 Plus, Weiner lab, Rosdrio — Argentina); hemoglobina
glicada total (HbAlc), determinada por método de cromatografia de troca idnica, cuja
variagdo interensaio foi menor que 5% e a intra-ensaio menor que 2% (Trivelli et al., 1971).
Os pacientes diabéticos foram considerados com controle metabdlico inadequado quando a
glicemia em jejum era maior que 150 mg/dl e a hemoglobina glicada Alc maior que 7%.
Vale ressaltar que os pacientes selecionados para o estudo deveriam apresentar um controle
metabdlico inadequado cronico, ou seja, possuirem ao menos as Gltimas trés hemoglobinas

glicadas maiores que 7%.

4.5. Avaliagdo das complicagdes cronicas do Diabetes Mellitus tipo 2

As complicacdes cronicas do Diabetes Mellitus foram avaliadas através de
dados objetivos e subjetivos de macroangiopatia, microangiopatia (retinopatia e nefropatia)
e neuropatia diabéticas. Aqueles pacientes que apresentassem qualquer tipo de complicac¢io
diabética cronica em grau avancado, como insuficiéncia renal cronica, retinopatia
proliferativa, perda de sensibilidade dolorosa e comprometimento do sistema nervoso
autdnomo, foram excluidos do estudo.

A andlise objetiva incluiu:

e Exame de fundo de olho com pupila dilatada e, quando necessdrio,
angiografia fluoresceinica da retina, realizados por oftalmologistas da
equipe de trabalho, especializados em retina. Nao foram excluidos pacientes
portadores de retinopatia diabética de base (ndo proliferativa), os quais

apresentassem microaneurismas e/ou hemorragias, porém sendo excluidos
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aqueles portadores de retinopatia proliferativa, os quais apresentassem areas

de neovascularizacgio retiniana.

e Determinagdo de proteintria 24h, por método de tubodemetria (Metrolab
2300 Plus, Weiner lab, Roséario — Argentina), sendo considerado nefropatia
diabética valores superiores a 300 mg/24h, na auséncia de outras causas de
proteintria.

e Exame neurolégico, sendo considerado como critério minimo para a
presenca de polineuropatia sensitivo-motora, queixas de parestesias ou dor
nas extremidades, diminuicdo ou auséncia de reflexos profundos e/ou
diminuicdo da sensibilidade superficial e profunda. A presenca de
neuropatia autondmica foi estabelecida pela verificagdo de um ou mais dos
seguintes sinais/sintomas: hipotensdo postural, gastroparesia diabética,
alteracdes da funcgdo intestinal, incontinéncia fecal e bexiga neurogénica.
Impoténcia sexual isolada ndo foi considerada.

e O diagnéstico de macroangiopatia foi estabelecido através de sintomas de
insuficiéncia arterial periférica, coronariopatia ou doenga cérebro-vascular,
associadas a alteracoes nos pulsos periféricos e outros sinais de
insuficiéncia vascular periférica e anormalidades eletrocardiogréficas

isquémicas.

4.6. Intervengdo clinica I: Internacdo hospitalar para obtengdo do

controle metabdlico

Os pacientes com controle metabdlico inadequado foram hospitalizados por um
periodo de 8 a 10 dias na Enfermaria da Divisdo de Endocrinologia e Metabologia do
Departamento de Clinica Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto-USP, com o objetivo de adquirir um controle metabdlico. Antes da
internagdo, os pacientes foram submetidos a uma investiga¢do clinica da presenca de

doengas infecciosas ou inflamatérias assintométicas, além da doenga periodontal,
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realizando-se avaliacdes hematoldgica (hemograma completo — por método de impedancia
e fotometria, Pentra 60, Montpellier — Franca) e urindria (sumdrio de urina tipo 1 — por
método de colorimetria, Urisys 2400, Roche, Mammbheir — Alemanha), assim como
dosagem de proteina-C-reativa (PCR) por imunoturbidimetria (Dimension®, Dade Behring
Inc. Newark, USA), a-icido glicoproteina por imunoturbidimetria (Turbiquant®, Dade
Behring Inc. Newark, USA) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS). Estas dltimas trés
provas inflamatérias foram repetidas ao final da internagdo. Os seguintes parametros
laboratoriais, como glicemia de jejum, HbA1C, colesterol total, fragdbes HDL, LDL e
triglicérides, foram dosados antes da internacdo, tanto para o diagndstico como para a
avaliacdo do controle metabdlico do diabetes, como também ao final da internacdo. No
primeiro e ultimo dia de internacdo, parametros clinicos dos pacientes, como peso e IMC
foram registrados. Durante o periodo de internacdo foi realizado controle metabdlico
intensivo com dosagem de glicemia capilar em hordrio fixos (7, 11, 17 e 23 horas), e
correcdo com insulina regular até que fosse atingida uma queda de no minimo 100 mg/dL
entre a média glicémica didria inicial e final, de modo que foram utilizadas as médias
glicémicas didrias do primeiro e dltimo dia de internagdo como parametros para a avaliacao
deste controle metabdlico hospitalar. Esta correcdo foi realizada sempre que a glicemia
capilar estivesse acima de 150 mg/dL para a manuten¢@o de um equilibrio glicémico até a

segunda coleta sanguinea.

4.7. Intervencdo clinica IT: Tratamento Periodontal

Apds a obtengdo do controle metabdlico com a internagdo, os seguintes
parametros clinicos peridontais, auséncia ou presenca do biofilme e sangramento a
sondagem, ambos verificados dicotomicamente, foram novamente registrados de todos os
pacientes do estudo (grupos controle e teste). Além disso, apés a internacio, os pacientes
portadores de periodontite cronica severa (grupo teste) foram submetidos ao tratamento
periodontal que constou de: instru¢do de higiene oral; raspagem e alisamento radiculares

subgengivais dos quatro quadrantes em uma tUnica sessdo (com duracdo em média de 4
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horas: 1 hora por quadrante), ou em duas sessdes de 2 horas (2 quadrantes por sessdo)
dentro de 24 a 36 horas, sem a utilizacdo de clorexidina (Quirynen et al., 2000), com a
utilizacdo de curetas de Gracey (Hu-Friedy, Jacarepagud — RJ, Brasil) e ultra-som ( Profi II,
Dabi-Atlante, Ribeirdo-Preto — SP, Brasil); utilizacio de antibioticoterapia sist€mica
composta de Amoxicilina 500mg e Metronidazol 400 mg 3xd por 10 dias. Foram também
registrados os seguintes parametros clinicos e laboratoriais 3 a 6 semanas apds o tratamento
periodontal: glicemia em jejum; peso; IMC; HbA1C; colesterol total; fracdes HDL, LDL;
triglicérides; VHS; PCR; a-dcido glicoproteina. Os pacientes com periodontite cronica
severa (grupo teste) tiveram ainda seus pardmetros clinicos periodontais registrados

novamente 3 meses apds o tratamento periodontal.

4.8 Coleta de sangue para a cultura de células mononucleares aderentes

do sangue periférico

Ap6s a triagem dos pacientes para a sua inclusdo na pesquisa, consentimento
por escrito para participagdo no estudo, realizacdo do exame clinico e radiogréfico
periodontal, bem como dos exames laboratoriais pré-interna¢do e marcacdo da mesma,
foram coletadas amostras de sangue periférico de cada participante da pesquisa, no
primeiro e ultimo dias da internac@o hospitalar para a compensagdo metabdlica do diabetes
mellitus. Para o grupo teste, a coleta sanguinea também foi realizada 4 a 6 semanas ap0s o
tratamento periodontal, ao qual foi submetido apds a compensacdo metabdlica. A coleta
das amostras sanguineas foi, em sua maioria, realizada em jejum, no periodo da manha. Foi
feita, inicialmente, a assepsia do local com algoddao embebido em dlcool iodado, para, em
seguida, realizar-se pun¢do venosa com sistema BD Vacutainer (Beliver Industrial Estate,
Plymouth — UK) e coleta de 18 a 20 mL de sangue em tubos heparinizados, em condi¢des
de esterilidade. O material coletado foi encaminhado para o laboratério de cultura de
células para que se processasse o isolamento e culturas das células mononucleares

aderentes do sangue periférico de cada individuo envolvido na pesquisa.
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4.9. Cultura das células mononucleares aderentes do sangue periférico

As culturas foram desenvolvidas segundo protocolo jd estabelecido no
laboratério de Cultura de Células do Departamento de Clinica Médica da FMRP-USP para
células mononucleares de sangue periférico descrito a seguir: Apds a coleta de
aproximadamente 18 a 20 mL de sangue em 2 tubos heparinizados de 10 mL, diluiu-se o
sangue total com igual volume de salina estéril a 37°C e homogeneizou-se suavemente com
pipeta de Pasteur. Em seguida, foi utilizado o gradiente de Ficoll-Hypaque® (Sigma, St.
Louis — MO — USA) para a separacdo das células mononucleares, procedimento no qual o
sangue diluido foi aplicado delicadamente as paredes dos tubos de polipropileno contendo
Ficoll—HypaqueR. Ap6s centrifugacdo a 400g (1600 rpm) - durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, verificou-se a formacao das camadas distintas, sendo que a superior
foi formada por plasma e solugdo fisioldgica; a interface, por células mononucleares; a
média, por gradiente Ficoll-Hypaque e a inferior, por granuldcitos e hemdacias. A camada
de células mononucleares foi cuidadosamente aspirada e colocada em tubo cOnico estéril.
As células foram re-suspensas com salina hipertonica e lavadas duas vezes. Apds remocgao
dos sobrenadantes, as células foram re-suspensas em 2 ou 3 mL de meio de cultura RPMI
1640 (Sigma, St. Louis — MO — USA) para a realizacdo da contagem das mesmas. Esta foi
realizada em camara de Neubauer em microscopio optico, diluindo 20 puL da suspensdo em
380 uL de corante Turk, que lisa hemdcias e cora os nucleos dos glébulos brancos para
facilitar a contagem (dilui¢do 1:20). As células encontradas nos quatro quadrantes foram
somadas e multiplicadas por 50 (mm®), acrescentando-se trés zeros para se estimar o
nimero de células por mL. A suspensdo de células foi diluida para uma concentragdo de 2,5
x 10° células/mL com o mesmo meio de cultura contendo 2,5% de Soro Bovino Fetal para a
realizacdo das culturas de células mononucleares aderentes. Nas placas de cultura de 24
pogos foram preparados, no minimo, 4 pocos, para conter tanto as células estimulas como
as ndo-estimuladas, para cada paciente, colocando-se 1,0 ml da suspensdo de células
mononucleares de sangue periférico, com concentrag¢do final de 2,5 x 10° células/mL em

cada poco. A suspensdo de 2,5 x 10° de células/mL foi colocada na placa de cultura e

50



incubada durante 2 horas a 37°C com 5% de CO» para promover a aderéncia das células
mononucleares. Apds um periodo de 2 horas as células ndo aderentes foram removidas por
meio da lavagem dos pocos com meio de cultura por trés vezes. As células aderentes foram
incubadas segundo o protocolo:

= Condi¢do Basal — sem estimulo - No minimo, quadriplicatas com 1 mL de

meio de cultura.

= Condi¢do estimulada - No minimo, quadriplicatas contendo LPS 5 pg/mL

em meio de cultura.

As células foram incubadas a 37°C em ambiente umido e com CO; a 5% por 24
horas, quando entdo, 500 pl de sobrenadante das culturas tanto basais como com LPS
foram coletados em duplicatas e armazenados a -20°C para quantificacdo de TNF-a, IL-1f3,
IL-8 e IL-6 por ELISA. Apds a remogao dos sobrenadantes, a extragdo de RNA das células
cultivadas em monocamadas foi realizada fazendo-se passar 1 mL de TRIzol® Reagent
(Gibco BRL, Life Technologies, Rockville — MD — USA) em, no minimo de 4 pogos
cultivados tantos para as células estimuladas como para as ndo estimuladas, para cada
paciente, prosseguindo a extracdo de acordo com as instru¢des do fabricante, objetivando a

verificagdo da expressdo génica destas mesmas citocinas.

4.10. Detecgdo de citocinas TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 em sobrenadantes

de culturas de células mononucleares aderentes de sangue periférico:

Foi utilizado o sistema de imunoensaio enzimatico (ELISA) (BD Biosciences
Pharmigen, San Diego — CA — USA) que, através de sets especificos*, foi capaz de
determinar quantitativamente as concentragdes das seguintes citocinas em humanos: TNF-
o, IL-1B, IL-8, IL-6. Os sets de imunoensaios empregaram a técnica quantitativa em
formato de sanduiche, utilizando, para tanto, anticorpos de captura purificados; anticorpos
biotinilados especificos para cada citocina, como anticorpo de deteccdo; reagente
enzimdtico (enzima peroxidase conjugada a estreptavidina); os padroes (IL-1p e IL-6

humanas recombinante liofilizados e TNF-o humana recombinante expresso em
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baculovirus liofilizado). Para a deteccdo de IL-8 nao foi utilizado um set especifico, porém
componentes adquiridos separadamente tais como: anticorpo de captura monoclonal
purificado de rato anti-IL-8 humana, produzido por Echerichia Coli; anticorpo de detecc¢ao

monoclonal biotinilado de rato anti-IL-8 humana, produzido por Echerichia Coli.

Sets para as citocinas® Catalog number*
BD OptEIA set human TNF-a. 555212
BD OptEIA set human IL-13 558848
IL-8 capture antibody 554716
IL-8 detection antibody 554718
BD OptEIA set human IL-6 555220

Uma placa de microtitulacio (Cat# 3590, Costar, Corning — USA) de
poliestireno com 96 pocos foi utilizada para o procedimento. A enzima peroxidase
conjugada a estreptavidina foi adicionada as placas e a cor foi desenvolvida apds a adicdo
do substrato O-Phenylenediamine-2HCI1 (OPD) (Sigma, St Louis — MO — USA), para IL-8,
e do substrato Tetramethylbenzidine (TMB), para IL-1p, IL-6, TNF-a. Apds esta fase foi
adicionado uma solug¢do stop (50 uL/poco de 2 N HoSOs) e a intensidade da cor foi medida

em espectofotdmetro a 490 nm.

4.10.1. Preparo da curva padrdo

Partiu-se de solucdes estoque de IL-8, TNF-a, IL-1p e IL-6, que variaram de 20
pg/mL a 67 ng/mL, as quais foram diluidas para a realizagdo de curvas padrio. Para isto,
foram realizadas dilui¢des seriadas produzindo concentracdes padrdes especificas para cada
citocina, de acordo com a sensibilidade maxima de cada imuno-ensaio utilizado: IL-8 (2500

- 39 pg/mL); TNF-a (500 — 7,8 pg/mL); IL-6 (600 — 9,4 pg/mL); IL-1B (500 — 7,8 pg/mL).
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4.10.2.Técnica do ELISA

Foram adicionados 100 pL/po¢co dos anticorpos de captura, diluidos nas
concentragdes indicadas pelo fabricante para as respectivas citocinas, em placas de
microtitulagdo. Estas foram, entdo, vedadas e incubadas overnight a 4°C. Apoés este
periodo de incubagdo, as solu¢des dos anticorpos de captura foram desprezadas, as placas
lavadas trés vezes com PBS/Tween, e foram adicionados 200uL de tampdo de bloqueio
(PBS contendo 10% soro bovino fetal). As placas foram novamente incubadas em
temperatura ambiente por 2 horas, sendo, apos este periodo, lavadas por trés vezes com
PBS/Tween.

As curvas-padrao foram preparadas segundo padronizagdo previamente descrita
e adicionadas as placas, em um volume de 100uL por pogo. Nos pocos restantes, foram
adicionados 100 uL de sobrenadante, referentes as amostras, diluidas, se necessario. Nesta
fase, as moléculas das citocinas presentes em cada amostra ligaram-se aos anticorpos
imobilizados no fundo da placa. As placas foram novamente vedadas e incubadas overnight
a4°C, sendo, posteriormente, lavadas cinco vezes com PBS/Tween.

Em uma mesma etapa, foram adicionados os anticorpos de deteccio
biotinilados, preparados conjuntamente com a enzima peroxidase conjugada a
estreptavidina (Working detector), em 100 pL/poco, e incubados em temperatura ambiente
por 1 hora. Apds esta fase, as placas foram lavadas por seis vezes com PBS/Tween.

Foram adicionados 100 pL/pogo de substrato para cada citocina, permanecendo
as placas incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente para a formagao da cor para
deteccdo fotocolorimétrica. Apds este periodo, foram adicionados 50 pl/poco de solucdo
Stop, para a realizacdo da leitura da densidade o6ptica (O.D.) da placa em sistema

computadorizado ajustado para 490nm.
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4.11. Avaliagdo da expressdo génica das citocinas TNF-a, IL-1, IL-8 e
IL-6 por células mononucleares aderentes de sangue periférico estimuladas ou

ndo por LPS

4.11.1. Extragdo do RNA total

Ap6s 24 horas de incubagdo, o RNA total foi extraido de no minimo 4 pogos
das culturas de células mononucleares aderentes estimuladas ou ndo por LPS, apds a coleta
dos sobrenadantes dos mesmos. Esta extracio de RNA foi realizada utilizando-se TRIzol®
Reagent (Invitrogen, Carlsbad — CA — USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.
Primeiramente, realizou-se a passagem de 1 mL de Trizol pelos pocos das culturas celulares
em monocamadas, sendo o conteido acondicionado em um tubo de microcentrifuga estéril
de 1,5 mL, permanecendo em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente. Apés isto
adicionaram-se 200 pL de cloroférmio e 10 pL de glicogénio (20pg/pL), agitando-se
vigorosamente por 15 segundos e incubado-se por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. A
fase aquosa (sobrenadante) das amostras foi transferida para outro tubo de microcentrifuga
estéril de 1,5 mL e a precipitagio do RNA realizada com a adigcdo de 500 pL de
isopropanol 100% gelado sob leve homogeneizacdo, seguido de incubagido overnight a -

70°C.

Posteriormente as amostras foram descongeladas em gelo e centrifugadas a
12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugagdo, o isopropanol foi removido e
o precipitado lavado com 1 mL de etanol 75% gelado e centrifugados novamente a 7.500
rpm por 5 minutos a 4°C. Apds a remoc¢ao do etanol, o precipitado foi deixado em repouso
para secagem e posteriormente re-suspenso em 15 pl. de dgua estéril tratada previamente
com dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, St. Louis — MO — USA). A quantificagdo do RNA
foi realizada pela leitura em espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, Delaware — USA) em comprimento de onda de 260 nm, considerando que 1

unidade de DO,¢ equivale a 40 pg/mL de RNA. A integridade das amostras foi também
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verificada pela visualizacdo das bandas de RNA ribossdmico 28S e 18S em gel de agarose

1,2% corado com solugdo de brometo de etideo 0,5% (figura 7).

Nt et At g
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Figura 7 - Aspecto das bandas de RNA ribossomico 28S e
18S em gel de agarose 1,2% corado com solucdo de

brometo de etideo 0,5% das amostras de RNA extraidas.

4112, Sintese de DNA complementar (cDNA) - Reagdo de

transcrigdo reversa

A reacdo de transcricdo reversa das 100 amostras de RNA de culturas de células
mononucleares aderentes crescidas em monocamadas (1 amostra referente a cultura
estimulada e outra referente a cultura nio estimulada, para os 20 pacientes antes e apds a
internacdo hospitalar e para os 10 pacientes do grupo teste apds o tratamento periodontal)
foi realizada utilizando-se 500 ng de RNA, 1,5 uL 10X Buffer, 2,2 pL. MgCl, 2,0 pL de
dNTPs 100mM, 0,2 pL RNAse Inhibitor, 0,5 pL de Randow primers, 0,25 pL de
MultiScribe® (TaqMan® RT reagents, Applied Biosystems, Branchburg — NJ — USA) e
dgua para um volume final de 15 pL. As reagdes foram incubadas a 16°C for 30 minutos,

42°C for 30 minutos, 85°C for 5 minutos. Apds o término da incubacio, as amostras foram

diluidas 1:8 em dgua DEPC e armazenadas a -20°C.
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4.11.3. PCR em tempo real (g-PCR)

Ap6s a sintese de cDNA das amostras, o produto foi diluido (1:8) para sua
utilizacdo nos ensaios de qPCR, para validacdo da expressdao dos genes responsaveis pela
transcricdo dos RNAm das respectivas citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a. As reacdes
foram feitas em duplicatas, utilizando placas de 96 pogos com 0,62 puL do produto contido
em cada reacdo TaqMan® do ensaio especifico para cada gene* e para o controle
endogeno**, 6,25 uL de Master mix, 4,0 uL. de cDNA e 1,6 pL de dgua destilada. Todos
os ensaios para expressdo génica TaqMan® dos genes correspondentes as citocinas
especificas estudadas, bem como do controle endégeno foram compradas na Applied
Biosystem (Foster City — CA — USA) e obtidas no seu site. As reagdes foram submetidas a
uma temperatura inicial de 50°C por 2 minutos, seguida de uma desnaturagdo a 95°C por 10
minutos e 40 ciclos sucessivos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, em um
ciclador ABI7700 (Applied Biosystems). A deteccdo da fluorescéncia foi realizada a cada
ciclo, sendo que ao final da corrida, obteve-se um gréfico da variac¢do da fluorescéncia (Rn)

pelo numero de ciclos (Cycle Number) (Figura 8).

Citocinas Part number
IL-1B* Hs 00174097 _ml1
IL-6* Hs 00174131_m1
IL-8* Hs 00174103_m1
TNF-a* Hs 00174128_ml1
GAPDH (glyceraldehydes-3- 4333764F

phosphate dehydrogenase**

Ap6s a finalizagdo da corrida, as curvas de amplificacio foram visualizadas pelo

software ABI Prism® 7500 que armazena informagdes experimentais de cada amostra e
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analisa os dados de acordo com a fluorescéncia do sistema. A interpretacdo dos resultados
se inicia pelo estabelecimento da linha de base (Baseline) que deve compreender os ciclos
iniciais da reag@o onde a intensidade de sinal ainda ndo € superior ao ruido. Geralmente, o
software estabelece o ciclo 3 como inicial, cabendo o ajuste do fim da linha de base 2 a 3

ciclos antes do inicio da fase de aumento da intensidade de sinal.

En vs Cycle
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Figura 8 - Curva representativa da amplificacdo pela reacdo de qPCR para IL-8 das

amostras das culturas de células mononucleares aderentes estimuldas e ndo-estimuladas.

O préximo passo € o ajuste do limiar de detec¢do de fluorescéncia (Threshold),
que deve ser estabelecido na fase exponencial do grafico, em escala logaritmica,
demonstrativo da curva de amplificacio. O Threshold deve estar acima do ruido
(Background) e abaixo da fase de platd das curvas de amplificagdo. Este limiar serve como
ponto de referéncia onde todas as amostras possuem a mesma intensidade fluorescente,
teoricamente correspondente a mesma quantidade de produto de PCR. A identificagdo do
Threshold determina o estabelecimento do cycle threshold (Ct) que € o ciclo em que cada
curva (representativa de cada amostra) de amplificagdo atravessa o limiar, servindo como
base para comparag@o entre amostras.

O estabelecimento dos parametros Baseline e Threshold foi obtido pelo
software ABI Prism 7500, utilizando a planilha de andlise Relative Quantification (ddCt)

Plate (Figura 9). Apés o estabelecimento do Ct de cada amostra, os dados foram
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exportados em tabelas compativeis com o software Excel, contendo valores médios dos Cts

de cada amostra e respectivos desvios padrao.

Delta Bn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001
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Cycle Number

Figura 9 - Curva representativa da amplifica¢do pela reacdo de qPCR
para IL-8 das amostras das culturas de células mononucleares aderentes

estimuldas e ndo-estimuldas apds andlise pela planilha Relative
Quantification (ddCt) Plate.

A normalizagdo dos resultados de cada amostra foi realizada pela subtragao do
Ct para o gene candidato (alvo) pelo Ct do controle endégeno (GAPDH), utilizado nos
experimentos. Este cdlculo é conhecido como ACt:

ACt = Ct amostra (aivo) — Ct amostra (controle endégeno)

Os resultados normalizados (ACt) foram, posteriormente, submetidos a etapa de
calibragdo, onde se escolhe o ACt de uma amostra, ou a mediana do ACt de varias amostras
de um grupo no experimento, para servir como amostra calibradora. Nesta pesquisa, como
foram realizadas vdrias comparagdes tanto entre células em condigdes especificas
(estimuladas e ndo estimuladas) como também pertecentes a grupos distintos (teste e

controle) e em diferentes tempos do estudo, a amostra calibradora dependeu de que
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comparacgdo foi feita e entre quais grupos de amostras. Com isso, temos a realizacdo do

calculo para obtengdo do AACt:

AACt = ACt (amostra) — A Ct (catibrador) (mediana dos ACt das amostras pertencentes ao grupo calibrador)

Com a obtengdo do valor de AACt, a comparagdo da expressdo relativa de
determinado gene nas amostras foi dada pela férmula 27* (Pfaffl, 2001). A mediana do
valor obtido de 2" das amostras de um determinado grupo foi comparado com o valor da
mediana dos valores obtidos de 2" das amostras de outro grupo, obtendo o valor que
revela o nimero de vezes (fold) que este gene candidato em uma condi¢do especifica esta

hiper ou hipoexpresso em relacdo a uma outra condi¢ao especifica.

4.12. Andlise Estatistica

Em relagdo a caracterizac¢do clinica da amostra, para as comparagdes entre 0s
grupos das varidveis idade e duracdo do diabetes foi utilizado o modelo estatistico
ANOVA. Ja para a andlise estatistica das varidveis género, uso ou nao de insulina e
presenca ou ndo de antecedentes familiares para o diabetes, entre os grupos, foi utilizado o
teste exato de Fisher. Os parametros clinicos e laboratoriais relacionados ao controle
metabdlico, bem como os valores obtidos por meio das provas inflamatérias foram
comparados estatisticamente em relacdo aos tempos e aos grupos através do modelo linear
de efeitos mistos (efeitos aleatérios e fixos). Este modelo é utilizado na analise de dados
onde as respostas de um mesmo individuo estdo agrupadas e a suposicdo de independéncia
entre as observacdes num mesmo grupo nao é adequada. Neste modelo, foram considerados
como efeito aleatério os individuos e, como efeitos fixos, o grupo, o tempo e a interagdao
entre os mesmos. A andlise descritiva das varidveis em relagdo a caracterizacdo clinica da

amostra foi feita através das médias e desvios padrdes.

N

Em relagdo a caracterizagdo periodontal da amostra, para a comparagdo dos
dados referentes a profundidade de sondagem e o nivel de insercdo relativo entre os grupos
e tempos, foi utilizado o modelo linear de efeitos mistos. A andlise descritiva se deu,

utilizando-se as médias e desvios padrdes. Além disso, para comparar 0S grupos € 0s
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tempos em relacdo as varidveis porcentagem de sitios com placa, porcentagem de sitios
com sangramento a sondagem, porcentagem de sitios com profundidade de sondagem >
Smm, bem como porcentagm de sitios com nivel de inser¢c@o clinico > Smm, foi utilizado
um modelo linear de efeitos mistos, porém tendo sido feito ajustes através da andlise
Bayesiana. Esta consiste na obten¢do de medidas resumos ou distribui¢des a posteriori para
os parametros de interesse. Estas medidas ou distribuicdes foram obtidas combinando
informacdes a priori sobre os parametros de interesse (distribuicio a priori) e informagdes
contidas na amostra (funcdo de verossimilhanca). Para satisfazer alguns pressupostos do
modelo foi necessario aplicar o logaritmo nas varidveis respostas, por isso a estimativa
média e os intervalos de credibilidade estdo em logaritmo, ndo havendo p-valor para esta
analise. Assim, verificou-se se o valor de 0 estava contido nos intervalos. Caso nao
estivesse, houve indicios de diferenca entre o que estava sendo comparado. Para a obtencdo
de amostras da distribui¢do a posteriori conjunta dos parametros de interesse, foram
utilizados métodos de simulacdo de Monte Carlo em Cadeias de Markov. Para isso, foram
geradas amostras das distribui¢des condicionais, utilizando o algoritmo Gibbs Sampling ou
o algoritmo de Metropolis-Hastings quando essas distribui¢cdes condicionais nido sao
conhecidas. Foi utilizado um “burn-in” de 5000, e foram geradas 50000 amostras da
distribuicio a posteriori conjunta. Com base nessas amostras foram obtidos os sumdrios a

posteriori. As andlises foram feitas utilizando o software WinBugs.

Para a anélise dos resultados obtidos da quantifica¢do das citocinas TNF-a, IL-
1B, IL-8 e IL-6 nos sobrenadantes das culturas de células mononucleares aderentes de
sangue periférico, através do ELISA, comparando-os entre os grupos, tempos € tipos
celulares (células estimuladas e ndo estimuladas por LPS), foi utilizado o modelo linear de
efeitos mistos. J4 a andlise descritiva dos valores referentes as quantificagdes das citocinas

nos sobrenadantes foi realizada através das médias e erros padrdes.

A andlise estatistica da quantificacao relativa da expressdo génica referente as
citocinas TNF-a, IL-1f3, IL-8 e IL-6 pelas células mononucleares aderentes de sangue
periférico, foi realizada através do modelo linear de efeitos mistos, comparando-se os

valores de ACt e de 22 das amostras de RNA extraidas destas culturas celulares
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estimuladas ou nao por LPS, obtidas em todos os tempos observacionais do estudo e de
ambos os grupos, para cada gene alvo. A andlise descritiva, por sua vez, foi feita através
das médias e desvios padrdes.

Todas as andlises estatisticas, com exce¢do daquelas ja descritas para algumas
varidveis clinicas periodontais, foram realizadas através do software SAS versdo 9.0,
fixando-se o nivel de significancia de 5%. Para a utilizacdo do modelo linear de efeitos
mistos, existem algumas pressuposicdes que devem ser respeitadas, como o residuo do
modelo, ou seja, a diferenca do observado da amostra e do estimado pelo modelo tenha
distribui¢do normal com média zero e variancia constante. Quando este pressuposto ndo foi
atendido, transformacao na varidvel resposta foi utilizada, de modo que o ajuste do modelo

foi realizado através do procedimento PROC MIXED do software SAS versao 9.0.
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5. Resultados

5.1. Caracterizagdo clinica da amostra

As caracteristicas demogréficas bem como aquelas relacionadas ao diabetes dos
individuos participantes deste estudo estdo apresentadas na tabela 1. O grupo teste foi
compardvel ao grupo controle em relacdo a idade (p=0,09), género (p=1,00) e durag¢do do
diabetes (p=0,93). A idade dos individuos foi de em média 42,9 + 11,09 no grupo controle
e de 51 + 9,32 anos, no grupo teste, enquanto que a amostra foi composta em ambos o0s
grupos de 3 pacientes do género masculino (30%) e 7 do género feminino (70%). A
duracdo do diabetes foi de cerca de 6,63 + 5,09 anos no grupo controle em comparacio a
média de 6,8 = 2,97 anos no grupo teste. Todos os pacientes do grupo controle
apresentavam antecedentes pessoais positivos para o diabetes (N=10/10), enquanto apenas
70% (N=7/10) dos pacientes do grupo teste demonstravam a mesma relacdo. Cerca de 80%
(N=8/10) da amostra de ambos os grupos faziam uso de insulina, verificando-se, entretanto,
uma maior utilizacdo de insulina NPH (57,63 £ 29,82 UI) e insulina Regular (6,50 *+ 7,55
UI) no grupo teste do que no grupo controle, respectivamente 53,25+ 33,86 Ul e 1,0 + 2,0
UI, porém sem diferenca significativa. Em ambos os grupos todos os pacientes utilizavam
antidiabéticos sensibilizadores (N=20/20), como a metformina, sendo que a quantidade
total utilizada era maior no grupo teste (2005% 889,90 mg) do que no grupo controle (1.635
+ 826,66 mg), antes da internacdo, entretanto também sem diferenca significativa.

Nenhum paciente apresentava complicacdes cronicas micro ou macrovasculares

em graus moderados ou graves, conforme apresentado nos apéndices 1 e 2.
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TABELA 1 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga (IC) e valores de p para as comparagdes entre 0s

grupos controle e teste em relacdo as caracteristicas demograficas e relacionadas ao diabetes da amostra

selecionada.
Variavel N Grupo controle N Grupo teste IC D
Média = DP Média + DP
Idade (anos) 10 42,9 +11,09 10 51+9,32 -17,72/ 0,09
1,52
Género 10 F 7 (70%) 10 F7(70%) 1,00
M 3 (30%) M 3 (30%)
AT Diabetes 10 6,63 5,09 10 6,8 £2,97 -4,09/ 0,93
(anos) 3,75
Antecedentes 10 Sim 10 (100%) 10 Sim 7 (70%) 1,00
familiares Nao 0 (0%) Nio 3 (30%)
Insulinoterapia 10 Sim 8 (80%) 10 Sim 8 (80%) 1,00
Niao 2 (20%) Niao 2 (20%)

Insulina NPH 8 53,25+ 33,86 8 57,63 +29,82 -39,09/ 0,79
(Ul/dia) 30,34
Insulina 4 1,0 £2,0 4 6,50 + 7,55 -5,50/- 0,22
Regular 15,26
(Ul/dia)

Metformina 10 1.635 £+ 826,66 10 2005+ 889,90 -1081,73 0,29
(mg/dia) /341,73

Analisando-se os parametros clinicos e laboratoriais relacionados ao controle

metabdlico, antes da internagdo hospitalar, os grupos controle e teste ndo apresentaram

diferencas significativas em relagdo a glicemia em jejum, peso, IMC, HbAlc, colesterol

total, LDL (tabela 2). Entretanto, a glicemia em jejum apresentou-se discretamente elevada

no grupo teste (249,50+117,15) em relac@o ao controle (222,20+£120,78), o contrario sendo



demonstrado com o colesterol total (teste: 176,5 £ 31,63 / controle: 204,10 + 64,06), porém
sem significancia estatistica. Ao mesmo tempo, no grupo controle, o IMC (31,4113,76)
caracterizou os pacientes como portadores de obesidade grau I (IMC > 30 kg/m?), ao passo
que no grupo teste (IMC: 29,92+7,51), o mesmo caracterizou-os como portadores de
sobrepeso (> 25 kg/m* e < 30 kg/m?). Além disso, verificaram-se significativamente
maiores niveis de triglicérides (494,60+487,01) e menores niveis do HDL (38,346,09) no
grupo controle em relagdo ao grupo teste (Triglicérides: 141,80+119,69 / HDL: 51+18,28),
evidenciando-se a presenca de dislipidemia no grupo controle (valores normais de
referéncia para o método empregado: Colesterol total - < 200 mg/dL / Triglicérides - <150
mg/dL / LDL - < 130 mg/dL / HDL - > 35 mg/dL ) (tabela 2). Os niveis elevados de
triglicérides impossibilitaram o cédlculo do LDL colesterol pela férmula de Friedewald em 4
e 1 individuos dos grupos controle e teste respectivamente. Tanto as médias das glicemias
em jejum (valor referente a um adequado controle metabdlico em pacientes diabéticos: 70 a
130 mg/dL. — American Diabetes Association, 2009), como das HbAlc (valor normal de
referéncia do método empregado: 4.3% a 6.1%) de ambos os grupos evidenciaram o estado
de descompensacdo glicEémica em que se encontravam os pacientes, antes da internagao
hospitalar. Em relagdo as provas inflamatérias, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos para proteina-C-reativa e o-dcido glicoproteina, que se apresentaram dentro dos
niveis de normalidade para os métodos empregados (PCR até 0,5 mg/dL e a-AG: 50-120
png/dL). Entretanto, apesar de também ndo ter havido diferencas significativas entre os
grupos para o VHS, este se apresentou elevado em ambos os grupos (controle: 25+16,91
teste: 26,518,24) (valor de normalidade para o método empregado até 8mm/primeira hora,

para homens e até 10mm/primeira hora para mulheres) (tabela 2).
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TABELA 2 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga e valores de p para as caracteristicas clinicas e
laboratoriais relacionadas ao controle metabdlico bem como as provas inflamatdrias, comparando-se o grupo

teste e controle, antes da internagédo hospitalar.

Variavel Tempo Grupo N Média  Desvio Intervalo D
Padrao de
Confianca
Glicemia em 0 Controle 10 222,20 120,78 -102,30/ 0,46
Jejum Teste 10 249,50 117,15 47,70
Peso 0 Controle 10 82,05 16,20 -16,44 / 0,78
Teste 10 79,38 25,39 21,78
IMC 0 Controle 10 31,41 3,76 -3,74/ 6,71 0,56
Teste 10 29,92 7,51
HbAlc 0 Controle 10 10,87 3,0 -1,85/2,71 0,70
Teste 10 10,44 2,68
Col 0 Controle 10 204,10 64,03 -16,77 / 0,21
Teste 10 176,5 31,63 71,97
Triglicérides 0 Controle 10 494,60 487,01 133,17/ <0,01*
Teste 10 141,80 119,69 572,43
HDL 0 Controle 10 38,3 6,09 23,64 / - 0,02*
Teste 10 51,0 18,28 1,76
LDL 0 Controle 6 115,50 49,30 -34,56 / 0,90
Teste 9 100,33 26,59 38,99
VHS 0 Controle 10 25,00 16,91 -14,01/ 0,81
Teste 10 26,50 8,24 11,01
PCR 0 Controle 10 0,46 0,3 -0,43/0,29 0,70
Teste 10 0,53 0,48
aAG 0 Controle 10 84,60 14,94 -3,05/ 0,10
Teste 10 69,50 23,25 33,25

Glicemia em jejum (mg/dL); Peso (kg); IMC: indice de massa corpdrea (kg/mz); HbA1lc (%); COL: colesterol
total (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); HDL: lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL: lipoproteina de
baixa densidade (mg/dL); VHS: velocidade de hemossedimentagdo (mm/primeira hora); PCR: proteina C
reativa (mg/dL); o AG: a-dcido glicoproteina (pg/dL). *Estatisticamente significativo.

Apés a internagdo hospitalar, comparando-se os grupos teste e controle em
relacio aos mesmos parametros clinicos e laboratoriais relacionados ao controle
metabdlico, avaliados anteriormente, ndo houve diferencas significativas entre os grupos
em relacdo a glicemia em jejum, peso, IMC, HbAlc, colesterol total, triglicérides, LDL
(tabela 3). Entretanto, os niveis de HDL continuaram significativamente mais elevados no
grupo teste (44,40+£11,95) em relacdo ao grupo controle (33,50+7,04; p=0,05), indicando
que, apesar dos niveis de colesterol total (180,40160), triglicérides (239,40+93,32) e LDL
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(98,90+£50,35) terem diminuido, os pacientes do grupo controle permaneceram
dislipidémicos, as custas de uma elevagdo de triglicérides e uma diminui¢do do HDL,
alteracdo comumente encontrada em pacientes diabéticos tipo 2 obesos. Em relacdo as
provas inflamatodrias, ndo houve diferenga significativa entre os grupos para proteina-C-
reativa e a-acido glicoproteina, que se apresentaram dentro dos niveis de normalidade para
os métodos empregados apds a internacdo. Entretanto, apesar de também ndo ter havido
diferencas significativas entre os grupos para o VHS, este se apresentou elevado em ambos
os grupos (controle: 26,40+15,24 teste: 29,80+9,78) em relacdo ao valor de normalidade

para o método empregado (tabela 3).

TABELA 3 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga e valores de p para as caracteristicas clinicas e

laboratoriais relacionadas ao controle metabdlico bem como as provas inflamatérias, comparando-se o grupo

teste e controle, apds da internacdo hos pitalar.

Variavel Tempo Grupo N Média Desvio Intervalo D
Padrao de
Confianca
Glicemia em 1 Controle 10 101,40 21,89 -86,40 / 0,76
Jejum Teste 10 112,80 48,16 63,60
Peso 1 Controle 10 80,39 14,79 -16,63 / 0,79
Teste 10 77,91 24,16 21,59
IMC 1 Controle 10 30,38 2,76 -4,27/6,18 0,71
Teste 10 29,43 7,01
HbAlc 1 Controle 10 9,91 2,15 -1,75/2,81 0,64
Teste 10 9,38 2,34
Col 1 Controle 10 180,40 60,0 -18,97 / 0,25
Teste 10 155,00 31,24 69,77
Triglicérides 1 Controle 10 239,40 93,32 -107,53 / 0,30
Teste 10 127,30 86,01 331,73
HDL 1 Controle 10 33,50 7,04 -21,84/ 0,05*
Teste 10 44,40 11,95 0,04
LDL 1 Controle 10 98,90 50,35 -20,32 / 0,41
Teste 10 85,00 20,80 48,12
VHS 1 Controle 10 26,40 15,24 -15,91/ 0,58
Teste 10 29,80 9,78 9,11
PCR 1 Controle 9 0,40 0,47 -0,42/0,31 0,77
Teste 10 0,43 0,39
aAG 1 Controle 8 81,00 17,52 -10,95/ 0,40
Teste 10 73,70 20,76 26,76
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Glicemia em jejum (mg/dL); Peso (kg); IMC: indice de massa corpérea (kg/m 2); HbA1lc (%); COL: colesterol
total (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); HDL: lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL: lipoproteina de
baixa densidade (mg/dL); VHS: velocidade de hemossedimenta¢do (mm/primeira hora); PCR: proteina C
reativa (mg/dL); aAG: a-dcido glicoproteina (pg/dL). *Estatisticamente significativo.

Durante o periodo de internacdo foi realizado controle metabdlico intensivo
com dosagem de glicemia capilar em horarios fixos (7, 11, 17 e 23 horas), e corre¢cdo com
insulina regular, em cada um desses hordrios, sempre que a glicemia capilar estivesse acima
de 150 mg/dL. Assim, o controle metabdlico dos dois grupos de diabéticos foi avaliado
pela média glicémica didria durante este periodo. Comparando-se as médias glicémicas
didrias iniciais (do primeiro dia de internacdo) (controle: 233,87+71,01; teste:
209,88+£62,97) com as finais (do dltimo dia de internagfo) (controle: 128,284+30,67; teste:
128,41£25,54), de ambos os grupos (p<0,01), verificou-se que o tratamento intensivo
promoveu reducdo significativa nestas médias glicémicas, indicando uma eficiéncia do
controle metabdlico. Porém, ndo houve diferenca significativa entre as médias glicémicas

iniciais e aquelas finais, comparando-se os grupos controle e teste, antes e apds a internacao

(tabela 4).

TABELA 4 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga e valores de p para as comparagdes intragrupo

como intergrupo das médias glicémicas iniciais e finais obtidas durante a internag@o.

Variavel Grupo Tempo N  Média  Desvio Intervalo p
Padrao de
Confianca

Média Controle 0 10 233,87 71,01 68,96 / <0,01*
glicémica 1 10 128,28 30,67 142,21

Média Teste 0 10 209,88 62,97 44,84 / <0,01*
glicémica 1 10 12841 25,54 118,09

Média Controle 0 10 233,87 71,01 -24,38 / 0,31
glicémica Teste 0 10 209,88 62,97 72,36

Média Controle 1 10 128,28 30,67 -48,50 / 1,00
glicémica Teste 1 10 128,41 25,54 48,24

Meédia glicémica (mg/dL). *Estatisticamente significativo.

Em relacdo ao efeito do controle metabdlico sobre as varidveis clinicas e
laboratoriais analisadas, tanto no grupo controle como no grupo teste houve uma

diminui¢d@o significativa da glicemia em jejum (controle: 222,20+120,78 / 101,40+21,89;
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teste: 249,50+117,15 / 112,80448,16; p<0,01) e da HbAlc (controle: 10,873 / 9,9142,15,
p=0,04; teste:10,4442,68 / 9,38+2,34, p=0,03) indicando, em associacdo com a diminui¢ao
das médias glicémicas iniciais e finais das internagdes, a obten¢do de um controle
glicémico eficiente (tabelas 5 e 6) (figuras 10, 11 e 12). No grupo controle, houve ainda
reducdes significativas do IMC (31,41£3,76 / 30,38%+2,76; p=0,03), colesterol total
(204,10£64,03 / 180,40+60; p=0,03) e triglicérides (494,60487,01 / 239,40+93,32; p<0,01)
e uma tendéncia de diminuicdo do HDL, enquanto que no grupo teste houve uma tendéncia
de redugdo do colesterol total, além de reducdes significativas do HDL (514618,28 /
44,40+11,95; p=0,01) e LDL (100,33+£26,59 / 85+;20,8 p=0,02) (tabelas 5 e 6). Estas
reducdes nos parametros laboratoriais lipidicos de ambos os grupos demonstraram a
eficiéncia do controle metabdlico alcancado ndo s6 ao nivel do metabolismo glicémico,
mas do metabolismo lipidico. Em relacdo as provas inflamatorias, o controle metabdlico
ndo influenciou os niveis de PCR, a-dcido glicoproteina e VHS em ambos os grupos,
apesar desta dltima prova continuar apresentando niveis elevados em ambos os grupos,
apés a internagdo (controle: 26,40+15,24 teste: 29,8019,78) em relagdo ao valor de

normalidade para o método empregado (tabelas 5 e 6).
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Figura 10 - Comparacdes entre os valores das médias glicémicas e
glicemia em jejum btidos antes (TO) e apdés (T1) do controle

metabdlico, no grupo controle. (MG: p<0,01; GJ: p<0,01).
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Figura 11 - Comparagdes entre os valores das médias glicémicas e
glicemia em jejum obtidos antes da internac¢do hospitalar (T0), apds o
controle metabdlico (T1) e 3 a 6 semanas apds tratamento periodontal

(T2), no grupo teste. (MG: p<0,01); (GJ TO / T1: p<0,01; GJ TO / T2:

p<0,01; GJ T1/ T2: p=0,65).
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Figura 12 - Comparagdes entre os valores da HbAlc obtidos antes da
internacdo hospitalar (T0) e apds o controle metabdlico (T1) nos grupos
controle e teste, e 3 a 6 semanas apds tratamento periodontal (T2) no
grupo teste. (Grupo controle - HbAlc: TO/ T1: p=0,04) / (Grupo teste -
HbAlc: TO/ T1: p=0,03; GJ TO / T2: p<0,01; GJ T1/T2: p<0,01).
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TABELA 5 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga € valores de p para o efeito do controle

metabdlico sobre as caracteristicas clinicas e laboratoriais relacionadas ao controle metabdlico bem como as

provas inflamatdrias, no grupo controle.

Variavel Grupo Tempo N Média  Desvio  Intervalo P
Padrao de
Confianca
Glicemia em  Controle 0 10 222,20 120,78 51,36/ <0,01*
Jejum 1 10 101,40 21,89 190,24
Peso Controle 0 10 82,05 16,20 -0,64/3,96 0,15
1 10 80,39 14,79
IMC Controle 0 10 31,41 3,76 0,08/1,97 0,03*
1 10 30,38 2,76
HbAlc Controle 0 10 10,87 3,00 0,04/1,88 0,04*
1 10 9,91 2,15
Col Controle 0 10 204,10 64,03 1,81/45,59 0,03*
1 10 180,40 60,0
Triglicérides Controle 0 10 494,60 487,01 89,35/ <0,01*
1 10 239,40 93,32 421,05
HDL Controle 0 10 38,3 6,09 -0,40/ 0,07
1 10 33,50 7,04 10,00
LDL Controle 0 6 115,50 49,3 -13,19/ 0,46
1 10 98,90 50,35 28,29
VHS Controle 0 10 25 16,91 -6,50/3,70 0,58
1 10 26,40 15,24
PCR Controle 0 10 0,46 0,30 -0,15/0,32 0,48
1 9 0,40 0,47
oAG Controle 0 10 84,60 14,94 -9,37/ 0,62
1 8 81,00 17,5 15,37

Glicemia em jejum (mg/dL); Peso (kg); IMC: indice de massa corpérea (kg/m?); HbAlc (%); COL: colesterol
total (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); HDL: lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL: lipoproteina de
baixa densidade (mg/dL); VHS: velocidade de hemossedimentacdo (mm/primeira hora); PCR: proteina C
reativa (mg/dL); aAG: a-dcido glicoproteina (pg/dL). *Estatisticamente significativo.
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Tabela 6 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga e valores de p para o efeito do controle metabdlico
sobre as caracteristicas clinicas e laboratoriais relacionadas ao controle metabdlico bem como as provas

inflamatdrias, no grupo teste.

Variavel Grupo Tempo N Média Desvio Intervalo D
Padrao de
Confianca
Glicemia em Teste 0 10 249,50 117,15 67,26 / <0,01*
Jejum 1 10 112,80 48,16 206,14
Peso Teste 0 10 79,38 25,39  -0,83/3,77 0,20
1 10 77,91 24,16
IMC Teste 0 10 29,92 7,51 -0,50/1,49 0,32
1 10 29,43 7,01
HbAlc Teste 0 10 10,44 2,68 0,09/2,03 0,03*
1 10 9,38 2,34
Col Teste 0 10 176,50 31,63 0,39/ 0,06
1 10 155,00 31,24 43,39
Triglicérides Teste 0 10 141,80 119,69 -160,62 / 0,87
1 10 127,30 86,01 189,62
HDL Teste 0 10 51,00 18,28 1,40/11,80 0,01%
1 10 44,40 11,95
LDL Teste 0 9 100,33 26,5 3,24 /35,27 0,02*
1 10 85,00 20,80
VHS Teste 0 10 26,50 8,24 -8,40/1,80 0,19
1 10 29,80 9,78
PCR Teste 0 10 0,53 0,48 -0,13/0,32 0,37
1 10 0,43 0,39
oaAG Teste 0 10 69,50 23,25 -15,49 / 0,45
1 10 73,70 20,76 7,09

Glicemia em jejum (mg/dL); Peso (kg); IMC: indice de massa corpérea (kg/m 2); HbA1lc (%); COL: colesterol
total (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); HDL: lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL: lipoproteina de
baixa densidade (mg/dL); VHS: velocidade de hemossedimentacdo (mm/primeira hora); PCR: proteina C
reativa (mg/dL); aAG: a-dcido glicoproteina (pg/dL). *Estatisticamente significativo.

Somando-se o efeito do tratamento periodontal ao do controle metabdlico sobre
as varidveis clinicas e laboratoriais analisadas e, dessa forma, comparando-se os valores
obtidos antes do controle metabdlico (Tempo 0) com aqueles obtidos 3 a 6 semanas apds o
tratamento periodontal (Tempo 2), no grupo teste, verificaram-se reducdes significativas na
glicemia em jejum (249,50+117,15 / 129,73+39,57; p<0,01) e na HbAlc (10,44+2,68 /
7,81; p<0,01), os quais alcangaram limiares mais recomenddveis para a manutencdo de um

adequado controle glicémico em individuos diabéticos (glicemia em jejum de 70 a 130
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mg/dL / HbAlc < 7,0%; American Diabetes Association, 2009) (tabela 7) (figura 11, 12).
Nao foram verificadas, porém, diferencas significativas nas demais varidveis, tais como,
peso, IMC, colesterol total, triglicérides, HDL e LDL (tabela 7). Em relacao a dosagem dos
niveis das proteinas inflamatorias, apesar destes terem se mantido dentro dos niveis de
normalidade para os métodos empregados, verificou-se uma diminui¢do significativa nos
niveis de PCR (0,5340,48 / 0,3310,23; p=0,03), através da acdo conjunta do controle
metabdlico e do tratamento periodontal, o mesmo ndo sendo evidenciado para o-dcido
glicoproteina e VHS (tabela 7).

Observando-se apenas o efeito do tratamento periodontal sobre as varidveis
analisadas, no grupo teste, comparando-se os resultados obtidos apds a internag¢do (Tempo
1) com aqueles obtidos 3 a 6 semanas apds o tratamento periodontal (Tempo 2), verificou-
se uma reducdo significativa na HbAlc (9,3842,34 / 7,81£1,99; p<0,01), o mesmo ndo
sendo observado na glicemia em jejum (112,80448,16 / 129,73+39,57; p=0,65), porém esta
ultima ainda se mantendo dentro dos valores para a manutencdo de um controle glicémico
adequado (tabela 8) (figura 11, 12). Ao mesmo tempo, houve uma tendéncia de aumento no
colesterol total e aumentos significativos no HDL (44,40+£11,95 / 52,11£15,12; p=0,01) e
LDL (85+£20,80 / 104,56126,25; p=0,02) (tabela 8). Apesar das alteracdes lipémicas
verificadas, observou-se que estes parametros mantiveram-se dentro dos valores
considerados adequados para a manuten¢cdo de um bom controle metabdlico em pacientes
diabéticos (colesterol total: < 200 mg/dL; triglicérides: <150 mg/dL; HDL: > 40mg/dL:
LDL: <100 mg/dL; American Diabetes Association, 2009). Em relagdo as provas
inflamatdrias, o tratamento periodontal diminuiu discretamente os niveis de PCR, porém
ndo influenciou os niveis de a-dcido glicoproteina, permanecendo ambos dentro dos niveis
de normalidade para os métodos empregados. Apesar de também nao ter havido diferencas
significativas para o VHS, este se manteve elevado, comparando-se os tempos 1 e 2 (tempo
1: 29,80+9,78 / tempo 2: 26,43+14,29) em relacdo ao valor de normalidade para o método
empregado (tabela 8).
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TABELA 7 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga e valores de p para o efeito do controle

metabdlico associado ao do tratamento periodontal sobre as caracteristicas clinicas e laboratoriais

relacionadas ao controle metabdlico bem como as provas inflamatdrias, no grupo teste.

Variavel Grupo Tempo N Média Desvio Intervalo D
Padrao de
Confianca
Glicemia em Teste 0 10 249,50 117,15 49,23 / <0,01*
Jejum 2 9 129,73 39,57 192,39
Peso Teste 0 10 79,38 25,39  -1,98/2,62 0,78
2 10 79,06 25,42
IMC Teste 0 10 29,92 7,51 -0,89/1,10 0,82
2 10 29,81 7,45
HbAlc Teste 0 10 10,44 2,68 1,66 /3,60 <0,01*
2 10 7,81 1,99
Col Teste 0 10 176,50 31,63 24,76 / 0,95
2 9 178,78 34,04 23,25
Triglicérides Teste 0 10 141,80 119,69 -147,75 / 0,71
2 9 111,22 49,76 214,61
HDL Teste 0 10 51,00 18,28 -5,97/ 485 0,83
2 9 52,11 15,12
LDL Teste 0 9 100,33 26,59 -16,51/ 0,99
2 9 104,56 26,25 16,80
VHS Teste 0 10 26,50 8,24 -5,38/5,64 0,96
2 7 26,43 14,29
PCR Teste 0 10 0,53 0,48 0,02/0,49 0,03*
2 8 0,33 0,23
oaAG Teste 0 10 69,50 23,25 -13,43 / 0,84
2 8 74,25 22,28 11,01

Glicemia em jejum (mg/dL); Peso (kg); IMC: indice de massa corpérea (kg/m 2); HbA1lc (%); COL: colesterol
total (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); HDL.: lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL.: lipoproteina de
baixa densidade (mg/dL); VHS: velocidade de hemossedimentacdo (mm/primeira hora); PCR: proteina C
reativa (mg/dL); aAG: a-dcido glicoproteina (pg/dL). *Estatisticamente significativo.
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TABELA 8 - Média, desvio padrio, intervalo de confianga e valores de p para o efeito do tratamento
periodontal sobre as caracteristicas clinicas e laboratoriais relacionadas ao controle metabdlico bem como as

provas inflamatdrias, no grupo teste.

Variavel Grupo Tempo N Média Desvio Intervalo D
Padrao de
Confianca
Glicemia em Teste 1 10 112,80 48,16 87,47/ 0,65
Jejum 2 9 129,73 39,57 55,69
Peso Teste 1 10 77,91 24,16  -3,45/1,15 0,31
2 10 79,06 25,42
IMC Teste 1 10 29,43 7,01 -1,38/0,61 0,44
2 10 29,81 7,45
HbAlc Teste 1 10 9,38 2,34 0,60/2,54 <0,01*
2 10 7,81 1,99
Col Teste 1 10 155,00 31,24 44,99 / 0,06
2 9 178,78 34,04 0,48
Triglicérides Teste 1 10 127,30 86,01 -162,25/ 0,83
2 9 111,22 49,76 200,11
HDL Teste 1 10 44,40 11,95 -12,26 /- 0,01*
2 9 52,11 15,12 2,06
LDL Teste 1 10 85,00 20,80 -35,12 /- 0,02*
2 9 104,56 26,25 3,09
VHS Teste 1 10 29,80 9,78 -2,41/9,27 0,24
2 7 26,43 14,29
PCR Teste 1 10 0,43 0,39 -0,09/0,40 0,20
2 8 0,33 0,23
oaAG Teste 1 10 73,70 20,76 9,23/ 0,62
2 8 74,25 22,28 15,21

Glicemia em jejum (mg/dL); Peso (kg); IMC: indice de massa corpérea (kg/mz); HbA1lc (%); COL: colesterol
total (mg/dL); TG: triglicérides (mg/dL); HDL: lipoproteina de alta densidade (mg/dL); LDL: lipoproteina de
baixa densidade (mg/dL); VHS: velocidade de hemossedimentacdo (mm/primeira hora); PCR: proteina C
reativa (mg/dL); o AG: a-dcido glicoproteina (pg/dL).*Estatisticamente significativo.

5.2. Caracterizagdo periodontal da amostra

As caracteristicas clinicas periodontais dos pacientes diabéticos tipo 2 tanto do
grupo controle, bem como do grupo teste, nos periodos observacionais do estudo estdao

demonstradas na tabela 9. A média de numero de dentes no grupo controle foi semelhante
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ao do grupo teste, respectivamente 23,2+5,8 e 21,215,5. Comparando-se os grupos controle
e teste, no baseline (tempo O — antes da internacio), a média de porcentagem de sitios com
placa foi significativamente menor (C: 58+£23% / T: 55+18% ; IC: -2,12 / -0,44), enquanto
que a média de porcentagem de sitios com sangramento foi significativamente maior no
grupo teste em relacdo ao grupo controle (C: 47£12% / T: 57£16% ; 1C: -2,17 / -0,49).
Apesar dessas diferencas, foram verificados um quadro clinico de inflamagdo periodontal e
um baixo nivel de higiene oral, evidenciados pelas altas porcentagens de sitios com
biofilme e SS em ambos os grupos. Em relacdo a severidade da doenca peridontal, desde
que o grupo teste caracterizou-se por apresentar peridontite crOnica severa, enquanto o
grupo controle por ndo apresentar periodontite, verificou-se que a média da PS foi
significativamente maior no grupo teste (4,18+1,0mm) em relagdo ao controle
(2,5440,19mm) [p<0,01 (IC: -2,26 / -1,01)], o mesmo ocorrendo com a média do NIC no
grupo teste (5,46+1,07mm) em relacdo ao controle (2,65+0,27mm) [p<0,01 (IC: -3,49 /
2,13)]. Além disso, a porcentagem de sitios com PS > Smm, bem como com NIC > Smm
foi significativamente maior no grupo teste em relagcdo ao controle. Da mesma forma o
nimero de sitios com PS > Smm, bem como com NIC > Smm foi supeiror no grupo teste
em relacdo ao controle. [(%PS - C: 2+2% / T: 29+20%; IC: -3,72 / -2,01) (N.PS - C:
3,7043,43 / T: 55,60+37,79)] [(%NIC - C: 3+3% / T: 41£17%; 1C: -3,04 / -1,34) (N.NIC -
C: 615,35/ T: 78,7£32,3%)] (tabela 9).

Ap6s a primeira intervencdo clinica para obten¢do do controle metabdlico
(tempo 1), através da internacgdo hospitalar, os seguintes pardmetros clinicos periodontais,
auséncia ou presenca do biofilme e sangramento a sondagem, ambos verificados
dicotomicamente, foram novamente registrados em ambos os grupos, controle e teste.
Assim, comparando-se os tempos 0 e 1, ndo foram evidenciadas diferencas significativas na
porcentagem de sitios com placa nem com SS no grupo controle [(%Placa — TO: 58+23% /
T1: 55£15%; IC: -20,75/19,24) (%SS — TO: 47+12% / T1: 42+16%; IC: -20,78 / 19,17)],
porém, verificou-se uma diminuigdo significativa de ambos os parametros clinicos no grupo
teste [(%Placa — TO: 55£18% / T1: 49+21%; 1C: -1,50 / -0,43) (%SS — TO: 57+16% / T1:
49+12%; 1C: -1,54 / -0,47)]. Apdés a obtencdo do controle metabdlico, o grupo teste
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apresentou menor porcentagem de sitios com placa, porém maior porcentagem de sitios
com SS, significativos, em relagio ao grupo controle [(%Placa — C: 55+15% / T: 49+21%;
IC: -2,11/-0,43) (%SS — C: 42£16% / T: 49+12%; IC: -2,16 / -0,47)] (tabela 9).

O tratamento periodontal ndo cirdrgico associado a antibioticoterapia sist€mica,
ao qual foi submetido o grupo teste, apds a obtencdo do controle metabdlico com a
internacdo hospitalar, resultou em uma melhora significativa em quase todos os pardmetros
clinicos periodontais avaliados 3 meses apds o tratamento (tempo 2). Comparando-se com
os niveis registrados no baseline, houve redugdes significativas nas porcentagens de sitios
com placa e SS aproximadamente de 25,5% e 30%, respectivamente, 3 meses apds a
segunda intervencdo clinica [(%Placa — TO: 55+£18% / T2: 41£19%; 1C: -1,66 / -0,53)
(%SS — TO: 57£16% / T2: 4049%:; 1C: -1,70/ -0,58)]. Porém, houve redu¢des menores, mas
ainda significativas, nas porcentagens de sitios com placa e SS aproximadamente de 16% e
18%, respectivamente, 3 meses apds o tratamento periodontal em relacdo ao momento pos
internagdo [(%Placa — T1: 49£21% / T2: 41+£19%; 1C: -1,64 / 0,54) (%SS — T1: 49+12% /
T2: 4089%; IC: -1,69/ -0,58)]. Em relacdo ao baseline, houve uma reducdo média
significativa de 1mm na PS (TO: 4,18+1,06mm / T2: 3,1940,50mm — p<0,01, IC: 0,60 /
1,39), associada a um ganho de insercao clinica de 0,4mm, porém ndo significativo (TO:
5,46%1,07mm / T2: 5,0310,64 — p=0,07, IC: -0,04 / 0,89). Além disso, houve diminui¢dao
significativa de 62% e redugdo de 64%, respectivamente, na porcentagem € nimero de
sitios com PS > S5Smm, bem como de aproximadamente 10% na porcentagem e nimero de
sitios com NIC > 5mm, 3 meses apds o tratamento periodontal em relacdo aos niveis
registrados no baseline [(%PS- TO: 29+20% / T2: 11+8%; IC: -3,25 / -2,10) (N.PS- TO:
55,60+37,79 / T2: 20,20+15,84)] [(%NIC- TO: 41+£17% / T2: 37+14%; 1C: -2,58 / -1,43)
(N.NIC-TO: 78,70£32,30 / T2: 71,40£26,25%)] (tabela 9).
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TABELA 9 - Médias e desvio padrio para as caracteristicas clinicas periodontais da amostra selecionada nos

tempos observacionais do estudo.

Parametros Grupo Controle Grupo Teste
Periodontais
Tempo 0 1 0 1 2
Porcentagem 58+23% 55+£15% 55+18% 49+21% 41x19%
de sitios com * # *q§ #94Q §Q
placa
Porcentagem 47+12% 42+16% 57+£16% 49+12% 4019%
de sitios com * # *q§ #9Q §Q
sangramento a
sondagem
PS, mm 2,5440,19 NM 4,18%+1,06 NM 3,19+0,50
N. de sitios 3,70+3,43 NM 55,60+37,79 NM 20,20+15,84
com PS >
Smm
Porcentagem 2+2% NM 29+20% NM 11+8%
de sitios com * *§ §
PS> Smm
NIC, mm 2,6510,27 NM 5,4611,07 NM 5,0310,64
* %
N. de sitios 6,00+5,35 NM 78,70+32,30 NM 71,40+26,15
com NIC >
Smm
Porcentagem 3+3% NM 41+17% NM 37+14%
de sitios com * *§ §
NIC > Smm

PS: profundidade de sondagem (mm); NIC: nivel de insercdo clinico (mm); NM: ndo medido; *diferenca

significativa para comparagdes controle / teste — tempo 0

# diferenca significativa para comparacdes controle / teste — tempo 1
q diferenca significativa para compara¢des Tempo 0 / Tempo 1 — teste
§ diferenca significativa para comparag¢des Tempo 0 / Tempo 2 — teste

Q diferenca significativa para comparagdes Tempo 1/ Tempo 2 — teste
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5.3. Quantificagdo de citocinas em sobrenadantes de culturas de células

mononucleares aderentes de sangue periférico (método ELISA)

5.3.1. Andlise dos resultados obtidos da quantificagdo das citocinas
nos sobrenadantes das culturas de células mononucleares aderentes de sangue

periférico estimuladas e ndo estimuladas por LPS

Os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 nos sobrenadantes de culturas de
células mononucleares aderentes de sangue periférico, obtidos da maioria dos pacientes
diabéticos tipo 2 do grupo teste e do grupo controle, na auséncia do estimulo pelo LPS, ndo
foram suficientes para a detec¢do pelo método empregado. Assim, serdo apenas
apresentados os resultados das culturas estimuladas. Justifica-se ainda a utilizagdo apenas
dos resultados das culturas estimuladas para as andlises, pelo fato de que os niveis das
quatro citocinas citadas anteriormente, em quase todos os tempos observados do estudo
(antes e apés a internacdo hospitalar para a obtencdo do controle metabdlico e apds 4 a 6
semanas do tratamento periodontal, respectivamente tempos 0, 1, 2), levando-se ou ndo em
consideragdo a divisdo dos grupos, encontraram-se significativamente maiores nas culturas
estimuladas (LPS) em comparacdo as sem estimulo (BAS) (apéndices 3, 4, 5, 6) (figuras

13, 13A, 14, 14A, 15, 15A, 16, 16A)
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Figura 13 e 13A - Comparagdes entre os niveis de TNF-o nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas
(BAS- figura 13) e estimuladas (LPS- figura 13A), levando-se em consideragdo ou ndo a divisdo dos grupos,
bem como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p: N total TO (p<0,01); N total T1
(p=0,01); Controle TO (p<0,01); Controle T1 (p=0,51); Teste TO (»p<0,01); Teste T1 (p<0,01), Teste T2
(p=0,03).
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Figura 14 e 14A - Comparacdes entre os niveis de IL-1p nos sobrenadantes das células nio-estimuladas

(BAS - figura 14) e estimuladas (LPS — figura 14A), levando-se em consideracdo ou ndo a divisdo dos

grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p: N total TO (p<0,01); N total

T1 (p<0,01); Controle TO (p<0,01); Controle T1 (p=0,38); Teste TO (p=0,01); Teste T1 (p<0,01), Teste T2

(p=0,01).
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Figura 15 e 15A - Comparacdes entre os niveis de IL-8 nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas (BAS

— figura 15) e estimuladas (LPS — figura 15A), levando-se em considerac¢@o ou ndo a divisao dos grupos, bem
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como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p: N total TO (p<0,01); N total T1 (p=0,01);
Controle TO (p<0,01); Controle T1 (p=0,24); Teste TO (p<0,01); Teste T1 (p=0,01), Teste T2 (p=0,04).
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Figura 16 e 16A - Comparagdes entre os niveis de IL-6 nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas (BAS
— figura 16) e estimuladas (LPS — figura 16A), levando-se em considerag@o ou ndo a divisdo dos grupos, bem
como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p: N total TO (p<0,01); N total T1 (p<0,01);
Controle TO (p<0,01); Controle T1 (p=0,13); Teste TO (p<0,01); Teste T1 (p<0,01), Teste T2 (p<0,01).

Comparando-se os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 (pg/mL) nos
sobrenadantes das células ndo estimuladas com daquelas estimuladas, obtidas de pacientes
do grupo controle, apds a primeira intervengao clinica através da internac@o hospitalar para
obtencdo do controle metabdlico, verificaram-se também maiores concentracdes destas
citocinas secretadas pelas células estimuladas, embora sem significancia estatistica [TNF-o
(BAS: 54,71451,2; LPS:299,42+85,5; p=0,51); IL-18 (BAS: 36,52+10,2; LPS:
524,87+114,3; p=0,38); IL-8 (BAS: 437,98+173,2; LPS: 3448,15+884.,44; p=0,24); IL-6
(BAS: 85,56+34,16; LPS: 1613,50+£550,02; p=0,13]. Por outro lado, no grupo teste, apds a
obtengdo do controle metabdlico, evidenciaram-se niveis significativamente maiores destas
citocinas nos sobrenadantes das culturas estimuladas em comparacdo com as ndao-
estimuladas [TNF-a (BAS: 70,92428,7; LPS:1429,06+445,35; p<0,01); IL-1B (BAS:
75,59435,95; LPS: 2455,95+£864,9; p<0,01); IL-8 (BAS: 3523,38+1836,3; LPS:
10716,04£3415,2; p=0,01); IL-6 (BAS: 339,94+125,8; LPS: 4908,27£1650,9; p<0,010],
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indicando que no grupo controle, o controle metabdlico foi capaz de modular a secre¢do
protéica das citocinas por parte das células estimuladas e ndo-estimuladas, 0 mesmo ndo
ocorrendo no grupo teste, onde estas células mantiveram a sua alta capacidade reativa

(apéndices 3, 4, 5, 6) (figuras 13, 13A, 14, 14A, 15, 15A, 16, 16A).

5.3.2. Andlise dos resultados das quantificagdes das citocinas nos
sobrenadantes das culturas de células mononucleares aderentes de sangue

periférico estimuladas por LPS

5.3.2.1. Comparagées das quantificagdes das citocinas nos
sobrenadantes das culturas de células mononucleares aderentes de sangue

periférico considerando-se a amostra total, sem a divisdo entre os grupos

Ao analisar os niveis de TNF-a., IL-1p, IL-8 e IL-6 (pg/mL) nos sobrenadantes
das culturas de células mononucleares aderentes de sangue periférico, estimuladas por LPS,
levando-se em consideracdo apenas o efeito da primeira intervencdo clinica através da
internacdo hospitalar para obteng¢do do controle metabdlico, verificou-se uma diminuicao,
porém nao significativa, na secrecdo de todas as citocinas apds a obtengdo de tal controle

(TNF-o: p=0,56; IL-1B: p=0,76; IL-8: p=0,33; IL-6: p=0,26) (tabela 10 e figura 17).
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TABELA 10 - Média, erro padrio, intervalo de confianca e valores de p para as comparagdes dos niveis das
citocinas nos sobrenadantes das células estimuladas antes e apds a internacdo hospitalar para controle

metabdlico, levando-se em considera¢do a amostra total.

Grupo Tempo Média Erro Intervalo )2
(pg/mL) Padriao de
Confianca
N Total 0 961,62 177,3 -310,18 / 0,56
TNF-a 1 834,52 245,5 562,39
N Total 0 1604,62 298,7 -631,23 / 0,76
IL-1 1 1490,41 480,4 859,65
N Total 0 8953,32 2109,2 -1851,08 / 0,33
IL-8 1 7082,10 1944,4 5494,69
N Total 0 4018,10 810,6 -650,74 / 0,26
IL-6 1 3174,18 889,18 237337
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Figura 17 - Comparacdes entre os niveis das citocinas nos
sobrenadantes das células estimuladas obtidas antes (TO) e apds
a internagdo hospitalar para controle metabdlico (T1), levando-se

em considera¢do a amostra total.
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5.3.2.2. Comparagdes das quantificagbes das citocinas nos
sobrenadantes das culturas de células mononucleares aderentes de sangue
periférico considerando-se os grupos estudados e os tempos observacionais

analisados em relagdo ds intervengoes realizadas

Ao analisar a quantificacio de TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 (pg/mL) nos
sobrenadantes das culturas de células mononucleares aderentes de sangue periférico
estimuladas por LPS, dos pacientes diabéticos tipo 2, sob a influéncia da primeira
intervengdo clinica através da internacdo hospitalar para obtencdo do controle metabdlico,
verificou-se uma diminuicdo significativa na concentracdo destas citocinas nos
sobrenadantes das culturas das células dos pacientes do grupo controle [TNF-a (TO:
973,29+231,1 / T1:299,42485,5; p=0,02); IL-1B (TO: 1618,99+395,8 / T1: 524,87+114,3;
p=0,03); IL-8 (TO: 8482,1742717,2 / TI1: 3448,154884,44; p=0,04); IL-6 (TO:
4032,34+1089,6 / T1: 1613,50+£550,02; p=0,02], verificando-se, por outro lado, no grupo
teste, um discreto aumento, porém ndo significativo, na expressdo protéica destas citocinas
pelas células estimuladas (tabela 11 e figura 18). Particularmente, em relacdo ao TNF-a
(TO: 949,96+278,9 / TI1:1429,06£445,3; p=0,09) e IL-1 (TO: 1590,25+464,6 /
T1:2455,954864,9; p=0,08), o controle metabdlico promoveu uma tendéncia de aumento na

secrecao de ambas citocinas pelas células estimuladas do grupo teste (tabela 11).
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TABELA 11 - Média, erro padrio, intervalo de confianca e valores de p para as comparagdes dos niveis das
citocinas nos sobrenadantes das células estimuladas antes e apds a internacdo hospitalar para controle

metabdlico, levando-se em consideragdo a divisdo dos grupos.

Citocina Grupo Tempo Média Erro Intervalo de D
(pg/mL) Padrao Confianca
Controle 0 973,29 231,1 127,86 / 0,02*
TNF-a 1 299,42 85,5 1219,86
Teste 0 949,96 278,9 -1044,79 / 0,09
1 1429,06 445,3 802,08
Controle 0 1618,99 395,8 128,31/ 0,03*
IL-1Pp 1 524,87 114,3 2059,94
Teste 0 1590,25 464,6 -1831,51/ 0,08
1 2455,95 864,9 100,12
Controle 0 8482,17 27172 109,16 / 0,04*
IL-8 1 3448,15 884,44 100048,00
Teste 0 942447  3337,4 -6394,82 / 0,57
1 10716,0  3415,18 3536,62
Controle 0 4032,34 1089,6 407,68 / 0,02*
IL-6 1 1613,50 550,02 4429,99
Teste 0 4003,85 1247,5 -2936,15/ 0,41
1 4908,27  1650,9 1206,96
*Estatisticamente significativo.
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Figura 18 - Comparaces entre os niveis das citocinas nos

sobrenadantes das células estimuladas obtidas antes (T0)) e ap6s (T1) a

internacdo hospitalar para controle metabdlico, no grupo controle.
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Houve uma secre¢do de TNF-a, IL-1p, IL-8 e IL-6 significativamente maior nos
sobrenadantes das células estimuladas dos pacientes do grupo teste em relagdo ao grupo
controle, apds a primeira intervencao clinica através da internacdo hospitalar para obtengao
do controle metabdlico [TNF-a (C: 299,42485,5 / T: 1429,06£445,3; p<0,01); IL-1B (C:
524,87£114,3 / T: 2455,954864,9; p<0,01); IL-8 (C: 3448,15t884.44 / T:
10716,04+3415,18; p=0,01); IL-6 (C: 1613,50£550 / T: 4908,27+£1650,85; p<0,01], porém
sem diferenga significativa nas quantificagdes das citocinas, entre ambos os grupos, antes

de tal intervencdo (tabela 12 e figura 19).

TABELA 12 - Média, erro padrio, intervalo de confianga e valores de p para as comparagdes dos niveis das
citocinas nos sobrenadantes das células estimuladas entre os grupos controle e teste antes e apds a internagdo

hospitalar para controle metabdlico.

Citocina  Tempo Grupo Média Erro Intervalo )/
(pg/mL) Padrao de
Confianca
0 Controle 973,29 231,1 -566,65 / 0,94
TNF-o Teste 949,96 278,9 613,31
1 Controle 299,42 85,5 -1738,11/ <0,01*
Teste 1429,06 445,3 -527,54
0 Controle 1618,99 395,8 -1015,66 / 0,96
IL-1B Teste 1590,25 464,6 1073,15
1 Controle 524,87 114,3 2975,48 / <0,01*
Teste 2455,95 864.,9 -886,67
0 Controle  8482,17 2717,8  -6176,82/ 0,72
IL-8 Teste 9424,47 33374 4292,22
1 Controle  3448,15 884,44  -12953,00/ 0,01*
Teste 10716,04 3415,18  -1946,43
0 Controle  4032,34 1089,6  -2116,28 / 0,98
IL-6 Teste 4003,85 1247.,5 2173,26
1 Controle 1613,50 550,0 -5456,45/ <0,01*

Teste 4908,27  1650,85 -1053,44

*Estatisticamente significativo.
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Figura 19 - Comparacdes entre os niveis das citocinas nos
sobrenadantes das células estimuladas obtidos dos grupos
controle (C) e teste (T), apds a internagdo hospitalar para

controle metabdlico.

Em relacdo a quantificagdo das citocinas nos sobrenadantes das culturas de
células mononucleares aderentes 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal, segunda
intervencdo clinica a qual foi submetido apenas os pacientes diabéticos com periodontite
crOnica severa (grupo teste), houve uma discreta diminuicao ndo significativa da secrecdo
das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas células estimuladas em relacdo aos niveis
quantificados antes da internacdo hospitalar para obtencdo do controle metabdlico.
Entretanto, houve uma diminuicdo significativa da secrecdo do TNF-a pelas células
estimuladas nos sobrenadantes 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal
(841,26+229,08), comparando ao momento apds a obten¢do do controle metabdlico
(1429,06+445,3; p=0,04). Ja em relacdo a IL-1p (T1: 2455,95+864,9 / T2: 1589,63+368,3;
p=0,08) e a IL-8 (T1: 10716,04+3415,18 / T2: 5947,88+1880,7; p=0,06), houve uma

tendéncia de diminui¢do da expressdo protéica destas citocinas comparando-se 0s mesmos
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periodos acima. Em relacdo a IL-6 o tratamento periodontal contribuiu para uma discreta

diminui¢do ndo significativa da secre¢do desta citocina pelas células estimuladas em

relacdo ao momento apds a obten¢do do controle metabdlico (tabela 13 e figura 20).

TABELA 13 - Média, erro padrio, intervalo de confianga e valores de p para as comparagdes dos niveis das

citocinas nos sobrenadantes das células estimuladas no grupo teste, levando-se em considera¢do os valores

obtidos antes e apds o controle metabdlico, bem como 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal.

Citocina Grupo Tempo Média Erro Intervalo P
(pg/mL) Padrao de
Confianca
0 949,96 278,9 -437,30 / 0,69
TNF-a Teste 2 841,26 2298 654,71
1 1429,06 445,3 284,95/ 0,04*
2 841,26 2298 1153,49
0 1590,25 464,6 -965,20 / 0,99
IL-1B Teste 2 1589,63 368,3 966,43
1 2455,95 864,9 -995,04 / 0,08
2 1589,63 368,3 1832,13
0 9424,47 33374  -134341/ 0,15
IL-8 Teste 2 5947,88 1880,7 8296,60
1 10716,04 3415,18 -600,23 / 0,06
2 5947,88 1880,7 9871,41
0 4003,85 1247,  -1319,05/ 0,49
IL-6 Teste 2 3311,75 672,2 2703,26
1 4908,27 1650,9 -514,86 / 0,14
2 3311,75 672,2 3628,25

*Estatisticamente significativo.
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Figura 20 - Comparagdes entre os niveis das citocinas nos
sobrenadantes das células estimuladas no grupo teste,
obtidos 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal (T2)

em relacdo aqueles obtidos apds o controle metabdlico (T1).

5.4. Quantificagdo relativa da expressdo génica de citocinas pelas
células mononucleares aderentes de sangue periférico em cultura (método PCR

em tempo Real - qPCR)

5.4.1. Andlise dos resultados da expressdo relativa dos genes TNF-a,
IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas células mononucleares aderentes de sangue periférico

em culturas estimuladas e ndo estimuladas por LPS

A andlise estatistica da expressao relativa dos genes TNF-a, IL-1(, IL-8 e IL-6,

responsdveis pela producdo das respectivas citocinas pelas culturas de células

mononucleares aderentes de sangue periférico, foi realizada utilizando-se os valores de ACt
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das amostras de RNA extraidas destas culturas celulares estimuladas ou ndo por LPS,
obtidas em todos os tempos observacionais do estudo (antes e apds o controle metabdlico
obtido com a internagdo hospitalar, e 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal,
respectivamente tempos 0, 1, 2), de ambos os grupos, para cada gene alvo. Uma vez
verificada uma significancia estatistica entre as comparagdes realizadas com os valores de
ACt, os valores dos “fold” (valor que revela o nimero de vezes que um gene candidato em
uma condi¢do especifica estd hiper ou hipoexpresso em relagdo a uma outra condi¢do
especifica) foram calculados, através da razdo entre as medianas obtidas dos valores de 2~

AACt das amostras dos grupos submetidos a tais comparacdes. Nas tabelas a seguir, foram

apresentados as médias dos valores de ACt das amostras pertencentes aos grupos, tempos e
tipos celulares, os quais foram comparados através da andlise estatistica, seus respectivos
desvios padrdes e valores de p para tais comparagdes. Além disso, procederam-se com as

etapas de calibracio, obtencdo dos valores de AACt e obtencdo dos valores de 24"

, para
todas as comparagdes realizadas, como também para o cdlculo dos valores dos “folds”, para
aquelas que obtiveram significincia estatistica. Assim, também foram apresentados nas
tabelas as médias dos valores de 2, e seus respectivos desvios padrdes, das amostras
pertencentes aos grupos, tempos e tipos celulares, os quais foram submetidos as
comparagdes estatisticas. Os valores de ACt devem ser interpretados em um relacdo inversa
com a quantidade de RNAm na amostra, bem como a expressdo do gene alvo, enquanto que
os valores de 27*“* devem ser interpretados em uma relagio direta com tais caracteristicas,

de modo que quanto menor o valor de ACt e maior o de A

, maior € a quantidade de
RNAmM na amostra ou grupo, bem como maior a expressao do gene alvo.

Comparando-se a expressdo dos genes TNF-a., IL-1[3, IL-8 e IL-6 pelas culturas
de células estimuladas por LPS com aquela pelas culturas sem estimulo (BAS),
verificaram-se, em todos os tempos observados do estudo (tempos 0, 1, 2), levando-se ou
ndo em consideracdo a divisdo dos grupos, maiores niveis significativos de expressao
génica pelas culturas estimuladas (LPS) do que por aquelas sem estimulo (BAS) (p<0,01).

O nudmero de vezes em que os genes TNF-a, IL-1f3, IL-8 e IL-6 estdo significativamente

mais expressos nas culturas de células estimuladas em comparacdo as culturas de células
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nao-estimuladas estdo representadas pelo “fold” nos respectivos apéndices e figuras, para
cada gene alvo em cada situac@o experimental (apéndices 7, 8, 9, 10) (figuras 21, 21A, 22,

22A,23,23A, 24, 24A).
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Figura 21 e 21 A - Comparagdes entre a expressao relativa do gene TNF-a (2"

) pelas células estimuladas
(LPS-figura 21A) em relacdo as células ndo-estimuladas (BAS-figura 21) levando-se em considera¢do ou nio
a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p e “fold”: N total
TO (7,45 / p<0,01); N total T1 (5,25 / p<0,01); Controle TO (3,50 / p<0,01); Controle T1 (6,34 / p<0,01);

Teste TO (8,84 / p<0,01); Teste T1 (5,41 / p<0,01), Teste T2 (10,27 / p<0,01).
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Figura 22 e 22A - Comparacdes entre a expressdo relativa do gene IL-1p (22" pelas células estimuladas
(LPS-figura 22A) em relacdo as células ndo-estimuladas (BAS- figura 22) levando-se em considera¢ido ou ndo
a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p e “fold”: N total
TO (39,96 / p<0,01); N total T1 (23,82 / p<0,01); Controle TO (33,02 / p<0,01); Controle T1 (22,43 / p<0,01);
Teste TO (77,49 / p<0,01); Teste T1 (52,95 / p<0,01), Teste T2 (25,07 / p<0,01).
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Figura 23 e 23A - Comparagdes entre a expressdo relativa do gene IL-8 (224" pelas células estimuladas
(LPS- figura 23A) em relac@o as células ndo-estimuladas (BAS- figura 23) levando-se em consideracdo ou

ndo a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p e “fold”: N
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total TO (6,79 / p<0,01); N total T1 (5,17 / p<0,01); Controle TO (4,66 / p<0,01); Controle T1 (5,36 / p<0,01);
Teste TO (14,71 / p<0,01); Teste T1 (6,53 / p<0,01), Teste T2 (7,57 / p<0,01).
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Figura 24 e 24A - Comparagdes entre a expressio relativa do gene IL-6 (2**“") pelas células estimuladas

(LPS- figura 24A) em relacdo as células ndo-estimuladas (BAS- figura 24) levando-se em consideracdo ou
ndo a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo. Valores de p e “fold”: N
total TO (88,90 / p<0,01); N total T1 (83,84 / p<0,01); Controle TO (42,24 / p<0,01); Controle T1 (33,31 /
p<0,01); Teste TO (501,7 / p<0,01); Teste T1 (246,7 / p<0,01), Teste T2 (128,05 / p<0,01).

5.4.2. Andlise dos resultados da expressdo relativa dos genes TNF-a,
IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas células mononucleares aderentes de sangue periférico
de culturas estimuladas ou ndo por LPS (culturas BAS e LPS), considerando-se

a amostra total, sem a divisdo entre os grupos

Ao analisar a expressao relativa dos genes TNF-a, IL-1p, IL-8 e IL-6 pelas
células mononucleares aderentes de sangue periférico, de culturas estimuladas ou ndo por
LPS, dos pacientes diabéticos tipo 2, levando-se em consideracdo apenas o efeito da
primeira interven¢do clinica através da internacdo hospitalar para obten¢c@o do controle

metabdlico, esta ndo influenciou a expressao relativa dos genes acima estudados, uma vez
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que ndo se observaram diferencas significativas entre os valores de ACt correspondentes as
expressdes génicas de todas as citocinas pelas culturas celulares, antes e apds o controle

metabdlico ao qual os pacientes diabéticos foram submetidos (tabela 14) (figuras 25 e 26).

TABELA 14 - Médias (ACt) e (27", desvio padriio e valores de p para as comparagdes entre a expressio
relativa dos genes TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas células estimuladas e ndo-estimuladas, antes e apds a

internacdo hospitalar para controle metabdlico, levando-se em consideracdo amostra total.

Grupo Célula Tempo Média Desvio Média Desvio ()
(ACt)  Padrio  (244°Y Padrio

N Total BAS 0 3,54 2,06 3,63 575  (0,26)
TNF-a 1 3,00 2,16 5,41 8,24
N Total  LPS 0 0,76 1,95 3,80 786  (0,69)
TNF-a. 1 0,57 2,28 4,32 6,79
N Total BAS 0 0,05 2,39 6,67 20,58  (0,39)
IL-18 1 -0,44 1,91 344 428
N Total  LPS 0 5,17 1,22 1,51 1,48  (0,34)
IL-1B 1 -4,62 1,79 1,17 1,06
N Total BAS 0 0,72 1,93 2,32 354 (0,30
IL-8 1 -1,19 1,60 2,33 2,73
N Total  LPS 0 -4,08 1,30 2,21 2,18  (0,76)
IL-8 1 -3,94 1,94 280 417
N Total BAS 0 9,71 2,75 3,42 837 (0,30
IL-6 1 8,98 2,50 4,40 7,99
N Total LPS 0 2,66 0,90 1,33 0,84 (0,71
IL-6 1 2,91 1,88 1,76 2,14
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Figura 25 - Comparagdes entre a expressdo relativa dos genes TNF-
o, IL-1B, IL-8 e IL-6 (2745 pelas células ndo-estimuladas (BAS),
antes (TO) e apdés (T1) a internacdo hospitalar para controle

metabdlico, levando-se em consideracdo amostra total.
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Figura 26 - Comparagdes entre a expressdo relativa dos genes TNF-

a, IL-1B, IL-8 e IL-6 (2**“") pelas células estimuladas (LPS), antes
(TO) e apods (T1) a internagdo hospitalar para controle metabdlico,

levando-se em consideragdo amostra total.
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5.4.3. Andlise dos resultados da expressdo relativa dos genes TNF-a,
IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas células mononucleares aderentes de sangue periférico
de culturas ndo estimuladas por LPS (culturas BAS), considerando-se os grupos
estudados e os tempos observacionais analisados em relagdo as intervengdes

realizadas

Avaliando-se a expressao relativa dos genes TNF-a, IL-1B3, IL-8 e IL-6 pelas
culturas de células mononucleares aderentes de sangue periférico ndo estimuladas por LPS,
dos pacientes diabéticos tipo 2, verificou-se que ndo houveram diferencas significativas
entre os valores de ACt correspondentes a expressao relativa dos respectivos genes alvos
obtidos antes e apds a primeira intervencao clinica para obteng¢do do controle metabdlico,
no grupo controle [(TNF-a: p=0,76); (IL-1B: p=0,55); (IL-8: p=0,62); (IL-6: p=0,99)].
Porém, no grupo teste, o gene da IL-8 apresentou uma expressao relativa aproximadamente
2 vezes maior pelas células ndo estimuladas apds o controle metabdlico (ACt: -0,73+1,98;
28t 4.2846,65), em comparacio ao periodo anterior (ACt: 0,52+1,34; 24 1,08+0,88)
(p=0,04) (figura 27). Em rela¢do aos genes da IL-1B e IL-6, no grupo teste, também
verificaram-se tendéncias de aumentos de aproximadamente 2 vezes nas expressdes
relativas dos mesmos apds o controle metabdlico, porém sem significancia estatistica (IL-
1B, tempo 0 - ACt: 1,40+165; 27" 2,1042,43 / tempo 1 - ACt: 0,04+2,10; 274"
8,05+11,24; p=0,06) (IL-6, tempo 0 - ACt: 11,17+2,69; 22" 5,73+8,28 / tempo 1 - ACt:
9,48+2,21; pAAct, 13,85£+20,69; p=0,09) (figura 27). A expressdo génica relativa do TNF-a
no grupo teste, por sua vez, nao sofreu influéncia da internag@o hospitalar para obtencao do
controle metabdlico, uma vez que niao foram demonstradas diferengas significativas entre
os valores de ACt entre os tempo 0 e 1 (p=0,2) (tabela 15) (figura 27). Assim, analisando-se
as médias dos valores de 27*“! para as expressoes relativas dos genes do TNF-o., IL-1f3, IL-
8 e IL-6, pelas células BAS, enquanto, no grupo controle, observou-se uma manutencao ou

discreta diminuiciao do padrao de expressao génica apds a obtengdo do controle metabdlico,
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no grupo teste, verificou-se um padrdao de aumento nos niveis de RNAm destas citocinas

apos a primeira intervencao clinica (tabela 15).

TABELA 15 - Médias (ACt) e (22*“"), desvio padrio (DP), valores de p e valores de “fold” (tempo 1/ tempo
0) para as comparagdes entre a expressdo relativa dos genes TNF-a, IL-1P, IL-8 e IL-6 pelas células nao-
estimuladas, antes e apOs a internacdo hospitalar para controle metabdlico, levando-se em consideragdo a

divisdo em grupos.

Citocina Grupo Tempo Média DP Média DP Fold
(ACY) @224 T1/T0
@)
Controle 0 2,68 1,94 3,14 4,10 (0,76)
TNF-a 1 2,48 2,19 4,28 5,97
Teste 0 4,39 1,89 1,75 2,18 0,2)
1 3,53 2,11 3,44 3,90
Controle 0 -1,31 2,30 8,56 19,52 (0,55)
IL-1B 1 -0,85 1,70 2,61 3,05
Teste 0 1,40 1,65 2,10 2,43 (0,06)
1 -0,04 2,10 8,05 11,24
Controle 0 -1,96 1,62 3,03 3,30 0,62)
IL-8 1 -1,66 1,01 1,77 1,29
Teste 0 0,52 1,34 1,08 0,88 2
1 -0,73 1,98 4,28 6,65 (0,04)*
Controle 0 8,53 2,27 2,74 5,53 0,99)
IL-6 1 8,54 2,78 3,02 5,10
Teste 0 11,17 2,69 5,73 8,28 (0,09)
1 9,48 2,21 13,85 20,69

*Estatisticamente significativo.
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Figura 27 - Comparagdes entre a expressdo relativa dos genes TNF-

a, IL-1B, IL-8 e IL-6 (Z'MC‘) pelas células ndo-estimuladas, antes
(TO) e apds (T1) a internacao hospitalar para controle metabdlico, no

grupo teste.

Os genes responsdveis pelas expressdes das respectivas citocinas IL-1p3, IL-8 e
IL-6 encontraram-se hipoexpressos significativamente nas células ndo estimuladas do
grupo teste [(IL-1B - ACt: 1,40£1,65; 24 0,5540,63); (IL-8 - ACt: 0,52+1,34; 244,
0,4340,35); (IL-6 - ACt: 11,174+2,69; paact, 0,4940,71)]; aproximadamente 4, 3 e 11 vezes
em relacdo ao grupo controle [(IL-1p - ACt: -1,31£2,30; 2ACt 8 56419,52); (IL-8 - ACt: -
1,96+1,62; 24 3,0343,30); (IL-6 - ACt: 8,53+2,27; 2*“"; 2,7445,53)], antes da primeira
intervencao clinica para obten¢do do controle metabdlico (IL-1 p<0,01; IL-8 p<0,01 e IL-
6 p=0,01) (figura 28). O gene do TNF-o também apresentou uma tendéncia a
hipoexpressao de aproximadamente 2 vezes pelas células do grupo teste (ACt: 4,39+1,89; 2°
— 0,83%1,04) em relagdo ao grupo controle (ACt: -2,68+1,94; AN, 3,1444,10), antes da
obtencdo do controle metabdlico, porém sem significancia estatistica (p=0,06) (figura 28).

Por outro lado, apés a internagdo hospitalar para obtencdo do controle metabdlico, ndo
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foram verificadas diferencas significativas entre os valores de ACt correspondentes a
expressao relativa dos respectivos genes estudados, pelas células do grupo teste em relagdao
ao grupo controle [(TNF-o: p=0,24); (IL-1B: p=0,32); (IL-8: p=0,18); (IL-6: p=0,32)]
(tabela 16). Assim, analisando-se as médias dos valores de phACt para as expressoes
relativas dos genes do TNF-a, IL-1B3, IL-8 e IL-6, pelas células ndo estimuladas, observou-
se que a auséncia de diferencga significativa na expressdo gé€nica verificada entre os grupos
teste e controle apds a internagao hospitalar, deveu-se, sobretudo, ao aumento significativo
das expressoes relativas dos genes estudados, promovido pelo controle metabdlico no grupo
teste, do que a modulagcdo negativa ndo significativa desta intervencao clinica na expressao
génica do grupo controle. Corroborando para esta hipétese, tem-se ainda o fato de que os
genes encontravam-se significativamente hipoexpressos no grupo teste em relagdo ao

controle, antes da institui¢do do controle metabdlico (tabelas 15 e 16).

TABELA 16 - Médias (ACY) e (2*“"), desvio padrdo (DP), valores de p e valores de “fold” (grupo teste /

grupo controle) para as comparagdes da expressao relativa dos genes TNF-a, IL-1f, IL-8 e IL-6 pelas células

ndo-estimuladas, entre dos grupos controle e teste, antes e apds a interna¢do hospitalar para controle

metabdlico.
Citocina  Tempo Grupo Média DP Média DP Fold T/C
(ACt) @™ @)
0 Controle 2,68 1,94 3,14 4,10 (0,006)
TNF-o Teste 4,39 1,89 0,83 1,04
1 Controle 2,48 2,19 2,91 4,05 (0,24)
Teste 3,53 2,11 1,11 1,26
0 Controle -1,31 2,30 8,56 19,52 4
IL-1B Teste 1,40 1,65 0,55 0,63 (<0,01)*
1 Controle -0,85 1,70 2,43 2,84 (0,32)
Teste -0,04 2,10 1,96 2,73
0 Controle -1,96 1,62 3,03 3,30 3
IL-8 Teste 0,52 1,34 0,43 0,35 (<0,01)*
1 Controle -1,66 1,01 1,37 1,00 (0,18)
Teste -0,73 1,98 1,33 2,06
0 Controle 8,53 2,27 2,74 5,53 11
IL-6 Teste 11,17 2,69 0,49 0,71 (0,01)*
1 Controle 8,54 2,78 2,27 3,84 (0,32)
Teste 9,48 2,21 0,90 1,34

*Estatisticamente significativo.
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Figura 28 - Comparagdes da expressao relativa dos genes TNF-
a, IL-1B3, IL-8 e IL-6 (Z'AAQ) pelas células ndo-estimuladas, entre

dos grupos controle (C) e teste (T) antes da internacio hospitalar

para controle metabdlico.

Em relagdo a expressdo relativa dos genes TNF-o, IL-1p3, IL-8 e IL-6 pelas
células mononucleares aderentes niao estimuladas, 4 a 6 semanas apds o tratamento
periodontal, segunda intervencdo clinica a qual foi submetido apenas os pacientes
diabéticos com periodontite cronica severa (grupo teste), houve uma hiperexpressao
significativa dos genes IL-1B e IL-6 de aproximadamente 6 e 5 vezes pelas células nao
estimuladas 4 a 6 semanas ap6s o tratamento periodontal [(IL-1B - ACt: -0,91+2,10; DAACL
17,10425,50); (IL-6- ACt: 9,0342,88; 24 38,56482,65)] em relacdo 2 expressio dos
mesmos antes do controle metabdlico obtido com a internacdo [(IL-1p - ACt: 1,40£1,65; 2°
AMCL 2 1042,43); (IL-6- ACt: 11,1742,69; 27*": 5,7348,28)] [(IL-1B: p<0,01); (IL-6:
p<0,01)] (figura 29). Ao mesmo tempo, ndo houve diferencas significativas entre os valores
de ACt correspondentes a expressdo relativa do TNF-a e IL-8 pelas células ndo estimuladas

4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal, comparando-se a0 momento antes do controle
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metabdlico [(TNF-a: p=0,53); (IL-8: p=0,12)] (tabela 17) (figura 29). J4 em relagdo ao
efeito do tratamento periodontal sobre a expressao relativa dos genes estudados, observou-
se que, apesar de ndao terem sido demonstradas diferencas entre os valores de ACt
correspondentes a expressao génica relativa dos mesmos [(TNF-a: p=0,50); (IL-1B: 0,27);
(IL-8: p=0,63); (IL-6: 0,64)], pelas células 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal em
comparacdo aquelas verificadas no momento apds o controle metabdlico, houve um

aumento nos niveis de RNAm de IL-1f e IL-6, comparando-se as médias dos valores de 2°

anct para as expressoes relativas destes genes entre os tempos 1 e 2 (tabela 17).

TABELA 17 - Médias (ACt) e (2*Y), desvio padrio (DP), valores de p e valores de “fold” (Tempo 2 /
Tempo 0) para as comparacdes da expressao relativa dos genes TNF-a, IL-13, IL-8 e IL-6 pelas células ndo-
estimuladas, do grupo teste, levando-se em consideracdo os valores obtidos antes e apds o controle

metabdlico, bem como apds 4 a 6 semanas do tratamento periodontal.

Citocina  Grupo Tempo Média DP Média DP Fold
(AC?t) (224CY (T2/T0)
@)
0 4,39 1,89 1,75 2,18 (0,53)
TNF-a Teste 2 3,98 1,23 1,78 2,08
1 3,53 2,11 2,16 2,45 (0,50)
2 3,98 1,23 1,12 1,31
0 1,40 1,65 2,10 2,43 6
IL-1B Teste 2 -0,91 2,10 17,10 25,50 (<0,01)*
1 -0,04 2,51 4,50 6,28 0,27)
2 -0,91 2,10 9,55 14,25
0 0,52 1,34 1,08 0,88 0,12)
IL-8 Teste 2 -0,43 147 2,23 1,88
1 -0,73 1,98 2,30 3,56 (0,63)
2 -0,43 147 1,20 1,01
0 11,17 2,69 5,73 8,28 5
IL-6 Teste 2 9,03 2,88 38,56 82,65 (<0,01)*
1 9,48 2,21 5,28 7,89 (0,64)
2 9,03 2,88 14,71 31,53

*Estatisticamente significativo.
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Figura 29 - Comparacgdes da expressao relativa dos genes TNF-
o, IL-1B, IL-8 e IL-6 (2725 pelas células ndo-estimuladas no
grupo teste, 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal (T2)

em relagdo a0 momento antes do controle metabdlico (TO).

5.4.4. Andlise da expressdo relativa dos genes TNF-a, IL-18, IL-8 e
IL-6 pelas células mononucleares aderentes de sangue periférico de culturas
estimuladas por LPS (culturas LPS), considerando-se os grupos estudados e os

tempos observacionais analisados em relagdo as intervengdes realizadas

Avaliando-se a expressao relativa dos genes TNF-a, IL-13, IL-8 e IL-6 pelas
culturas de células mononucleares aderentes de sangue periférico estimuladas por LPS, dos
pacientes diabéticos tipo 2, ndo foram verificadas diferengas significativas entre os valores
de ACt e de 274 correspondentes a expressao relativa dos respectivos genes alvos, obtidos
antes e apOs a primeira intervengao clinica para obtencdo do controle metabdlico, tanto no
grupo controle [andlise dos valores de ACt (TNF-a: p=0,66); (IL-1p3: p=0,13); (IL-8:

p=0,49); (IL-6: p=0,62)] [andlise dos valores de paact (TNF-a: p=0,62); (IL-1B: p=0,25);
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(IL-8: p=0,79); (IL-6: p=0,60)] como no grupo teste [andlise dos valores de ACt (TNF-a.:
p=0,32); (IL-1B: p=0,92); (IL-8: p=0,81); (IL-6: p=0,97)] [andlise dos valores de anc
(TNF-a: p=0,30); (IL-1B: p=0,59; (IL-8: p=0,30); (IL-6: p=0,49)] (tabela 18). Porém,
analisando-se as médias dos valores de 2™ para as expressodes relativas dos genes do
TNF-a, IL-1B3, IL-8 e IL-6, pelas células estimuladas por LPS, enquanto que, no grupo
controle, observou-se um padrdo de diminui¢do da expressdao gé€nica apds a obtencdo do
controle metabdlico, no grupo teste, verificou-se um padrdo de aumento nos niveis de

RNAm destas citocinas apds esta primeira intervengao clinica (tabela 18).

TABELA 18 - Médias (ACY) e (Z'AAQ), desvio padrao (DP) e valores de p para as comparagdes entre a

expressdo relativa dos genes TNF-a, IL-1f3, IL-8 e IL-6 pelas células estimuladas por LPS, antes e apds a

internagdo hospitalar para controle metabdlico, levando-se em consideracdo a divisdo em grupos.

Citocina Grupo Tempo Média DP Média DP )
(ACH) (2244

Controle 0 0,34 2,22 6,22 11,21 (0,66)

TNF-a 1 0,63 2,84 4,90 6,51
Teste 0 1,18 1,66 1,50 1,41 0,32)

1 0,51 1,72 3,68 7,11
Controle 0 -5,60 1,21 1,65 1,54 0,13)

IL-1B 1 -444 2,21 0,96 0,94
Teste 0 -4,73 1,13 1,39 1,08 (0,92)

1 -4,81 1,35 1,61 1,42
Controle 0 -4,24 1,57 3,01 2,89 (0,49)

IL-8 1 -3,82 2,34 2,81 3,01
Teste 0 -3,92 1,03 1,52 1,49 (0,81)

1 -4,07 1,56 2,72 4,78
Controle 0 2,72 0,96 1,37 0,97 0,62)

IL-6 1 3,18 2,22 1,69 2,00
Teste 0 2,60 0,89 1,28 0,75 0,97)

1 2,64 1,54 1,80 2,31
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Avaliando-se a expressdo relativa dos genes responsdveis pela producdo das
respectivas citocinas TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6, pelas culturas de células mononucleares
aderentes de sangue periférico estimuladas por LPS, dos pacientes diabéticos tipo 2, nao
foram verificadas diferencas significativas entre os valores de ACt e de 2%4“
correspondentes a expressao relativa dos respectivos genes alvos, obtidos dos grupos teste e
controle, antes da primeira interveng¢do clinica para obtencdo do controle metabdlico
[andlise dos valores de ACt (TNF-o: p=0,35); (IL-1B: p=0,28); (IL-8: p=0,65); (IL-6:
p=0,90)] [anlise dos valores de 2"**“" (TNF-a: p=0,22); (IL-1B: p=0,15); (IL-8: p=0,33);
(IL-6: p=0,90)]. Da mesma forma, os valores obtidos de ACt e de DAACt correspondentes a
expressdo relativa dos respectivos genes alvos ndo apresentaram diferencas significativas
entre as amostras das culturas celulares estimuladas do grupo teste em relacdo ao grupo
controle apds a internac@o hospitalar para obteng¢do do controle metabdlico [andlise dos
valores de ACt (TNF-a:: p=0,89); (IL-1B: p=0,64); (IL-8: p=0,72); (IL-6: p=0,56)] [analise
dos valores de 24 (TNF-o p=0,80); (IL-1B: p=0,95); (IL-8: p=0,77); (IL-6: p=0,77)]
(tabela 19). Entretanto, analisando-se as médias dos valores de A para as expressoes
relativas dos genes do TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6, pelas células estimuladas por LPS,
observou-se que, enquanto o grupo teste apresentou um padrdo de menor expressiao génica
em relacdo ao grupo controle antes da intervencdo clinica para obtencdo do controle
metabdlico, apds a obten¢do do mesmo, o grupo teste apresentou um padrdo de maior

expressao génica em relagdo ao grupo controle (tabela 19).
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TABELA 19: Médias (ACt) e (2%, desvio padrdo (DP) e valores de p para as comparagdes da expressdo

relativa dos genes TNF-o., IL-1f, IL-8 e IL-6 pelas células estimuladas por LPS, entre os grupos controle e

teste, antes e apds a internacio hospitalar para controle metabdlico.

Citocina  Tempo Grupo Média DP Média DP )
(ACH) (228

0 Controle 0,34 2,22 6,22 11,21 035)

TNF-a Teste 1,18 1,66 1,66 1,55
1 Controle 0,63 2,84 1,84 2,45 (0,89)

Teste 0,51 1,72 1,53 2,95
0 Controle -5,60 1,21 1,65 1,54 (0,28)

IL-1B Teste -4,73 1,13 0,85 0,66
1 Controle -444 2,21 1,32 1,29 (0,64)

Teste -481 1,35 1,35 1,20

0 Controle -4,24 1,57 2,89 95,83
IL-8 Teste -3,92 1,03 1,89 98,21 (0,65)
1 Controle -3,82 2,34 1,78 1,91 0,72)

Teste -4,07 1,56 2,18 3,83
0 Controle 2,72 0,96 1,37 0,97 (0,90)

IL-6 Teste 2,60 0,89 1,42 0,83
1 Controle 3,18 2,22 1,60 1,89 (0,56)

Teste 2,64 1,54 1,89 2,43

Analisando-se a expressao relativa dos genes TNF-a, IL-1p, IL-8 e IL-6 pelas
culturas de células mononucleares aderentes de sangue periférico estimuladas por LPS, ndo
foram verificadas diferencas significativas entre os valores de ACt e de 27
correspondentes a expressao relativa dos respectivos genes alvos, obtidos 4 a 6 semanas
apoés o tratamento periodontal, segunda intervengdo clinica a qual foi submetido apenas os
pacientes diabéticos com periodontite cronica severa (grupo teste), em relacdo aos valores
quantificados antes da internac@o hospitalar para obtencao do controle metabdlico [anédlise
dos valores de ACt (TNF-a: p=0,60); (IL-1B: p=0,15); (IL-8: p=0,90); (IL-6: p=0,84)]
[analise dos valores de praact (TNF-o: p=0,99); (IL-1B: p=0,06); (IL-8: p=0,55); (IL-6:

p=0,67)]. Da mesma forma, os valores obtidos de ACt e de 2AACt

correspondentes a
expressao relativa dos respectivos genes alvos ndo apresentaram diferencas significativas
entre as amostras das culturas celulares estimuladas do grupo teste obtidas 4 a 6 semanas

apos o tratamento periodontal em relacdo ao momento apds o controle metabdlico [andlise
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dos valores de ACt (TNF-a: p=0,63); (IL-1B: p=0,18); (IL-8: p=0,72); (IL-6: p=0,81)]
[andlise dos valores de 24¢ (TNF-o: p=0,37); (IL-1B: p=0,15); (IL-8: p=0,34); (IL-6:

2—AAC[

p=0,60)] (tabela 20). No entanto, avaliando-se as médias dos valores de para as

expressoes relativas dos genes do TNF-a, IL-8 e IL-6, observou-se que, 4 a 6 semanas apos
o tratamento periodontal, as culturas estimuladas do grupo teste apresentaram um padrdo de
manuten¢io ou discreta diminui¢do da expressdo génica em relacdo a0 momento anterior a
internacdo hospitalar para obtencdo do controle metabdlico. Além disso, verificou-se um
padrdo de discreta diminuicao das médias dos valores de At para as expressoes relativas
dos genes do TNF-a, IL-8 e IL-6 pelas células estimuladas do grupo teste 4 a 6 semanas
ap6s o tratamento periodontal em relacio ao momento apds o controle metabdlico. Em

N (1 -MCt
relacdo as médias dos valores de 2

para a expressao relativa da IL-1 pelas culturas
estimuladas do grupo teste, observou-se um padrdo de aumento na sua expressdo génica,
comparando-se os tempos 0 e 2 (p=0,06), padrao este mantido, comparando-se os tempo 1 e

2 ( p=0,15) (tabela 20).
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TABELA 20: Médias (ACt) e (2'AACt), desvio padrdo (DP) e valores de p para as comparagdes da expressiao
relativa dos genes TNF-o, IL-1f, IL-8 e IL-6 pelas células estimuladas por LPS, do grupo teste, levando-se
em consideragdo os valores obtidos antes e apds o controle metabdlico, bem como 4 a 6 semanas apds o

tratamento periodontal.

Citocina  Grupo Tempo Média DP Média DP »)
(ACY) (22

0 1,18 1,66 1,50 1,41 (0,60)

TNF-o Teste 2 0,83 1,04 1,51 1,01
1 0,51 1,72 3,68 7,11 (0,63)

2 0,83 1,04 1,51 1,01
0 -4,73 1,13 1,39 1,08 0,15)

IL-1B Teste 2 -5,84 0,78 2,58 1,37
1 4,81 1,35 1,37 1,21 (0,18)

2 -5,84 0,78 2,20 1,17
0 -3,92 1,03 1,52 1,49 (0,90)

IL-8 Teste 2 -3,85 0,70 1,20 0,54
1 -4,07 1,56 3,31 5,80 0,72)

2 -3,85 0,70 1,46 0,66
0 2,60 0,89 1,28 0,75 (0,84)

IL-6 Teste 2 2,42 0,74 1,39 0,71
1 2,64 1,54 1,53 1,96 (0,81)

2 2,42 0,74 1,18 0,60
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6. Discussdo

Diabetes Mellitus tipo 2 e as doencas periodontais representam doengas
cronicas que apresentam influéncias mutuas entre si. Apesar da literatura demonstrar
evidéncias consistentes de que o diabetes representa fator de risco para a maior prevaléncia
e severidade das vdrias formas de doenca periodontal, como as gengivites e periodontites
(Mealey & Oates, 2006; Salvi et al., 2008), a influéncia das doencas periodontais cronicas
severas no controle metabdlico, bem como na patogénese do diabetes ainda nao estd bem
esclarecido, assim como os mecanismos imunocelulares através dos quais essa influéncia
possa ocorrer (Mealey & Oates, 2006; Lalla, 2007). Como a ativacdo da resposta
inflamatoria se d4 de maneira similar em ambas as doencas em muitos aspectos, resultando
da modulacdo da reposta imune do hospedeiro, através da hiperativacdo de fendtipos
celulares imunoinflamatdrios, elevagao de citocinas préinflamatdrias e destruicao tecidual,
torna-se evidente que a resposta de fase aguda caracterizada por alteracdes no padrdo de
secrecdo e expressao génica de citocinas e ativacdo do sistema imune inato, parece
constituir a base da susceptibilidade cruzada entre doencas crdnicas relacionadas a
obesidade, como o diabetes tipo 2, e doencgas cronicas inflamatérias, como as doencas
periodontais. Assim, as doencas periodontais crOnicas severas, capazes de ativar uma
resposta imunoldgica cronica local ou sistemicamente, podem induzir ou perpetuar o estado
sist€émico inflamatdrio cronico subclinico, associado a patogénese do diabetes mellitus tipo
2, constituindo fator de risco, em uma maneira similar a obesidade, ao agravamento da
resisténcia insulinica e piora do controle metabdlico nestes pacientes, como também para o
desenvolvimento das complicacdes diabéticas (Taylor ef al., 1996; Mealey & Oates, 2006;
Salvi et al., 2008; Mealey & Rose, 2008).

Mondcitos circulantes € macréfagos humanos, importantes mediadores da
resposta imune inata e fontes de citocinas, responsdveis tanto pelos processos inflamatoérios
locais e sist€émicos associados a resisténcia insulinica e destrui¢do periodontal, como pelas
alteracdes imunocelulares envolvidas no desenvolvimento das complicacdes cronicas

diabéticas, como a maior susceptibilidade a infec¢des, t€m servido como modelo de
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avaliacdo da resposta imunoldgica de pacientes diabéticos e com periodontite, através do
padrido de secrecdo e expressdo génica de citocinas proinflamatdrias (Salvi et al., 1997;
Hatanaka et al., 2006; Foss-Freitas et al., 2006; Tsiotra et al., 2007; Giulietti et al., 2007).
Diante do fato de que as alteracdes no comportamento imunocelular dos pacientes
diabéticos tipo 2 frente a agentes moduladores deste, como o controle metabdlico, ainda
ndo estdo bem elucidadas, assim como a influéncia da periodontite e de seu tratamento
neste comportamento, é que este estudo avaliou a influéncia sist€émica da peridontite
crOnica severa, frente ao controle metabdlico, bem como do tratamento periodontal, na
resposta imunolégica de individuos diabéticos tipo 2, por meio da andlise do potencial
proinflamatério das células mononucleares aderentes de sangue periférico, utilizando-se
técnicas moleculares de avaliacdo da quantificacdo protéica e da expressdo génica das
citocinas TNF-a, IL-1p, IL-8 e IL-6.

Na primeira fase do estudo, relacionada a primeira intervencdo clinica para
obtencdo do controle metabdlico por meio de internacdo hospitalar, os parametros clinicos
e laboratoriais relacionados ao controle metabdlico, os pardmetros clinicos periodontais,
assim como a reatividade préinflamatéria das células mononucleares aderentes
provenientes do sangue periférico, dos pacientes diabéticos tipo 2 de ambos os grupos,
foram avaliados antes (Tempo 0) e apds a compensacdo metabdlica (Tempol). Os
parametros clinicos periodontais registrados para ambos os grupos no “baseline”, revelaram
uma caracterizacdo de acordo com critérios de inclusdo propostos pelo estudo, na medida
em que, o grupo teste, sendo portador de periodontite crOnica severa apresentou, apesar de
um menor percentual de acimulo de biofilme, maiores niveis de inflamagao e de severidade
de doencga peridontal, demonstrando maiores niveis de porcentagem de SS, de PS, de NIC e
de porcentagem e nimero de sitios com PS > 5mm e NIC > Smm em compara¢do ao grupo
controle. Para este grupo, os parametros peridontais também se revelaram condizentes aos
critérios de inclusdo propostos, na medida em que caracterizaram estes pacientes como
portadores de gengivite em um periodonto reduzido ou sem perda de insercdo,
demonstrando um quadro de inflamagdo gengival com elevados percentuais de acimulo de
biofilme e de SS, porém niveis de PS e de NIC compativeis com saide periodontal, além de

baixos niveis de porcentagem e nimero de sitios com PS > 5mm e NIC > S5mm,
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compativeis com falsas bolsas periodontais e periodontos previamente reduzidos. Salvo a
verificagdo de uma tendéncia de idade mais avancada no grupo teste em relagdo ao grupo
controle, o que estd de acordo com o fato da doenga periodontal cronica e mais severa ser
mais prevalente em individuos mais velhos (Armitage, 1999), ambos os grupos de
pacientes diabéticos tipo 2 encontravam-se bem pareados em relagcdo ao género, duragio do
diabetes e presenca de antecedentes positivos para esta doenga.

Ambos os grupos apresentavam-se igualmente em um estado de controle
metabdlico inadequado cronicamente, caracterizado por médias de glicemia em jejum e de
HbA1c bem superiores aquelas recomendadas para a manuten¢ido de um adequado controle
metabOlico em diabéticos segundo critérios pré-estabelecidos (American Diabetes
Association, 2009). Porém em relacdo a avaliagdo do metabolismo lipidico, apesar de nao
terem sido verificadas diferencas quanto ao IMC, peso, colesterol total e LDL, com
diferencas significativas quanto aos triglicérides e HDL entre os grupos, o grupo controle,
portador de um condi¢do periodontal reversivel, como a gengivite, apresentou-se
dislipidémico em relagdo ao grupo teste, demonstrando niveis de colesterol total,
triglicérides, LDL superiores, e HDL inferiores aqueles recomendados para a manutengdo
de um adequado controle lipidico em diabéticos (American Diabetes Association, 2009).
Além disso, o grupo controle caracterizou-se por apresentar obesidade grau I, enquanto o
grupo teste, portador de uma condi¢do de destruicdo peridontal cronica severa e
irreversivel, apresentou sobrepeso.

Os resultados acima vao de encontro aqueles apresentados por Genco et al.
(2005), que evidenciaram uma associagdo positiva entre o IMC e a severidade da perda de
insercdo periodontal. Da mesma forma, outros autores verificaram niveis significativamente
maiores de colesterol total, LDL e de triglicérides em individuos ndo-diabéticos com
periodontite leve e moderada comparados a individuos controles nao-diabéticos
periodontalmente sauddveis (Losche et al., 2000). Ao mesmo tempo, recentemente foi
descrito que pacientes com hiperlipidemia leve a moderada apresentaram valores mais
severos dos parametros clinicos periodontais comparados aos individuos normolipémicos
(Fentoglu ef al., 2009). A discrepancia dos resultados reside nas diferencas metodoldgicas

em relacdo a variedade de parametros lipidicos laboratoriais adotados pelos estudos,
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havendo diferencas de niveis de hiperlipidemia entre os mesmos, como também em relagao
aos critérios utilizados para evidenciar severidade de doenca periodontal, de modo que no
presente estudo, estes foram mais rigidos do que aqueles adotados em outros estudos
(Losche et al., 2000; Genco et al., 2005). Além disso, no presente estudo, apesar do grupo
teste nao ter apresentado hiperlipemia, este apresentou-se em um estdgio mais avancado de
comprometimento do estado diabético, demonstrando um maior componente de deficiéncia
de secre¢do de insulina, caracterizado por um menor IMC, maior utilizagdo de insulina
NPH, regular e antidiabéticos orais como também maiores niveis de glicemia em jejum, em
comparagdo com o grupo controle, o qual apresentou um componente de resisténcia
insulinica maior, associado a um maior IMC, maiores distirbios lipidicos e maior
freqiiéncia de erro alimentar. A maior gravidade do estado diabético no grupo teste justifica
a ocorréncia de maior severidade da doenga periodontal neste grupo em relagao ao controle.

Em relagdo ao efeito do controle metabdlico intensivo, obtido durante
internacdo hospitalar, sobre as varidveis clinicas e laboratoriais analisadas, tanto no grupo
controle como no teste, houve uma diminuicio significativa da glicemia em jejum e da
HbAlc indicando, em associacdo com a diminuicao significativa das médias glicémicas
iniciais e finais das internagdes, a obtencao de um controle glicémico eficiente. As médias
glicémicas do primeiro dia de internag¢do variaram de 189 a 352 mg/dL no grupo controle e
de 175 a 301 no grupo teste, enquanto, apos o controle metabdlico obtido aproximadamente
8 a 10 dias apds o inicio da internacdo, variaram de 86 a 164 mg/dL no grupo controle e de
83 a 159 mg/dL no grupo teste. Segundo Foss ef al. (1982) é possivel restabelecer a
capacidade oxidativa de glicose em pacientes diabéticos apds 72 horas em uso de célula
beta artificial. Portanto, tomou-se o cuidado de manter os pacientes internados, em controle
glicémico adequado, por cinco a sete dias, para se eliminar efeitos metabdlicos do
descontrole cronico, como a glicotoxicidade. Também foi adotado como referéncia de meta
para o controle metabdlico, o delta de 100 mg/dL entre as médias glicémicas didrias do
primeiro e udltimo dia de internagdo, o que foi alcancado no presente estudo. Porém,
avaliando-se individualmente cada paciente, apesar de ter-se atingindo esta queda nas
médias glicémicas didrias em sua maioria, houve uma grande oscilac@o entre os pacientes,

indicando que a obten¢do de um eficiente controle metabdlico, mesmo com um controle
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glicémico hospitalar rigido, depende de vérios fatores, tais como dieta, ajustes de
medicagdes, aderéncia dos pacientes ao tratamento, além da grande variabilidade individual
intrinseca (heranga poligénica) ao diabetes. Por isso, neste estudo, ao invés de se comparar
grupos de diabéticos com niveis diferentes de controle metabdlico, optou-se por submeter
todos os pacientes diabéticos ao mesmo tipo de controle metabdlico, utilizando como
controles eles mesmos. Este é o primeiro estudo em que se avalia a influéncia da doenga
periodontal em individuos diabéticos submetidos ao controle metabdlico, por meio de
internacdo hospitalar.

E importante salientar, que apesar de se fazer avalia¢des do controle metabélico
utilizando-se somente parametros glicémicos, é de se esperar que o tratamento intensivo
também corrija outros distirbios metabdlicos do diabetes mellitus como as alteragdes do
metabolismo de lipidios, proteina, dgua e eletrélitos. Assim, verificaram-se neste estudo,
efeitos do controle metabdlico no metabolismo lipidico dos pacientes, demonstrando-se
reducdes significativas do colesterol total, triglicérides, além de uma tendéncia de
diminuicdo do HDL, no grupo controle, e redugdes significativas do HDL, LDL e uma
tendéncia de reducdo do colesterol total, no grupo teste. Entretanto, apesar da melhoria no
metabolismo lipidico apresentada no grupo controle, inclusive evidenciando uma queda em
média de 1 kg/m* no IMC em relagio ao baseline, este permaneceu dislipidémico e com
obesidade grau I, as custas da permanéncia dos niveis baixos de HDL e dos niveis altos de
triglicérides, em relagdo aos valores adequados para a manuten¢do de um bom controle
lip€mico em pacientes diabéticos (American Diabetes Association, 2009). Esta melhoria no
metabolismo lipidico foi mais evidente no grupo controle em relagdo ao grupo teste, pois,
além deste grupo ndo ter apresentado alteracdes dislipidémicas antes da internacdo, parece
que o controle glicEmico € mais benéfico em modificar os niveis plasméticos de lipidios em
individuos com hipertrigliceridemia e pobre controle metabdlico, correspondendo ao grupo
controle (American Diabetes Association, 2009). A metodologia empregada neste estudo
para o controle metabdlico dos pacientes diabéticos foi semelhante ao adotado por Aso et
al. (2003), que verificou uma diminui¢do dos niveis de IL-6 plasmdticos em pacientes
diabéticos tipo 2 com pobre controle glicEmico (média de HbA1C de 10,1+1,9%),

submetidos a um controle metabdlico rigido por meio de internacio hospitalar, utilizando-
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se sulfoniluréia ou insulina por 3 semanas. Da mesma forma que no presente estudo, foram
verificadas redugdes significativas da glicemia em jejum, IMC (em média de 0,6 kg/mz),
colesterol total e triglicérides em todos pacientes diabéticos submetidos a ambos 0s
tratamentos durante a internacao hospitalar. Vale ressaltar que, apesar de no presente estudo
a duracdo da internacdo ter sido inferior ao do estudo apresentado, foi possivel causar
alteragdes da mesma forma benéficas em ambos os metabolismos glicémico e lipidico, uma
vez que o controle metabdlico dos pacientes do presente estudo foi obtido através do
tratamento e ajuste em conjunto da insulina, dos antidiabéticos orais e da dieta, enquanto
dos pacientes do estudo apresentado foi obtido através do tratamento e ajuste exclusivo da
insulina ou da sulfoniluréia em conjunto com a dieta.

Diante do fato de que o controle metabdlico interfere no grau de severidade das
doencas periodontais, na medida em que os pacientes diabéticos com pobre controle
glicémico apresentam formas mais severas de destruicdo periodontal, associadas & maior
exacerbacdo dos parametros clinicos periodontais, como SS, PS e perda de insercdo, em
comparagdo aqueles com controle metabdlico adequado ou aqueles ndo-diabéticos (Taylor
et al., 1998; Tsai et al., 2002; Lim et al., 2007), tem-se que, no presente estudo, observou-
se uma diminuicdo da inflamagdo, com significativas redugdes na porcentagem de sitios
com SS, além de sitios com placa no grupo teste, porém sem diferencas significativas
nestes parametros no grupo controle, com a obtenc¢ao do controle metabdlico pelos grupos.
Esta evidéncia foi corroborada por Ervasti et al. (1985) que, avaliando a condi¢do de
inflamacdo gengival entre individuos diabéticos com vérios niveis de controle metabdlico e
individuos sauddveis, verificaram que, apesar de ndo ter havido diferencas quanto ao
acumulo de biofilme, pacientes diabéticos descompensados metabolicamente apresentaram
maior ndmero se sitios sangrantes em relacdo aqueles com bom ou moderado controle
metabdlico, indicando ser a influéncia deste fator na inflamagdo periodontal independente
da quantidade de fator etioldgico para a mesma.

Parece ser mais plausivel uma maior influéncia do controle metabdlico no
grupo teste, visto que, pelo fato deste apresentar uma condi¢do de destruiciao tecidual
periodontal severa, a resposta imunoinflamatéria periodontal inata pdde ter sido mais

amplificada pelos mecanismos inflamatérios ativados pelo ambiente hiperglicEémico
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cronico, tais como: aumento da formagdo dos produtos finais de glicosilagdo avancada
(AGEs) e suas agOes, culminando com fendtipo celulares hipersecretores de citocinas
inflamatdrias e menor reparo tecidual; o aumento da produgdo de espécies reativas de
oxigénio e suas acdes; ativagdo do eixo proteina quinase C / diacilglicerol; ativacdo da via
do poliol / aldose redutase (Mealey & Oates, 2006; Southarland et al., 2006; Nassar et al.,
2007; King, 2008). Uma outra explicagdo para a diminuicdo dos parametros clinicos
periodontais mencionados no grupo teste, sem diferengas no grupo controle, comparando-se
antes e apos a internagdo hospitalar, foi a maior motiva¢do em relagdo aos cuidados com a
higiene oral apresentada pelos pacientes com periodontite cronica, ndo sé movida pela
educacdo recebida durante a internagdo em relagcdo aos cuidados com o diabetes bem como
a interrelacdo da doenca periodontal com o diabetes (realizada para ambos os grupos), mas
pelo fato de saberem que receberiam tratamento periodontal apds a intervencao hospitalar.

Em relacdo as provas inflamatérias, apesar de ndo ter havido diferencas
significativas comparando-se os grupos controle e teste entre si, como também em relacdo a
todos os tempos observacionais do estudo, o VHS apresentou-se e se manteve elevado em
ambos os grupos em relacdo ao valor de normalidade para o método empregado para sua
andlise na pesquisa. A velocidade de hemossedimenta¢do ¢ um método laboratorial, para
verificar a existéncia de marcadores de resposta inflamatdria. Pelo fato de varios fatores
poderem afetar o resultado do VHS, produzindo resultados tanto falso-positivos como
negativos, ele consiste em uma prova inflamatéria ndo-especifica (Collares & Vidigal,
2004). O fato do VHS encontrar-se elevado nos pacientes diabéticos tipo 2 com sobrepeso
ou obesidade grau I, de ambos os grupos, no presente estudo, € corroborado por Lépez-
Bermejo et al. 2007 que evidenciaram uma associac¢do independente entre o VHS e o indice
de resisténcia insulinica em homens, e com marcadores de obesidade (tanto IMC como
massa gorda corporal) em mulheres, todos caucasianos sadios.

Os mecanismos pelos quais a resisténcia insulinica tem sido associada ao
aumento do VHS ainda néo estdo esclarecidos, porém, como esta condi¢do estd associada a
um estado inflamatério caracterizado pela elevacdo plasmadtica de vdrias proteinas da fase
aguda como componentes imunolégicos inflamatorios, estes podem neutralizar as cargas

negativas da superficie das hemadcias, levando a maior agregacido destas e formagdo de
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rouleaux, e ao conseqiientemente aumento do VHS. Segundo Elishkevitz et al. (2002) a
maior agregacdo eritrocitdria evidenciada em pacientes diabéticos, deletéria para um fluxo
sanguineo adequado, estd associada a maiores concentragdes de fibrinogénio e outras
proteinas de fase aguda, bem como a hiperlipidemia e altera¢cdes de membranas celulares.
Estes autores, avaliando a agregacdo e adesividade dos eritrécitos em pacientes diabéticos
tipo 1 e tipo 2, evidenciaram que o grau desta agregacdo e adesividade estd muito mais
associada as varidveis da resposta da fase aguda, como concentracdes de fibrinogénio,
proteina-C-reativa, colesterol, triglicérides, e VHS, do que ao grau do controle metabdlico,
avaliado pela HbAlc, sugerindo que os pacientes diabéticos devem se beneficiar de
intervengOes anti-inflamatérias independente do controle metabdlico. Estes resultados
justificam a auséncia de influéncia do controle metabdlico nos valores de VHS em ambos
grupos e a sua discreta diminui¢do, porém ndo significativa no grupo teste 3 a 6 semanas
apos o tratamento periodontal anti-inflamatdrio. O fato dos valores do VHS se encontrarem
discretamente mais elevados no grupo teste em relagdo ao controle estd de acordo com
Hutter et al. (2001) que demonstraram maiores niveis significativos de VHS em pacientes
com periodontite cronica de moderada a severa em relagdo aos periodontalmente saudaveis,
sugerindo a influéncia sistémica da doenga periodontal através da inducdo ou perpetuacio
da elevacdo plasmadtica de proteinas imunoinflamatérias em resposta a infeccao bacteriana
Gram-negativa local. Ao mesmo tempo, Saito et al. (2003) verificaram uma correlagdo
positiva entre os niveis de perda dssea alveolar e os niveis de VHS.

Em relacdo a andlise da reatividade préinflamatéria das células mononucleares
aderentes provenientes do sangue periférico, pelo método ELISA, obtidas dos pacientes
diabéticos tipo 2 de ambos os grupos, utilizou-se apenas dos resultados das culturas
estimuladas, pelo fato de ndo terem sido detectadas quantidades suficientes das citocinas
TNF-a, IL-183, IL-8 e IL-6 nos sobrenadantes das células ndo estimuladas, além de niveis
significativamente maiores das mesmas nas culturas estimuladas por LPS em relacdo as
sem estimulo. Este padrdo de secre¢cdo aumentada de citocinas por parte de células
estimuladas em culturas em relacdo as sem estimulo, sendo os resultados obtidos pelo
método ELISA mais evidentes nas culturas estimuladas, foi detectado por Hatanaka et al.

(2006), que demonstraram que, enquanto em condi¢des basais os neutréfilos de pacientes
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diabéticos tipo 2 apresentaram incrementos respectivos de 1.6, 3.2 e 1.9 vezes na secrecao
de IL-8, IL-1PB e TNF-a em relag@o aos pacientes saudaveis, em condi¢des de estimulo por
LPS os incrementos foram respectivamente de 4.0, 1.7 e 2.8 vezes na secre¢do das mesmas
citocinas em relacdo aos individuos sauddveis. Neste estudo os mondcitos, tanto basais
como sob estimulo, de pacientes diabéticos também demonstraram uma tendéncia de maior
producdo destas citocinas em relacdo as células de individuos controles, sugerindo serem
importantes fontes de citocinas préinflamatorias no diabetes, apesar dos neutréfilos terem
sido mais afetados pelas condi¢des diabéticas. Diferencas metodolégicas encontradas no
presente estudo em relacdo ao apresentado, explicam os melhores resultados apresentados
em relacdo as células estimuladas, como um tempo de cultura maior (24 horas versus 18
horas), origem diferente de LPS (Salmonella versus Escherichia Coli), como também o fato
de serem culturas de células aderentes, apresentando subpopulacdes celulares com
capacidades diferentes de produgio destas citocinas em relacao as culturas em suspensao.
Tendo em vista a hiperglicemia como o fator que melhor se correlaciona com a
severidade das alteracdes metabdlicas subclinicas no diabetes tipo 2, refletidas nas
complicacdes cldssicas e na ativagdo cronica da resposta imunoldgica inata (DCCT
research group, 1993; UKPDS group, 1998; King, 2008; American Diabetes Association,
2009), estudos tém demonstrado uma correlacdo positiva entre os niveis plasmadticos de
mediadores inflamatérios com a piora no controle metabdlico dos pacientes, bem como
uma correlagdo negativa entre tais niveis e a melhora do controle metabdlico nos mesmos
(Lechleitner et al., 2002; Aso et al., 2003). Através de culturas de mondcitos de voluntarios
sadios e de mondcitos humanos THP-1 em meios hiperglicémicos, demonstrou-se o efeito
modulador da hiperglicemia na reposta inflamatéria destas células, uma vez que esta
aumentou a expressdo génica de TNF-a, IL-6, IL-1B, B, integrina, MCP-1, além da
secrecdo protéica de TNF-a, IL-6 (Morohoshi et al., 1996; Shanmugam et al., 2003).
Corroborando com esta tendéncia de modulacio pela hiperglicemia da resposta
inflamatdria, verificou-se, no presente estudo, uma diminui¢cdo, porém nao significativa, na
secrecdo de todas as citocinas nos sobrenadantes das culturas estimuladas, evidenciada por
ELISA, levando-se em consideracdo a amostra total, com a obten¢do do controle

metabdlico. Esta influéncia, porém moderada, do controle metabdlico no potencial
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préinflamatério dos mondcitos considerando a amostra total de pacientes diabéticos tipo 2
estd de acordo com os achados de Morris et al. (2004), que verificaram uma reducio na
secrecao de TNF-a in vitro por células mononucleares estimuladas de pacientes diabéticos
tipo 2 e ndo-diabéticos obesos com a perda de peso, porém sendo apenas significativa no
grupo sem diabetes. Estes resultados indicam que tanto o controle glicémico como a perda
de peso podem reduzir o potencial préinflamatério das células mononucleares, porém o
efeito da ativacdo inflamatdria inata do estado diabético pode mascarar os beneficios do
controle das varidveis metabdlicas, como hiperglicemia e obesidade, quando estdo agindo
sinergicamente nos individuos, como acontece nos pacientes do presente estudo.

J4, em relacdo a expressdo relativa dos genes TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6,
analisada por PCR em tempo real, pelas culturas destas mesmas células, estimuladas ou nao
por LPS, considerando-se a amostra total, verificou-se que o controle metabdlico nio
influenciou a expressdo relativa dos genes estudados, analisada antes e apds o controle
metabdlico ao qual os pacientes do presente estudo foram submetidos. O fato de no
presente estudo a amostra total ser composta por pacientes que apresentam sinergicamente
diabetes tipo 2 e obesidade ou sobrepeso, associado a instituicdo de um controle metabdlico
intenso porém durante um curto periodo de tempo, interferindo de maneira diferente no
controle glicEmico e no controle das varidveis relacionadas a obesidade, tornam dificil a
avaliacdo da real influéncia do controle metabdlico na resposta imunoinflamatéria nestes
individuos, que apresentam ambas as condi¢des e, sobretudo diabetes, contribuindo para a
hiperativacdo do potencial préinflamatério das células mononucleares. Assim, Fodega et al.
(2004), através do PCR em tempo real, demonstraram uma maior expressdo de RNAm da
relacdo dos receptores de TNF-oo (TNFR2m/TNFR1m) em células mononucleares de
pacientes diabéticas tipo 2 obesas em relacdo aquelas obesas ndo diabéticas, além de uma
correlacdo positiva entre tal relacdo e os niveis de glicose plasmdtica em todos os
individuos, porém uma correlacdo positiva com o IMC apenas no grupo diabético,
indicando um maior efeito sinérgico da hiperglicemia e do IMC sobre a expressdo destes
receptores inflamatorios na vigéncia do diabetes.

Avaliando-se a quantificacdo de TNF-a, IL-13, IL-8 e IL-6 nos sobrenadantes

das culturas estimuladas por LPS, através do ELISA, levando-se em consideracao a divisao

118



da amostra nos grupos teste e controle, verificou-se que o controle metabdlico obtido pela
internacdo hospitalar promoveu uma diminui¢do significativa na secre¢do destas citocinas
nas culturas celulares dos pacientes do grupo controle, porém um discreto aumento nao
significativo na secre¢do das mesmas nas culturas celulares dos pacientes do grupo teste,
especialmente para o TNF-a e IL-13, que apresentaram uma tendéncia de aumento mais
relevante neste grupo. Observou-se ainda uma secrecdo significativamente maior das
citocinas proéinflamatdrias no grupo teste em relacio ao controle apds a internacao
hospitalar, diferenca esta provavelmente mais relacionada a diminui¢do significativa das
secrecoes das citocinas estudadas, promovida pelo controle metabdlico no grupo controle,
do que a modulacdo positiva ndo significativa desta interven¢do clinica na expressao
protéica do grupo teste, desde que ndo havia diferengas nas quantificagdes destas citocinas
entre ambos os grupos antes desta intervengdo clinica. Corroborando para esta hipdtese,
tem-se ainda a eliminacdo da diferenca significativa na secre¢do das citocinas entre as
células estimuladas e ndo-estimuladas no grupo controle apds o controle metabdlico, aliado
a persisténcia de tal diferenga no grupo teste nas mesmas condi¢des metabdlicas.

Diante destes fatos, pode-se, entdo, observar um padrdo de comportamento
diferente das células estimuladas entre os grupos controle e teste perante o controle
metabolico, de modo que este foi capaz de modular a secrecdo protéica das citocinas nas
células dos pacientes do grupo controle, com tendéncia a diminui¢do nas secre¢des, O
mesmo nao ocorrendo no grupo teste, onde estas células mantiveram ou aumentaram a sua
capacidade reativa, com tendéncia a aumentar tais secrecdes frente a esta modulagdo
metabdlica.

Foi sugerido que a infec¢do periodontal crénica pode servir como estimulo
indutor ou propagador do estado sistémico inflamatdrio cronico associado a patogénese do
diabetes tipo 2, através da ativacdo cronica da resposta imunoldgica inata induzida por
citocinas, contribuindo para o aumento da resisténcia insulinica ou menor sensibilidade a
mesma e, assim, dificultando o controle metabdlico nos pacientes diabéticos portadores
desta condi¢do periodontal (Mealey & Oates, 2006; Salvi et al., 2008; Mealey & Rose,
2008). Diante desta sugestdo e frente aos resultados demonstrados, € plausivel que a

periodontite cronica severa, caracteristica do grupo teste, esteja impedindo (sobrepujando)

119



o efeito anti-inflamatério do controle metabdlico no potencial préinflamatério das células
mononucleares aderentes do sangue periférico, o que foi verificado no grupo controle,
mantendo a capacidade reativa das células do grupo teste a estimulos. Vale ressaltar que a
infeccdo periodontal cronica, apresentando um curso cronico € um comportamento
subclinico, nem sempre evidenciada por provas inflamatorias sanguineas, ndo impede a
obtencdo do controle glicémico ou metabdlico, verificado no grupo teste, mas pode
contribuir para a maior resisténcia insulinica, dificultando este controle, por manter a
ativacao cronica do sistema imunolégico, também evidenciado neste mesmo grupo. Esta
ativacdo linfomononuclear pode, entdo, estar associada a superantigenos decorrentes de
infeccdes cronicas, como as infec¢des periodontais (Fraser et al., 2000).

Assim, as citocinas inflamatérias como IL-1f, IL-6, TNF-a e PGE>, bem como
lipopolissacarideos bacterianos, advindos de fontes periodontais podem interagir com os
lipidios, 4cidos graxos e AGEs, caracteristicos das condi¢Oes diabéticas e de obesidade,
propagando e aumentando a ativagdo de mecanismos intracelulares associados a resisténcia
insulinica, tais como os eixos da IKKB / NF-kB e da JNK, tanto localmente como
sistemicamente, por alcangar a corrente circulatéria, ativando-os nos adipdcitos,
hepatécitos, células imune (macréfagos/mondcitos) e endoteliais, contribuindo para o
quadro de resisténcia insulinica sistémica (Shoelson et al., 2006; Mealey & Oates, 2006;
Preshaw et al., 2007; Mealey & Rose, 2008).

As periodontites podem contribuir para a elevacdo dos mediadores
inflamatdrios séricos em pacientes diabéticos tipo 2 por alguns mecanismos, dente eles, o
maior potencial inflamatério de mondcitos de pacientes diabéticos frente ao desafio
bacteriano periodontal (Salvi et al., 1997, 1998; Engebretson et al., 2007). Salvi et al.
(1997), verificaram que, dentre os diabéticos, os mondcitos dos pacientes com periodontite
moderada a severa apresentaram maior secre¢dao significativa de TNF-o em comparagdo
aqueles dos portadores de condi¢des periodontais menos severas, ndo havendo diferencas
no controle metabdlico de ambos os grupos (que era inadequado), nem correlagdes entre os
niveis desta citocina e os niveis de HbAlc. Diante disto os autores descartaram a influéncia
do controle metabdlico na maior reatividade monocitica inflamatéria encontrada no grupo

com periodontite mais severa, porém a atribuiram a apresentacdo, por parte de um subgrupo
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de 10 pacientes deste grupo, de um fenétipo hipersecretor de TNF-au alterado por variagcoes
genéticas em regides regulatérias deste gene, relacionadas, sobretudo, ao diabetes tipo 1,
conferindo um risco de aproximadamente 10 vezes para o desenvolvimento de formas mais
severas de doenca periodontal. Outro estudo realizado por estes mesmos autores corrobora
com o anterior, na medida em que, utilizando a mesma metodologia, demonstraram uma
producdo significativamente maior de PGE, e de TNF-a por mondcitos estimulados dos
pacientes diabéticos com periodontite moderada a severa, quando comparados aos
pacientes com gengivite e periodontite leve, bem como aos dos ndo-diabéticos controles
com estados periodontais similares (Salvi et al., 1998). Os resultados do presente estudo
estdo de acordo com os anteriores, na medida em que também foi evidenciada uma maior
secrecdo das citocinas inflamatoérias por parte das células mononucleares dos pacientes
diabéticos tipo 2 com formas mais severas de periodontite em relagdo aqueles com uma
simples inflamacdo gengival, porém, diferentemente dos anteriores, elucida a capacidade da
infec¢do periodontal severa de contribuir para o maior potencial inflamatério das células
mononucleares circulantes, alterando a resposta imunoinflamatéria de diabéticos, mesmo
em vigéncia de um controle metabdlico intenso, importante modulador desta resposta
nestes pacientes. Outros estudos (Araya et al., 2003; Pérez et al., 2004), entretanto,
utilizando metodologias diferentes das empregadas no presente estudo, tais como culturas
de sangue total, estimuladas por LPS de Escherichia coli, e grupos de pacientes diabéticos
tipo 1 com ou sem outras formas de doenca peridontal, como a periodontite agressiva, e

individuos controles sadios, ndo conseguiram evidenciar diferengas nas secre¢des de I1L-1[3

e IL-6 entre os grupos, porém maiores secrecdes de TNF-o pelos pacientes com
periodontite agressiva em relacdo aos grupos diabéticos com ou sem a mesma € ao grupo
controle, sugerindo uma influéncia da severidade da doenga periodontal no
desenvolvimento do fenétipo monocitico hipersecretor de mediadores inflamatdrios.

Ainda se tratando da influéncia do controle metabdlico no potencial
proinflamatério das células mononucleares aderentes de sangue periférico estimuladas por
LPS, verificada pelo ELISA, Foss-Freitas et al. (2006), utilizando a mesma metodologia de
controle metabdlico rigido por insulina, através de internacdo hospitalar, como também o

mesmo protocolo de cultura celular, empregados no presente estudo, verificaram uma
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tendéncia de aumento nos niveis de TNF-a e um aumento significativo nos niveis de IL-6
em pacientes diabéticos tipo 2, apds o adequado controle metabdlico. Os autores sugeriram
que estes incrementos na secrecdo de TNF-a e IL-6 em pacientes diabéticos tipo 2 obtidos
com o tratamento insulinico, indicaram que o controle metabdlico melhora a capacidade de
ativacdo e manutencdo do potencial préinflamatério das células mononucleares,
contribuindo para a diminuicdo da susceptibilidade a infec¢des encontrada nestes
individuos. Considerando-se a amostra total de individuos diabéticos tipo 2, os resultados
do presente estudo suportam os anteriormente apresentados, uma vez que também ndo foi
evidenciada diferencas significativas na secre¢do de TNF-a com o controle metabdlico.
Entretanto, considerando-se a divisdo em grupos, o fato desta tendéncia de aumento na
secrecdo das citocinas préinflamatérias estudadas ter sido observado apenas no grupo
portador de periodontite cronica severa, indica que esta infeccao cronica, com potencial de
alterar a resposta imunoldgica, ativando a capacidade reativa inflamatéria das células
mononucleares, pode constituir um viés para os trabalhos que envolvem pacientes
diabéticos tipo 2. As infecgdes periodontais cronicas severas, sendo condi¢cdes subclinicas,
nem sempre rastreadas por provas inflamatérias inespecificas, podem passar desapercebidas
pelos pesquisadores que ndo levam em consideracdo o exame da cavidade oral destes
pacientes. No presente estudo ainda, ndo foram verificadas alteragdes nos niveis da
proteina-C-reativa, nem da a-acido glicoproteina, porém aumentos no VHS, em relacdo aos
niveis de normalidade para os métodos empregados para a andlise destas varidveis, em
todos os tempos observacionais.

O fato de no grupo controle, obeso em relacdo ao grupo teste, o controle
metabdlico ter demonstrado um efeito mais significativo na reducdo do peso, através de
uma diminuicao significativa do IMC, pdde ter contribuido para a diminui¢do significativa
das secrecOes das citocinas préinflamatorias, evidenciada com o controle metabdlico neste
grupo, na medida em que Mito et al. (2002), verificando maiores niveis significativos de
secrecdo in vitro de IL-1B por células mononucleares de individuos obesos diabéticos e
ndo-diabéticos tipo 2 em relacdo aqueles ndo-obesos diabéticos tipo 2, indicaram ser a
obesidade um fator preponderante no aumento da capacidade inflamatdria destas células

nestes individuos.
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Paralelamente a hiperglicemia, outra caracteristica do diabetes tipo 2 que parece
contribuir para a discrepancia dos resultados de estudos que tentam avaliar a influéncia do
controle metabdlico na reposta imunoldgica, € o efeito da hiperinsulinemia, ja que estas
condicdes ocorrem simultaneamente nestes pacientes. Foi demonstrado in vivo, que a
hiperinsulinemia associada a euglicemia aumentou a resposta plasmdtica a infusdo de LPS
através do aumento dos niveis séricos de IL-6 em pacientes sauddveis, sem apresentar
efeitos sobre os niveis de TNF-a (Soop et al., 2002). Ao mesmo tempo, verificou-se em
modelo ex-vivo que a hiperinsulinemia, em auséncia ou presenca de hiperglicemia
associada, aumentou a expressdo génica relativa de citocinas préinflamatdrias por células
de sangue total estimuladas por LPS de pacientes saudaveis, tais como IL-1§3, IL-6 e IL-8,
sendo que a hiperglicemia per se resultou apenas em uma inducdo atenuada desses genes,
sugerindo um efeito mais potente e preponderante da hiperinsulinemia sobre a
hiperglicemia nos niveis de RNAm de genes inflamatérios (Stegenga et al., 2008).

Estas evidéncias apresentadas acima, associadas a presenga da infeccdo
periodontal, podem ter corroborado para a observacao, no presente estudo, de um padrao de
comportamento diferente das células estimuladas entre os grupos controle e teste perante o
controle metabdlico, com a diminui¢ao significativa da secrec¢io das citocinas pelas células
dos pacientes do grupo controle, e a manuten¢ao ou aumento da capacidade reativa celular,
com tendéncia ao aumento de tais secrecOes frente a esta modulacdo metabdlica,
evidenciada no grupo teste. Enquanto o grupo teste apresentou-se em um estigio mais
avancado de comprometimento do estado diabético, demonstrando um maior componente
de deficiéncia insulinica, o grupo controle demonstrou um maior componente de resisténcia
insulinica. Assim, € plausivel que o grupo teste, portador de um perfil mais insulinopénico
antes da internacio hospitalar, tenha aumentando a sua capacidade de producio insulinica,
com o controle glicémico e correcdo da glicotoxicidade, passando de um estado
insulinopénico para um normoinsulinico, o que refletiu na sua maior reatividade
imunoinflamatéria celular. J4 no grupo controle, portador de um perfil mais
hiperinsulin€mico antes da internacdo, pela correcdo sobretudo da lipotoxicidade através do

ajuste dos seus distirbios lipidicos e diminuicao significativa do IMC pela redugdo de peso,

obtidos com o controle metabdlico, seja plausivel que tenha havido um aumento na
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sensibilidade a insulina, promovendo a passagem de um estado hiperinsulinémico para um
normoinsulinico, o que refletiu na reducio do seu potencial préinflamatério celular.

Em relacdo a expressdo relativa dos genes TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas
células mononucleares aderentes estimuladas por LPS, considerando-se a divisdo da
amostra nos grupos avaliados no presente estudo, apesar de ndo terem sido evidenciadas
diferencas significativas entre as expressdes relativas dos genes alvos, comparando-se os
tempos 0 e 1 em ambos os grupos , bem como comparando-se 0s grupos nestes mesmos
tempos observacionais, observou-se no grupo controle um padrido de diminui¢do da
expressdo génica correspondente as citocinas estudadas apds a obtencdo do controle
metabdlico, ao passo que, no grupo teste, um padrdo de aumento nesta mesma expressao
apds esta primeira intervencdo clinica. Ao mesmo tempo, observou-se que O grupo teste
apresentou um padrao de menor expressao génica em relacio ao grupo controle em controle
metabdlico inadequado, e um padrdo de maior expressdo génica em relagdo ao grupo
controle, em controle metabdlico adequado. Estas tendéncias de expressdo génica pelas
células estimuladas correspondentes as citocinas préinflamatdrias estudadas, avaliadas pelo
PCR em tempo real, corroboraram com o padrdo de secrecdo protéica por estas mesmas
células, evidenciado pelo ELISA, indicando ser a infeccdo periodontal cronica severa um
fator contribuinte da ativacdo crénica da resposta imunoinflamatéria inata induzida por
citocinas, sendo capaz de influenciar a resposta imunoldgica dos pacientes diabéticos
mantendo ou aumentando a capacidade reativa das células mononucleares a estimulos,
mesmo em vigéncia de um adequado controle metabolico.

Os resultados deste estudo que avaliaram a influéncia sist€émica da peridontite
cronica severa, frente ao controle metabdlico, na resposta imunolégica de individuos
diabéticos tipo 2, através da andlise da expressdo relativa dos genes correspondentes as
citocinas proinflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-6 pelas células mononucleares
aderentes de sangue periférico destes individuos, sdo inéditos. Assim, os estudos que
utilizaram a técnica de PCR em tempo real, para avaliar a resposta imunoldgica de
pacientes diabéticos tipo 2 frente a condi¢des de controle metabdlico distintas, através da
expressdo de genes correspondentes as citocinas proinflamatorias por células

mononucleares, apresentaram varias diferencas metodoldgicas entre si € com o presente
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estudo tais como, comparagdes entre grupos de individuos com condi¢des metabdlicas
distintas com grupos controles sadios, tempos de cultura de células, estimulos celulares,
pureza de mondcitos e sondas de PCR em tempo real distintas, o que tornou dificil a
equipara¢do dos resultados (Giulietti et al., 2004; Giulietti et al., 2007; Chacoén et al.,
2007). Chacén et al. (2007), ao demonstrar uma preponderancia do efeito hiperinflamatério
do estimulo endotoxémico (LPS) sobre a auséncia do efeito do estimulo hiperglicémico
agudo nos mondcitos de diabéticos tipo 2 em controle metabdlico adequado e recentemente
diagnosticados, corroborou com o fato de os individuos com infec¢iao periodontal cronica
terem apresentado, no presente estudo, um padrdo de ativacdo inflamatéria monocitica
através de uma maior expressdo génica e protéica de citocinas proinflamatorias em relagcao
ao grupo controle em vigéncia de um controle metabdlico adequado, embasando a hipdtese
do efeito adicional das endotoxinas provenientes da infec¢do periodontal na hiperativacio
ou manutencdo da ativagdo da resposta imune inata destes individuos.

No presente estudo, apesar de ter havido uma correspondéncia no padrio de
comportamento celular avaliado pelo ELISA e pelo PCR em tempo real nas células
mononucleares estimuladas, os resultados obtidos com cada uma destas técnicas
moleculares para quantificacio de citocinas inflamatérias devem ser analisados
separadamente, a0 mesmo tempo em que podem demonstrar discrepancias entre si, uma vez
que avaliam a produgdo das citocinas em niveis celulares diferentes. Enquanto a técnica do
ELISA € capaz de avaliar o comportamento imunolégico celular a nivel protéico, uma vez
que detecta a presenca das citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares, ja traduzidas
pela miquina ribossomal, processadas pelo complexo de Golgi e liberadas para o meio
extracelular, a técnica do PCR em tempo real avalia o comportamento celular a nivel
génico, uma vez que analisa a expressdo gé€nica das citocinas através da quantificagdo dos
transcritos de RNAm produzidos a partir da transcrigio dos genes responsdveis pela
produgdo das mesmas.

Assim, entre a transcricdo de um determinado gene até a produgdo final e
liberagcdo da sua proteina correspondente para o meio extracelular, varios s@o os fatores que
podem influenciar e determinar a quantidade final de proteina produzida por uma célula,

tais como os reguladores da expressdo génica a nivel da transcricdo, como 0s mecanismos
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de transducdo de sinal culminando com a ativa¢do de fatores de transcricdo especificos,
ativacdo de fatores de especificidade e fatores supressores, além dos mecanismos pos-
transcricionais de regulacdo a nivel de processamento de RNAm, a nivel da tradugdo, a
nivel do processamento pds-traducdo e a protedlise (Carpenter & Cantley, 2001). Roach et
al. (2007), avaliando a concentragdo de RNAm de fatores de transcricdo durante a ativacao
de células mononucleares por LPS, por 24 horas, identificaram 92 tipos de fatores de
transcrigdo que apresentaram alteracdes significativas nas suas concentragdes durante este
periodo, indicando que estes fatores podem controlar a transcricdo génica através da sua
acdo combinatéria em pequenos grupos, interferindo na secre¢do final de proteinas. A
técnica de ELISA difere ainda do PCR em tempo real quanto a sensibilidade dos métodos e
variabilidade dos resultados entre as amostras, o que pode interferir na verificacdo de
diferencas estatisticas entre os mesmos.

Outros mecanismos que podem alterar a transcri¢do génica, corroborando para
a variabilidade nas expressdes protéicas, e, sobretudo, nas repostas imunoldgicas
inflamatdrias entre os individuos, conferindo-lhes susceptibilidade e niveis de severidade
distintos em doencas de natureza inflamatéria e neopldsica, sdo o0s mecanismos
epigenéticos (Wilson, 2008). Estes sdo definidos como todas as alteragdes meidticas ou
mitéticas na expressdo de genes que ndo sdo codificadas na seqiiéncia de DNA.
Modificagdes epigenéticas na cromatina € no DNA tém sido reconhecidas como
importantes fatores permissivos ou supressores do controle do genoma via transcri¢do
génica. Dois principais mecanismos epigenéticos sdo a modificagdo pds-traducional das
histonas na cromatina e a metilacdo da prépria molécula de DNA. A metilacdo de regides
regulatérias de transcricdo de genes é responsdvel pelo silenciamento dos mesmos por
interferir no acesso dos fatores de transcri¢do a regido promotora. J4 a modificacdo das
cargas positivas das histonas pela adi¢do de grupamentos acetil, fazem com que estas
formem uma configuracdo com o DNA mais relaxada (aberta), favorecendo a maior
transcri¢do génica. Outros exemplos de mecanismos epigenéticos e também reguladores da
expressao génica per se, que podem alterar a concentracdo final da proteina correspondente,

€ a acdo dos microRNAs, que sio RNAs pequenos, ndo codificantes que regulam a
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expressao de genes, através, por exemplo, da alteracdo da metilagio do DNA (Wilson,
2008).

Diferentemente do ELISA, na técnica de PCR em tempo real foi possivel
verificar a expressdo génica das citocinas estudadas pelas culturas de células
mononucleares aderentes de sangue periférico ndo estimuladas por LPS, ou seja em
condicdes basais, sendo uma grande vantagem deste método, ji que este estimulo, sendo
um estressor para as células, pode promover alteracdes nas suas respostas, de modo a ndo
mimetizar as reais capacidades reativas que estas células apresentam no microambiente
circulatério especifico determinado pelas alteracdes metabdlicas decorrentes do diabetes. O
fato destas células serem cultivadas por um determinado periodo, como 24 horas, em um
meio de cultura sem as alteracdes metabodlicas encontradas in vivo decorrentes do diabetes,
pode promover alteragdes nas suas caracteristicas primdrias, devido a sua adaptacdo a um
novo meio extracelular, interferindo na sua potencialidade de produzirem mediadores. A
deteccdo de RNAm por PCR em tempo real tem sido o método de escolha para investigar
perfis de producao de citocinas por parte de células imundlogicas e em sitios de infiltracdo
inflamatdria, pelo de fato de as amostras de tecido, células e flaidos orginicos, bem como a
quantidade de citocinas nas mesmas, serem freqiientemente muito pequenas para
permitirem a quantificagdo de citocinas a nivel protéico (Giulietti et al., 2001) . A técnica
de PCR em tempo real permite a quantificacio dos produtos da PCR em “tempo real”,
durante a fase exponencial da rea¢do, combinando amplificacdo e detec¢do em um udnico
passo, sendo mais sensivel, precisa e rdpida do que as outras técnicas de RT-PCR. Nesta
técnica, uma sonda, desenhada para hibridizar o produto alvo da PCR, € marcada com um
fluor6foro e outra molécula capaz de absorver a fluorescéncia (quencher). Durante a
amplificagdo, através da sua acdo de exonuclease 5°- 3’°, a Taq polimerase digere as sondas,
separando o fluor6foro da molécula capturadora desta energia, resultando no acimulo da
intensidade da fluorescéncia a medida do acimulo dos produtos da PCR (Giulietti et al.,
2001).

Dessa forma, analisando-se as expressoes relativas dos genes do TNF-a, IL-1,
IL-8 e IL-6, pelas células basais, apesar de o controle metabdlico ndo ter influenciado a

expressao génica das respectivas citocinas, ndo sendo verificadas diferencas significativas
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em tais expressdes no grupo controle, observou-se neste grupo um padrdo de manutencao
ou discreta diminui¢do da expressdo génica com a obtencdo do controle metabdlico, ao
passo que no grupo teste, verificou-se um padrdo de aumento nos niveis de RNAm destas
citocinas apds a primeira intervencao clinica, de modo que o gene da IL-8 apresentou uma
expressdo relativa significativa 2 vezes maior e os genes da IL-1p e IL-6 apresentaram
tendéncias de aumentos de 2 vezes nas expressdes relativas das mesmas, apds o controle
metabolico. Além disso, a medida que foi verificada uma auséncia de diferenca
significativa na expressdo relativa destes mesmos genes entre os grupos teste e controle
apés a internagcdo hospitalar, observou-se que esta condi¢do, deveu-se, sobretudo, ao
aumento significativo das expressdes relativas dos genes estudados, promovido pelo
controle metabdlico no grupo teste, do que a modulacdo negativa ndo significativa desta
intervencdo clinica na expressdo génica do grupo controle. Corroborando para esta
hipétese, tem-se ainda o fato de que os genes IL-1B, IL-8 e IL-6 encontraram-se
significativamente hipoexpressos respectivamente 4, 3 e 11 vezes e o gene TNF-a com
uma tendéncia de hipoexpressdo de 2 vezes mais no grupo teste em relacdo ao controle
antes da institui¢ao do controle metabdlico.

Apesar de nas células basais, ndo estimuladas, ter sido evidenciado que as
diferencas comportamentais apresentadas entre as células do grupo controle e do grupo
teste se deveram mais a influéncia do controle metabdlico no aumento do potencial de
reatividade imunoinflamatéria do grupo teste, enquanto nas células estimuladas por LPS,
ter sido demonstrado que tais diferencas comportamentais tenham sido mais decorrentes da
influéncia do controle metabdlico na modulacdo através da diminuicdo da resposta
imunoinflamatéria do grupo controle, o padrio comportamental do grupo controle
manteve-se diferente do grupo teste, obedecendo-se uma tnica tendéncia perante o controle
metabdlico. Sugere-se, entdo, que esta diferenca estd associada a ativacdo antigéncia e
inflamatdria mediada pela infeccao periodontal das células imune combinada a influéncia
da alteragdo metabdlica insulinica obtida com o tratamento na resposta inflamatdria destes
individuos, de modo que no grupo controle houve uma tendéncia de diminui¢do do
potencial imunoinflamatério, ocorrendo o inverso no grupo teste, demonstrando uma

tendéncia de aumento na sua capacidade reativa imunoinflamatdria.
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As diferencas entre os resultados obtidos das células nao-estimuladas em
relacdo aos das células estimuladas por LPS, podem ser justificadas pela influéncia de
alguns mecanismos epigenéticos na transcricdo génica induzida pelo LPS, como o
mecanismo de tolerancia induzido pelo LPS associado a cromatina (Foster et al., 2007). Por
este, apesar de os macréfagos responderem ao estimulo do LPS, estes se tornam
hiporresponsivos diante de uma estimulagdo subseqiiente por este mesmo estimulo. Parece
que duas formas distintas de modificagdes na cromatina ocorrem durante este estado
hiporresponsivo: enquanto um grupo de genes responsdveis pela producdo de moléculas
inflamatérias (TNF-a, IL-6) € silenciado transitoriamente (genes tolarizados), prevenindo
um excessivo dano inflamatério, outro grupo de genes com efeitos antimicrobianos se
mantém ativados (genes nao tolarizados), mantendo a prote¢do contra infec¢do. Este estado
de tolerancia € regulado por varias modificacdes de histonas associadas a estes dois grupos
funcionais de genes (Foster et al., 2007). Assim, estes mecanismos podem ter contribuido
para a ndo evidenciacdo de diferencas na expressdao génica das citocinas prdéinflamatdrias
nas células estimuladas entre ambos os grupos frente ao controle metabdlico, como também
para melhor evidenciacdo dos resultados de controle da resposta inflamatdria nas células
estimuladas, como foi evidenciado no grupo controle. Por outro lado, nas células basais, a
auséncia do estimulo subsequente do LPS e de seu mecanismo de tolerancia, permitiu
melhor visualizacdo do aumento da reatividade préinflamatéria, como foi evidenciado no
grupo teste. Além disso, é plausivel que possa existir uma diferenga neste mecanismo de
tolerancia entre as células do grupo controle e teste, de modo que este ultimo possa
apresentar uma deficiéncia neste mecanismo, devido a exposi¢do crOnica a ativacdo
inflamatdria e antigénica relacionada a infec¢do periodontal e/ou aos danos inflamatdrios
referentes a um estdgio mais avangado de comprometimento do estado diabético, refletindo
um desgaste imunolégico gerado pela cronicidade das doencas.

O tratamento periodontal, por sua vez, reduzindo a infeccdo e inflamacdo
periodontal, pode ajudar a restaurar a sensibilidade insulinica, resultando em uma melhora
do controle metabdlico em pacientes com diabetes tipo 2 (Mealey & Oates, 2006; Mealey
& Rose, 2008). Esta hipotese tem sido suportada por estudos intervencionistas, cujos

resultados vém demonstrando diminui¢do dos niveis séricos dos mediadores inflamatdrios e
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melhora do controle metabdlico apds a terapia periodontal (Iwamoto et al., 2001;
Nishimura et al., 2003; Lalla, et al., 2007; O’Connell et al., 2008). Assim, na segunda fase
do estudo, relacionada a segunda intervencao clinica, a qual foram submetidos apenas os
pacientes diabéticos com periodontite cronica severa, os parametros clinicos periodontais, a
reatividade prdinflamatoria das células mononucleares aderentes provenientes do sangue
periférico, como também os pardmetros clinicos e laboratoriais relacionados ao controle
metabdlico, foram avaliados, respectivamente, 3 meses apds o tratamento periodontal em
relacdo ao “baseline”, 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal em relagdo a0 momento
antes da internacao hospitalar e a0 momento apds a obtencio do controle metabdlico, e 3 a
6 semanas apds o tratamento periodontal em relagdo ao momento antes da internacio
hospitalar e a0 momento apds a obtencao do controle metabdlico.

Considerando que os pacientes com diabetes apresentam uma maior
susceptibilidade a infecgbes associada as alteracdes imunocelulares, vasculares, e de
reparacdo tecidual evidenciadas frente ao desafio hiperglicémico cronico, a terapia
periodontal mecanica em estdgio unico (desinfec¢do em estdgio unico) dentro de 24 a 36
horas foi adotada a fim de reduzir o risco a reinfeccdes de sitios periodontais tratados (
Quirynen et al., 1999; Quirynen et al., 2000) bem como reduzir o trauma e o edema
responsaveis pela manutenc¢do continua de elevados niveis de citocinas préinflamatdrias
(O’Connell et al, 2008). Além disso, foi optado pela utilizacdo de antibioticoterapia
adjunta a terapia mecanica, uma vez que apresenta vantagens como: promove alcance dos
microrganismos por via sérica, sobretudo daqueles presentes em areas de dificil acesso ao
debridamento mecéanico como, na base de bolsas periodontais profundas e regides de
bifurcacdo, além de atingir os organismos residentes nos tecidos epiteliais e conjuntivos
gengivais; promove erradicacdo de periodontopatdgenos colonizadores da mucosa oral e de
outros sitios intra e extra-orais, como também de patdgenos orais exdgenos, reduzindo o
risco de reinfec¢do subgengival em individuos com falha em suas defesas, como € o caso
dos individuos diabéticos (Slots J, 2002). Além disso, na meta-andlise proposta por Janket
et al. (2005), observou-se que foram alcangados melhores resultados na reducdo da HbAlc

de individuos diabéticos tipo 2, mesmo nado significativamente, com o emprego de
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antibidticos como terapias adjuntas a terapia mecanica no tratamento das doencgas
periodontais.

Diante do fato de os pacientes diabéticos apresentarem maior susceptibilidade e
maior severidade de infec¢des periodontais, com alteragdes na sua reposta imunocelular e
inflamatéria, além de haver pequenas diferencas na microbiota subgengival entre
individuos nao-diabéticos e diabéticos (Sbordone et al., 1998), optou-se por utilizar a
associagdo de dois antimicrobianos bactericidas, a amoxicilina (500 mg 3xd) e o
metronidazol (400 mg 3xd) por 10 dias, na medida em que tem sido evidente o sucesso
desta combinagdo sinérgica na melhoria dos pardmetros clinicos periodontais,
especialmente em relacdo a maior e mais prolongada eliminagdo de sitios mais profundos,
diminuindo a necessidade de interveng¢des futuras, como também na elimina¢do do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.) associado as periodontites agressivas e da
Porphyromonas gingivallis (P.g.) e mesmo do A.a associados as periodontites cronicas
severas (Winkel et al., 2001; Slots J, 2002; Guerrero et al., 2005; Cionca et al., 2009).
Estes antibidticos, apresentando largo espectro de acdo (Gram+/- e anaerdbios estritos) e
boa penetracdo no fluido gengival, parecem ser boas alternativas para o tratamento destas
patologias. Além disso, parece ser o sinergismo entre a amoxicilina, o metronidazol e o seu
hidréxi-metabdlito, resultante da sua metaboliza¢do oxidativa no figado, eficiente contra as
cepas mais virulentas do A.a., visto que este microrganismo apresenta uma susceptibilidade
varidvel ao metronidazol (algumas cepas sdo produtoras de nitroredutazes), e
freqiientemente resistente as penicilinas, utilizados isoladamente (Slots J, 2002).

O tratamento periodontal ndo-cirdrgico em estdgio unico associado a
antibioticoterapia sistémica em pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa,
resultou em melhora significativa em quase todos os pardmetros clinicos periodontais
avaliados 3 meses ap6s o mesmo em relagdo a medidas registradas no ‘baseline”, indicando
uma redugdo na atividade infecciosa e inflamatéria local, o que foi corroborado por outros
estudos (Rodrigues et al., 2003; Lalla et al., 2007; O’Connell et al., 2008). Vale ressaltar
que este tratamento foi instituido dentro de um periodo de até 1 més apds a obtencdo do
controle metabdlico com a internag@o hospitalar para reduzir o risco de retorno ao controle

metabolico inadequado, o que pode mascarar ou diluir o efeito do tratamento periodontal
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sobre o estado metabdlico destes pacientes. Houve redugdes significativas nas porcentagens
de sitios com placa e SS aproximadamente de 25,5% e de 30% apds 3 meses do tratamento
periodontal, comparando-se aos niveis registrados no “baseline”. Estes resultados foram
menos favordveis em relacdo, sobretudo ao SS, do que os evidenciados por Rodrigues et al.
(2003) que verificaram redugdes significativas de 19% no biofilme e de 61% no SS no
grupo de pacientes diabéticos tipo 2 com peridontite cronica submetido a desinfec¢ao em
estdgio unico associada a 875 mg de amoxicilina + 4cido clavulanico 2 vezes ao dia por 2
semanas, e em relagdo a O’Connell et al. (2008) que demonstraram redugdes de 32,7% no
biofilme e de 80% no SS no grupo de pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica
submetido a desinfec¢do em estdgio unico associada a doxiciclina sist€émica, 100mg/d, por
14 dias, 3 meses apds os respectivos tratamentos. A menor reducdo de SS, vista no presente
estudo, pode ter sido devido ndo sé as diferencas nas terapias antibidticas, visto que a
doxiciclina apresenta associado a um efeito antimicrobiano, um efeito anti-inflamatério
sendo inibidor de metaloproteinases (Sorsa ef al., 1992), mas também a auséncia de terapia
de suporte constituida por instrucao de higiene oral e profilaxia, instituida nestes estudos 2
vezes a0 més, durante os 3 meses de avaliagdo. Em relacgdo a Lalla et al. (2007) que, apesar
de ndo ter evidenciado redugdo significativa na porcentagem de sitios com placa,
evidenciou uma redugdo de 50% na porcentagem de sitios com SS apds 4 semanas da
terapia periodontal mecanica realizada em 2 sessdes dentro de um periodo de 2 semanas
associada a utiliza¢do de digluconato de clorexidina a 0,12% 2xd durante este periodo, os
resultados do presente estudo foram superiores no controle do biofilme porém inferiores no
controle do SS, justificando-se ndo s6 pelas diferencas de terapias mas pelo tempo de
avaliacdo mais longo e sem terapia de suporte do presente estudo.

No presente estudo, verificou-se uma redugdo de PS significativa de 1,0mm,
sendo maior ou igual aquelas evidenciadas por Rodrigues et al. (2003) (0,8mm), O’Connell
et al. (2008) (1,Imm) e Lalla et al. (2007) (0,4mm), enquanto um ganho de inser¢do clinico
ndo significativo de 0,4mm, menor do que aqueles evidenciados por O’Connell ef al.
(2008) (0,9mm) e Lalla et al. (2007) (0,7mm). Rodrigues et al. (2003) ndo evidenciou
diferenca no NIC durante o periodo de avaliacdo de 3 meses do seu estudo. Comparando-se

a Lalla et al. (2007), que evidenciou uma reducdo significativa de aproximadamente 50%
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na porcentagem e nimero de sitios com PS > Smm e na porcentagem e nimero de sitios
com perda de inser¢cdo > Smm, no presente estudo verificaram-se reducdes significativas de
62% na porcentagem de sitios com PS > 5mm e de aproximadamente 10% na porcentagem
de sitios com NIC > 5mm. As diferencas em relacdo, sobretudo ao menor ganho de
insercao clinico como também a dificuldade de controle do sangramento, estdo relacionadas
com fato de, no presente estudo, a amostra ter apresentado maior severidade (média de PS
inicial, presente estudo: 4,18+1,06; Rodrigues et al. (2003): 2,740,7mm; O’Connell et al.
(2008): 3,0+0,5mm; Lalla et al. (2007): 3,5+0,5mm) como também extensdo de doenca
periodontal (nimero de sitios com PS > Smm, presente estudo: 55,60+£37,79; O’Connell et
al. (2008): 29,2+ 13,9; Lalla et al. (2007): 36,2426,2) em relacdo aos demais estudos.
Assim, a terapia mecanica em estdgio Unico associada a antibioticoterapia com amoxicilina
e metronidazol mostrou-se efetiva em reduzir a infec¢do e o processo imunoinflamatério
periodontal nos pacientes diabéticos tipo 2.

Esta reducdo inflamatéria e infecciosa local, diminuindo as fontes de uma
sobrecarga antigénica e de mediadores inflamatdrios, apresentam efeitos sistémicos,
demonstrados por estudos através da diminui¢do sérica de mediadores inflamatdrios
(Iwamoto ef al., 2001; Nishimura et al., 2003; Lalla, et al., 2007; O’Connell et al., 2008).
Estas evidéncias foram corroboradas por este trabalho, na medida em que, pela técnica do
ELISA, em relacio a quantificacio das citocinas nos sobrenadantes das células
mononucleares aderentes estimuladas 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal, foi
observado ser este o maior responsavel pela redu¢dao no potencial préinflamatério destas
células circulantes nos individuos diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa, visto
que, apesar de ter havido uma discreta diminuicdo ndo significativa da secrecdo das
citocinas estudadas em relagdo aos niveis quantificados antes da internagdo hospitalar,
houve uma diminuicdo significativa da secrecdo do TNF-a, além de tendéncias de reducao
da IL-1P e IL-8 e discreta diminui¢do da IL-6 em relacdo aos niveis quantificados apos a
obtencdo do controle metabdlico. Além disso, diante do comportamento diferenciado do
grupo teste frente as duas intervengdes clinicas no presente estudo, demonstrou-se o papel

modulador da periodontite crOnica severa na resposta imunoldgica dos pacientes diabéticos

133



tipo 2 e que o tratamento desta infecgcao local pode exercer efeitos sistémicos, por exemplo,
diminuindo o potencial proinflamatério das células mononucleares circulantes,
contribuindo para a melhor sensibilidade insulinica e facilitando o controle metabdlico
destes individuos. Assim, enquanto o grupo teste demonstrou um padrdao de aumento ou
manutencao da capacidade reativa préinflamatdria das suas células mononucleares frente ao
controle metabdlico, sugerindo ser a infeccdo periodontal cronica severa nao-tratada um
fator de manutencdo ou ativagdo da reatividade imunolégica sobrepujando o efeito
modulador desta primeira interven¢do clinica, foi observado um padrdo de redugdo do
potencial préinflamatério das células mononucleares circulantes frente ao tratamento
periodontal, sugerindo a capacidade anti-inflamatéria sistémica desta terapia e a
necessidade da mesma como terapia adjunta para se alcancar um controle metabdlico mais
eficiente nos individuos diabéticos tipo 2.

Corroborando com estes resultados, Lalla et al. (2007) demonstraram uma
reducdo significativa de 47% na porcentagem de mondcitos CD14" de 78% na porcentagem
de macréfagos produtores de TNF-a, sem estimulo, apesar de ndo ter havido diferenga na
porcentagem destas células quando estimuladas, comprando-se antes e 4 semanas apds O
tratamento periodontal. Este estudo também verificou o possivel efeito modulador do
tratamento periodontal sobre o potencial prdinflamatério das células mononucleares, porém
este efeito foi mais evidenciado nas células sem estimulo do que naquelas estimuladas por
LPS, diferentemente do presente estudo, em que este efeito foi mais pronunciado nas
células estimuladas. As comparagdes entre ambos os estudos guardam limitacdes, na
medida em que este apresentado utilizou uma metodologia celular-molecular e protocolo de
tratamento periodontal diferentes, ndo incluindo terapia antibidtica adjunta, além de ter
envolvido individuos com ambos os tipos de diabetes, com grande varia¢do de duracdo de
doenca e nivel de controle metabdlico, incluindo ainda fumantes. Devido a auséncia de
evidéncia anterior ao estudo de Lalla et al (2007) acerca do tempo necessdrio para se
evidenciar o efeito anti-inflamatério sistémico do tratamento periodontal em pacientes
diabéticos, estes autores optaram pelo tempo de avaliacdo de 4 semanas apds o tratamento
pelo fato de, apesar de ser um periodo curto para a avaliagdo da reparagdo tecidual

periodontal, um periodo mais longo poderia promover a reinfeccdo de sitios periodontais
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e/ou dilui¢do do efeito sistémico da terapia periodontal. No presente estudo, optou-se pelo
periodo de 4 a 6 semanas pelas mesmas razdes apontadas previamente associada ao fato
deste periodo promover um menor risco para a a recidiva do descontrole metabdlico apds a
internacdo hospitalar, ja que esta Tultima andlise imunocelular foi realizada
aproximadamente 8 a 10 semanas apds esta intervengdo clinica. A extensdo para 6 semanas
deveu-se a necessidade de adaptacdo do protocolo experimental as vdrias atividades
realizadas concomitantemente durante o presente estudo, bem como as necessidades
individuais dos pacientes.

Pela técnica do PCR em tempo real, os resultados deste estudo que avaliaram a
influéncia do tratamento periodontal na resposta imunoldgica sist€émica de individuos
diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa, através da andlise da expressdo relativa
dos genes correspondentes as citocinas proinflamatérias TNF-a, IL-1, IL-8 e IL-6 pelas
células mononucleares aderentes de sangue periférico destes individuos, sdo inéditos.
Assim, apesar da auséncia de diferencas significativas entre as expressdes relativas dos
genes estudados pelas células mononucleares aderentes estimuladas, comparando-se os
resultados obtidos 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal em relacao aqueles obtidos
antes da internacdo, bem como em relagdo aqueles obtidos apds a obtencdo do controle
metabdlico, observou-se um padrdo de manutengdo ou discreta diminui¢do da expressao
génica correspondente as citocinas TNF-a, IL-8 e IL-6 4 a 6 semanas apds o tratamento
periodontal em relacdo ao momento anterior a internacdo hospitalar associada a uma
discreta diminui¢cdo da expressao relativa referente a estas mesmas citocinas em relacdo ao
momento apds o controle metabdlico. Tragando-se um paralelo entre os resultados obtidos
com o ELISA e aqueles obtidos com o PCR em tempo real para as células estimuladas,
levando-se em consideracdo as devidas limitacdes para tal comparagdo, observou-se uma
correspondéncia no comportamento celular dos individuos diabéticos tipo 2 com
periodontite cronica severa frente ao tratamento periodontal, avaliada por ambas as
técnicas, de modo a corroborar com a capacidade desta terapia de, reduzindo o potencial
préinflamatério dos mondcitos circulantes, contribuir para a reducao do estado inflamatério

caracteristico do diabetes tipo 2, auxiliando no aumento a sensibilidade a insulina e na

restauracdo de um adequado controle metabdlico.
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Em relacdo a influéncia do tratamento periodontal na expressao relativa dos
genes estudados correspondentes as citocinas préinflamatdrias analisadas nas células
mononucleares ndo estimuladas (basais), verificou-se um comportamento celular distinto ao
das células estimuladas, na medida em que, somando-se os efeitos do controle metabdlico e
do tratamento periodontal, demonstrou-se uma hiperexpressao significativa dos genes IL-
1B e IL-6 de 6 e 5 vezes respectivamente 4 a 6 semanas apds o tratamento periodontal em
relacdo a0 momento antes da internacdo, ndo havendo diferengas significativas nas
expressoes dos genes TNF-a e IL-8. Jd em relagdo ao efeito do tratamento periodontal,

apesar de nao terem sido evidenciadas diferencas nas expressdes relativas dos genes

estudados, observou-se um padrdo de aumento nos niveis de RNAm de IL-13 e [L-6 4 a 6
semanas apds ao tratamento periodontal em relagio ao momento apds o controle
metabdlico. Diante desses resultados, sugere-se que a tendéncia de aumento na capacidade
reativa imunoinflamatoria, j4 demonstrada pelo grupo teste frente ao controle metabdlico,
perpetuou-se frente ao tratamento periodontal em relacdo as citocinas IL-1p e IL-6, nas
células ndo estimuladas. Na medida em que, como ja foi discutido, o modelo das células
basais parece ser mais adequado para se avaliar a capacidade reativa imunoldgica das
mesmas, € plausivel que o tratamento da infec¢do periodontal, reduzindo localmente a fonte
de carga antigénica e de mediadores inflamatérios que contribuem para a ativacio
imunoldgica inata sistémica, tenha promovido uma melhora adjunta ao controle metabdlico
na sensibilidade insulinica destes individuos do grupo teste, contribuindo para o aumento
da sua capacidade de producdo insulinica e para o alcance do seu estado normoinsulinico, o
que refletiu na sua maior reatividade imunoinflamatdéria. Ao passo que, como o modelo das
células estimuladas parece ser mais adequado para se avaliar a capacidade de controle da
resposta inflamatéria celular frente a estimulos inflamatérios, o efeito de reducdo do
potencial proéinflamatério das células mononucleares estimuladas promovido pelo
tratamento periodontal, mais evidenciado pelo ELISA, pode também estar associado ao fato
desta terapia ter melhorado a efetividade dos mecanismos de tolerancia das células do
grupo teste frente a estimulos agressores como o LPS, devido a eliminag¢do da ativacdo
inflamatdria e antigénica relacionada a infec¢@o periodontal, auxiliando os efeitos benéficos

imunoldgicos do controle metabdlico.
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Diante deste efeito modulador inflamatério sistémico, auxiliando na restauracio
da sensibilidade insulinica dos pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa,
a hipétese de que o controle metabdlico pode ser melhorado por um tratamento periodontal
efetivo associado a terapia antibidtica adjunta (Iwamoto ef al., 2001; Rodrigues et al., 2003;
O’Connell et al., 2008) foi confirmada pelo presente estudo. Somando-se o efeito do
tratamento periodontal ao do controle metabdlico obtido com a internacdo hospitalar sobre
as varidveis clinicas e laboratoriais metabdlicas analisadas, comparando-se os valores
obtidos antes do controle metabdlico com aqueles obtidos 3 a 6 semanas apds o tratamento
periodontal, verificaram-se reducdes significativas na glicemia em jejum e na HbAlc, os
quais alcancaram limiares mais recomenddveis para a manutencdo de um adequado
controle glicémico em individuos diabéticos (American Diabetes Association, 2009). Nao
foram verificadas, porém, diferencas significativas nas demais varidveis, tais como, peso,
IMC, colesterol total, triglicérides, HDL e LDL. Como os pacientes com periodontite
crOnica severa ndo apresentavam perfis hiperlip€micos antes da internacdo, apesar de
apresentarem sobrepeso, estes resultados comprovam a obtencdo de um bom controle
metabolico, sobretudo indicando a manutencdo de uma dieta adequada, mesmo apds o
término da internacdo. A manutencdo do adequado controle metabdlico, tanto lipidico
como glicémico, observada neste estudo, refletindo um controle dietético mesmo apds o
término da internacdo, é de extrema importincia para a evidenciagdo do real efeito do
tratamento periodontal no controle metabdlico, visto que alteragdes dietéticas (ingestdo em
excesso de nutrientes caldricos e gordurosos), resultando em altas concentragdes de 4cidos
graxos livres e glicose circulantes, ativam mecanismos de resisténcia insulinica como os
eixos IKKB/NF-kB e JNK, contribuindo para o estado inflamatério caracteristico do
diabetes tipo 2 (Shoelson et al., 2006; Fernandez-Real & Pickup, 2007), podendo, entdo,
mascarar ou diluir o efeito modelador inflamatério do tratamento periodontal.

Observando-se apenas o efeito do tratamento periodontal sobre a HbAlc,
comparando-se os resultados obtidos apds a interna¢do com aqueles obtidos 3 a 6 semanas
apods o tratamento, verificou-se uma reducao adicional e significativa de 1,6% em relacdo a
reducdo também significativa de 1,1% obtida com o controle metabdlico, evidenciando-se

um efeito benéfico e adicional alcancado pelo tratamento periodontal associado a terapia
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antibidtica sistémica no controle metabdlico dos individuos diabéticos tipo 2, no presente
estudo. Estes resultados foram corroborados por O’Connell ef al. (2008), que evidenciaram
uma reducdo significativa de 1,5% na HbAlc, avaliada 3 meses apds a terapia em estigio
unico associada a doxiciclina sist€émica. Rodrigues et al. (2003), por sua vez verificaram
uma redugdo ndo significativa de 0,3% na HbAlc, avaliada 3 meses apds a terapia em
estdgio unico associada a amoxicicilina + dcido clavulanico, verificando, por outro lado
uma reducdo significativa de 1,2% na HbAlc quando instituida apenas a terapia mecanica
em estdgio Unico. Apesar destes estudos terem demonstrado uma influéncia positiva do
tratamento periodontal associado a terapia antibidtica no controle metabdlico de pacientes
diabéticos tipo 2, eles diferiram do presente estudo ndo s6 em relacdo as terapias
antibidticas, sugerindo-se ser a menos efetiva a associacdo de amoxicicilina + dcido
clavulanico, como também em relacdo ao periodo de reavaliacdo da HbAlc. No presente
estudo, sabendo-se que a HbAlc mede os niveis de hemoglobina glicada, estimando a
média dos niveis glicémicos sanguineos dos ultimos 30 a 90 dias, mais indicada de ser
registrada a cada 2 ou 3 meses (Mealey & Oates, 2006) como foi realizado nos estudos
previamente analisados, o periodo real de reavaliagdo da HbAlc foi de 7 a 10 semanas,
visto que as comparagdes foram feitas entre os resultados obtidos no udltimo dia de
internacdo com aqueles obtidos 3 a 6 semanas apds o tratamento periodontal, sendo este
realizado dentro de um periodo miaximo de 1 més apds a internagdo. Além disso,
diferentemente dos demais estudos, nos quais ndo houve nenhum controle ou
monitoramento de outras varidveis metabdlicas, no presente estudo, além de terem sido
avaliadas varidveis lipidicas, o tratamento periodontal foi propositadamente feito logo apds
a adequacdo do controle metabdlico, para se evitar ao maximo a interferéncia de alteracdes
dietéticas, evidenciando-se com mais precisdo a real influéncia do tratamento periodontal
no controle metabdlico.

Por outro lado, outros estudos verificaram que, apdés 3 e 4 meses
respectivamente, a terapia periodontal ndo-cirirgica convencional associada a utilizacdo
sisttmica de doxiciclina 100mg/d por 14 dias ndo foi capaz de promover redugdes
significativas nos niveis de HbAlc de individuos diabéticos tipo 2 com periodontite cronica

(redugdo de 0.2% 3 meses ap6s o tratamento periodontal) / (reduc@o de 0.7% 4 meses apds
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o tratamento periodontal) (respectivamente Promsudthi et al., 2005; Jones et al., 2007). A
concordancia destes estudos com os resultados da meta-andlise proposta por Janket et al.
(2005) demonstra como os resultados acerca da influéncia da terapia periodontal no
controle metabdlico, mesmo com terapia antibidtica adjunta, sdo controversos, devido a
inimeros fatores de diferengas metodoldgicas tais como: nivel inicial de controle
metabdlico da amostra (alteragdes na HbAlc sdo mais evidentes em pacientes mais
pobremente controlados); variabilidade de critérios de diagndstico de doenca periodontal,
sendo as amostras compostas com vdrios niveis de severidade de doenga, subestimando o
efeito da infec¢do periodontal; incorporagdo de fatores de confundimento como pacientes
fumantes nas amostras; variabilidade de aderéncia dos pacientes ao tratamento antibi6tico;
os quais foram cuidadosamente observados no presente estudo. O fato da magnitude das
reducdes nos niveis de HbAlc ndo terem sido estatisticamente significativas na meta-
andlise ndo pode sobrepujar a relevancia clinica de uma reducio de 0,7% encontrada, que
no presente estudo foi de 1,6%, atribuida ao tratamento periodontal associado a terapia
antibidtica em individuos diabéticos tipo 2, desde que a classe menos potente de
antidiabético oral, os inibidores da a-glicosidade, reduz a HbAlc em uma magnitude de 0.5
a 1% (Powers, 2006). Outras classes de antidiabéticos orais, como os secretagogos de
insulina, as biguanidas, as tiazolidinedionas e a terapia nutricional associada a atividade
fisica, apresentam um maior potencial de reducdo da HbAlc, reduzindo-a em 1 a 2%
(Powers, 2006). De acordo com os estudos dos grupos DCCT research group, (1993) e
UKPDS group, (1998), a cada reducdo de 1% na HbAlc corresponde a uma reducio de
35% nas complicagdes microvasculares, de modo que reducdes a partir de 0,5% ja
configuram em menores riscos de desenvolvimento de complicagdes cronicas do diabetes.
Além disso, ainda segundo estes estudos, regimes de tratamento que reduzam a HbAlc a
uma média em torno de 7,0%, ou mesmo até 1% acima desta média considerada como
referéncia para um adequado controle metabdlico, estdo associados a ocorréncia de
menores complicacOes microvasculares cronicas. Assim, desde que o tratamento
periodontal apresenta o mesmo poder de reducdo da HbAlc em relacdo a outras terapias
antidiabéticas, tendo demonstrado no presente estudo um potencial ainda superior de

reducdo desta varidvel (1,6%) contribuindo para o alcance de niveis mais adequados de
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controle metabdlico, entre 7 e 8% (7,8%), este deve ser indicado como uma terapia
alternativa e adjunta na promocdo de uma melhor sensibilidade insulinica bem como no
alcance de um melhor controle metabdlico em pacientes diabéticos tipo 2 portadores de
periodontite cronica.

Em relacdo ao efeito do tratamento periodontal sobre outras varidveis
metabdlicas analisadas no presente estudo, comparando-se os valores obtidos apds a
internacdo com aqueles obtidos 3 a 6 semanas apos o tratamento periodontal, ndo foram
verificadas diferengas significativas nos niveis de glicemia em jejum, porém esta se
manteve dentro dos valores adequados para um controle glicémico eficiente para pacientes
diabéticos (American Diabetes Association, 2009). Ao mesmo tempo, houve uma tendéncia
de aumento no colesterol total e aumentos significativos no HDL e LDL, alteracdes estas
compativeis com valores considerados adequados para a manuten¢do de um bom controle
metabdlico em pacientes diabéticos (American Diabetes Association, 2009). Nos estudos de
Rodrigues et al. (2003) bem como no de O’Connell et al. (2008), também nao foram
evidenciadas diferencas significativas nos niveis de glicemia em jejum, porém estes
mantiveram-se elevados 3 meses apds os tratamentos periodontais instituidos, sendo
respectivamente 210+64 mg/dL e 236,6£95,1 mg/dL. Na medida em que essas varidveis
metabdlicas sdo passiveis de alteragdes em curto periodo de tempo, sendo altamente
influenciadas por alteracdes dietéticas, refletindo o estado de controle glicémico ou lipidico
de maneira mais pontual, estas pequenas variagdes evidenciadas no presente estudo
demonstram como o ndo controle rigido, sobretudo dos fatores dietéticos por parte do
paciente, intervindo no controle metabdlico, podem mascarar ou diluir o efeito do
tratamento periodontal, de modo que periodos de avaliacdo mais extensos podem ndo ser
adequados para tal avaliacdo, sendo responsdveis por resultados negativos acerca da
influéncia do tratamento periodontal no controle metabdlico.

Em relacdo a dosagem de proteinas inflamatorias, apesar dos niveis de proteina-
C-reativa terem se mantido dentro dos niveis de normalidade para os métodos empregados
para sua avaliagdo no presente estudo, em todos os tempos observacionais como também
em ambos os grupos, verificou-se uma diminui¢do significativa no grupo teste nos seus

niveis (0,5340,48 / 0,33+£0,23 mg/dL; p=0,03), através da acdo conjunta do controle
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metabdlico e do tratamento periodontal. Desde que a proteina-C-reativa representa uma das
principais proteinas de fase aguda, sendo considerada fator preditor independente para o
diabetes tipo 2 (Hu et al., 2004), como também apresentando niveis significativamente
aumentados em individuos com periodontite (Loos, 2005), € esperado que o tratamento
periodontal, contribuindo para a diminui¢do do estado inflamatdrio sist€émico caracteristico
do diabetes tipo 2 por meio da redu¢do da infecc¢do e inflamacgdo periodontal, também possa
contribuir para uma redugdo nos niveis séricos deste mediador. Assim, o resultado do
presente estudo, corroborado por Lalla et al. (2007) que evidenciou uma redugdo
significativa de 37% nos niveis séricos de proteina-C-reativa 4 semanas apds o tratamento
periodontal convencional de pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica moderada
a severa, reforca a hipétese de que o tratamento periodontal, contribuindo para uma redugdo
sist€tmica da ativagdo imunoldgica inflamatéria induzida por citocinas e mediadores
inflamatorios, pode auxiliar na restauracdo da sensibilidade insulinica, contribuindo para
um controle metabdlico mais adequado nos pacientes diabéticos tipo 2.

Diante das limitacdes do presente estudo, sobretudo em esclarecer os
mecanismos imunomoleculares que norteiam a influéncia da periodontite cronica, bem
como do tratamento periodontal, na resposta imunoldgica de pacientes diabéticos tipo 2,
novos estudos sdo necessarios para a investigacao de tais mecanismos, sobretudo acerca da
interrelacdo da periodontite com outros fatores que influenciam esta patologia como a
hiperinsulinemia e a obesidade. Diante da pluralidade de comorbidades que os pacientes
diabéticos tipo 2 apresentam, tais como obesidadade, dislipidemia, hipertensdo, sendo em
sua maioria caracterizados como portadores de Sindrome Metabdlica, estudos futuros
devem explorar a interrelacio da peridontite com tal sindrome, ressaltando ndo s6 a
influéncia da periodontite bem como do tratamento periodontal no controle glicémico
destes individuos mas na resisténcia insulinica, avaliando-se indices de resisténcia
insulinica bem como os seus niveis séricos, uma vez que constitui o fator de interligacao
entre todas estas comorbidades. Além disso, diante do ndmero reduzido de pacientes
analisados, estudos envolvendo amostras maiores sdo necessarios para melhor caracterizar
o potencial préinflamatério das células mononucleares circulantes na periodontite associada

ao diabetes e em relac@o a sua resposta ao tratamento periodontal. Vale ressaltar ainda que
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este representa o primeiro estudo de dupla intervengdo clinica oro-sist€mica efetuado em

individuos diabéticos tipo 2 portadores de periodontite cronica severa.
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7. Conclusoes

Assim, demonstrou-se o papel modulador da periodontite cronica severa na
resposta imunoldgica dos pacientes diabéticos tipo 2, refletido pela manutenc¢do do
potencial préinflamatdrio das células mononucleares circulantes mesmo em vigéncia de um
controle metabdlico adquirido por internag¢do hospitalar. A periodontite cronica severa pode
entdo representar um fator de ativacdo ou manuten¢do da reatividade imunoldgica,
perpetuando o estado sistémico inflamatério cronico subclinico associado a patogénese do
diabetes mellitus tipo 2, constituindo fator de risco ao agravamento da resisténcia insulinica
e piora do controle metabdlico nestes pacientes.

Além disso, demonstrou-se que o tratamento periodontal, através da redu¢do da
infeccdo e inflamacdo local, evidenciada pela melhoria dos pardmetros clinicos
periodontais, pode exercer um efeito anti-inflamatorio sistémico, refletido pelo padrdo de
diminui¢@o do potencial préinflamatério de mondcitos circulantes, auxiliando a restaurar a
sensibilidade insulinica e facilitando o alcance de um controle metabdlico mais adequado
em pacientes diabéticos tipo 2 com periodontite cronica severa, evidenciado por reducdes

significativas na HbAlc destes pacientes.
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Apéndice 1

Caracterizag@o dos pacientes do grupo controle quanto a presenca de complicagdes cronicas.

Grupo controle

CL CR PROT 24H GL 24H FO ECG
C.N.M. 128 66,5 9,1 NL NL
Retinop it
A.P. 109,2 55,9 ND prolif NL
Retinop i
M.C.N.A. 103,9 74,5 12,7 prolif NL
J.ML.S. 99 193,6 9,2 NL NL
E.S.R.O. 72 1543,5 43,3 NL NL
E.V.A.S. 90,4 ND 7,2 NL NL
S.A.R.O. 1114 167,2 2,0 NL NL
0.A.M. 105 182,2 203,9 NL NL
L.A.P.S.T. ND ND ND NL NL
L.G.C.O. 95 0,0 4,1 NL NL
MEDIA 101,5 285,4 36,4
DP 15,5 513,0 68,9

CLCR: clearance de creatinina mL/min/1.73m2; PROT 24H: proteinudria de 24 horas (mg/24h); GL FR:
glicostria fracionada (g/24h); FO: fundo de olho; ECG: eletrocardiograma; NL: normal; ND: ndo dosado.
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Apéndice 2

Caracterizag@o dos pacientes do grupo teste quanto a presenga de complicagdes cronicas.

Grupo teste

CL CR PROT 24H GL 24H FO ECG
L.H.F. 136 296,9 11,9 NL NL
I.C.S. 90,2 16,7 NL NL
J.E. 101 234 24,8 NL NL
Retinop i

A.M.S.B. 37 1694 17,8 prolif NL
R.L.S.F. 82,2 106,2 8,7 NL NL
J.C.P. 121,9 0,0 0 NL NL
S.P.C.S. 93,2 215,6 2304 NL NL
G.D.C. 86,7 87,5 1,521 NL NL
G.S.C. 84,5 172,8 80,5 NL NL
A.AM. 124,3 158,4 16,9 NL NL
MEDIA 95,7 145,8 46,6

DP 27,9 94,2 74,1

CLCR: clearance de creatinina mL/min/1.73m” PROT 24H: proteindria de 24 horas (mg/24h); GL FR:

glicostria fracionada (g/24h); FO: fundo de olho; ECG: eletrocardiograma; NL: normal.
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Apéndice 3

Meédia (pg/mL), erro padrdo, intervalo de confianga e valores de p para as comparacdes entre os niveis de
TNF-a nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas e estimuladas, levando-se em consideragdo ou ndo a

divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula Média Erro Intervalo D
(pg/mL) Padrao de
Confianca
Amostra 0 BAS 21,27 6,03 -1434,78 / <0,01*
total LPS 961,62 178,5 - 456,81
Amostra 1 BAS 62,82 27,02 -1313,60 / 0,01*
total LPS 834,52 247,7 -237,15
Controle 0 BAS 16,02 6,1 -1529,51/ <0,01*
LPS 973,29 231,1 -312,93
Controle 1 BAS 54,71 51,2 -909,18 / 0,51
LPS 299,42 85,5 454,19
Teste 0 BAS 27,39 10,8 -1631,17 / <0,01*
LPS 949,96 278,9 -353,20
Teste 1 BAS 70,92 28,7 -2069,18 / <0,01*
LPS 1429,06 445,35 -686,61
Teste 2 BAS 33,96 16,6 -1758,71 / 0,03*
LPS 841,26 229,8 -108,14

*Estatisticamente significativo.
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Apéndice 4

Média (pg/mL), erro padréo, intervalo de confiancga e valores de p para as comparagdes entre os niveis de IL-
1B nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas e estimuladas, levando-se em consideragio ou ndo a divisao

dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula Média Erro Intervalo D
(pg/mL) Padrao de
Confianca
Amostra 0 BAS 67,98 14,1 2356,86 / <0,01*
Total LPS 1604,62 298.8 - 735,82
Amostra 1 BAS 56,05 18,6 -2260,45/ <0,01*
Total LPS 1490,41 4804 - 670,78
Controle 0 BAS 83,47 20,58 2550,67 / <0,01*
LPS 1618,99 395.8 -560,23
Controle 1 BAS 36,52 10,2 -1489,11/ 0,38
LPS 524,87 114,3 572,48
Teste 0 BAS 44,74 14,4 2730,26 / 0,01*
LPS 1590,25 464,5 -470,66
Teste 1 BAS 75,59 35,95 -3517,01/ <0,01*
LPS 2455,95 8649 -1455,46
Teste 2 BAS 22,51 8.4 -2890,46 / 0,01*
LPS 1589,63 368,3 -485,32

*Estatisticamente significativo.

171



Apéndice 5

Meédia (pg/mL), erro padrdo, intervalo de confianga e valores de p para as comparagdes entre os niveis de IL-8
nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas e estimuladas, levando-se em consideracdo ou ndo a divisdo

dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula Média Erro Intervalo y
(pg/mL) Padriao de
Confianca
Amostra 0 BAS 699,21 149,1 -12096,00 /  <0,01*
Total LPS 8953,32 2109,2 - 4753,55
Amostra 1 BAS 1980,68 981,1 9499,92 / 0,01*
Total LPS 7082,10 19444 -1414,73
Controle 0 BAS 782,18 211,9 -12520,00 / <0,01
LPS 8482,17 2717.8 -2879.,99
Controle 1 BAS 437,98 173,2 8707,52 / 0,24
LPS 3448,15 884,44 2234,43
Teste 0 BAS 595,50 207,9 -14509,00 /  <0,01*
LPS 9424,47 33374 -4227,93
Teste 1 BAS 3523,38 1836,3 -13173,00 / 0,01*
LPS 10716,04 3415,2 -2243,14
Teste 2 BAS 1103,91 520,1 9663,97 / 0,04*
LPS 5947,88 1880,7 -239,63

*Estatisticamente significativo.
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Apéndice 6

Média (pg/mL), erro padrio, intervalo de confianga e valores de p para as comparagdes entre os niveis de IL-6
nos sobrenadantes das células ndo-estimuladas e estimuladas, levando-se em considera¢do ou nédo a divisao

dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula Média Erro Intervalo y
(pg/mL) Padriao de
Confianca
Amostra 0 BAS 253,45 68,2 -5390,43 /-  <0,01%
Total LPS 4018,10 810,6 2212,11
Amostra 1 BAS 196,85 63,91 -4652,94/-  <0,01*
Total LPS 3174,18 889,2 1441,72
Controle 0 BAS 271,81 94,3 -5873,91/-  <0,01%
LPS 4032,34 1089,6 1730,80
Controle 1 BAS 85,56 34,16 -3650,22 / 0,13
LPS 1613,50 550,02 492,88
Teste 0 BAS 229,84 1074 -6068,15/-  <0,01*
LPS 4003,85 1247,5 1601,38
Teste 1 BAS 339,94 125,8 -6972,56 /-  <0,01*
LPS 4908,27 1650,9 2415,94
Teste 2 BAS 161,95 48,4 -5236,26 /-  <0,01*
LPS 3311,75 672,3 1094,79

*Estatisticamente significativo.
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Apéndice 7

Médias (ACt) e (225, desvio padrio, valores de p e valores de “fold” para as comparacdes entre a expressio
relativa do gene TNF-a pelas células estimuladas em relagdo as células ndo-estimuladas levando-se em

considera¢do ou ndo a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula Média Desvio Média  Desvio Fold
(ACt)  Padrio (2% Padrio LPS/BAS

(1))
Amostra 0 BAS 3,54 2,06 3,63 5,75 7,45
total LPS 0,76 1,95 28,68 57,90 (<0,01)*
Amostra 1 BAS 3,00 2,16 2,76 4,21 5,25
total LPS 0,57 2,28 15,91 24,98 (<0,01)*
Controle 0 BAS 2,68 1,94 3,14 4,10 3,50
LPS 0,34 2,22 23,69 42,71 (<0,01)*
Controle 1 BAS 2,48 2,19 2,91 4,05 6,34
LPS 0,63 2,84 12,66 16,83 (<0,01)*
Teste 0 BAS 4,39 1,89 1,75 2,18 8,84
LPS 1,18 1,66 13,25 12,42 (<0,01)*
Teste 1 BAS 3,53 2,11 2,16 2,45 5,41
LPS 0,51 1,72 20,38 39,40 (<0,01)*
Teste 2 BAS 3,98 1,23 1,56 1,83 10,27
LPS 0,83 1,04 11,69 7,81 (<0,01)*

*Estatisticamente significativo.
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Apéndice 8

Médias (ACt) e (225Y), desvio padrio, valores de p e valores de “fold” para as comparagdes entre a expressao
relativa do gene IL-1P pelas células estimuladas em relagdo as células ndo-estimuladas levando-se em

considerac@o ou ndo a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula  Média Desvio Média  Desvio Fold
(ACt)  padrio  (224CY Padrio LPS/BAS

»)

Amostra 0 BAS 0,05 2,39 6,67 2058 39,96
Total LPS  -517 1,22 60,33 5897  (<0,01)*

Amostra 1 BAS  -0,44 1,91 2,37 2,94 23,82
Total LPS  -4,62 1,79 32,14 2921  (<0,01)*

Controle 0 BAS  -1,31 2,30 1335 30,42 33,02
LPS  -5,60 1,21 84,79 7893  (<0,01)*

Controle 1 BAS  -0,85 1,70 2,43 2,84 22,43
LPS  -4,44 2,21 2937 2889  (<0,01)*

Teste 0 BAS 1,40 1,65 2,10 2,43 77,49
LPS  -4,73 1,13 107,42 8336  (<0,01)*

Teste 1 BAS  -0,04 2,10 4,50 6,28 52,95
LPS  -4,81 1,35 6938 6129  (<0,01)*

Teste 2 BAS  -0,91 2,51 2,61 3,90 25,07
LPS  -584 0,78 3045 16,18  (<0,01)*

*Estatisticamente significativo.
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Apéndice 9

Médias (ACt) e (225, desvio padrio, valores de p e valores de “fold” para as comparacdes entre a expressio
relativa do gene IL-8 pelas células estimuladas em relacdo as células ndo-estimuladas levando-se em

consideracdo ou ndo a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula  Média Desvio Média  Desvio Fold
(ACt)  Padrio (2°%4¢) Padrio LPS/BAS

)
Amostra 0 BAS -0,72 1,93 2,32 3,54 6,79
Total LPS -4,08 1,30 15,38 15,20 (<0,01)*
Amostra 1 BAS -1,19 1,60 1,56 1,82 5,17
Total LPS -3,94 1,94 13,04 19,45 (<0,01)*
Controle 0 BAS -1,96 1,62 3,03 3,30 4,66
LPS -4,24 1,57 14,04 13,46 (<0,0)*
Controle 1 BAS -1,66 1,01 1,37 1,00 5,36
LPS -3,82 2,34 10,13 10,86 (<0,01)*
Teste 0 BAS 0,52 1,34 1,08 0,88 14,71
LPS -3,92 1,03 22,33 21,93 (<0,01)*
Teste 1 BAS -0,73 1,98 2,30 3,56 6,53
LPS -4,07 1,56 21,48 37,72 (<0,01)*
Teste 2 BAS -0,43 1,47 0,94 0,80 7,57
LPS -3,85 0,70 7,50 3,39 (<0,01)*

*Estatisticamente significativo.
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Apéndice 10

Médias (ACt) e (225, desvio padrio, valores de p e valores de “fold” para as comparacdes entre a expressio

relativa do gene IL-6 pelas células estimuladas em relacdo as células ndo-estimuladas levando-se em

considerac@o ou ndo a divisdo dos grupos, bem como em todos os tempos observacionais do estudo.

Grupo Tempo Célula  Média  Desvio Média  Desvio Fold
(ACt)  Padrio (244¢Y) Padrio LPS/BAS

()
Amostra 0 BAS 9,71 2,75 3,55 8,59 88,90
Total LPS 2,66 0,90 120,37 75,71 (<0,01)*
Amostra 1 BAS 8,98 2,50 3,55 6,44 83,84
Total LPS 2,91 1,88 128,52 156,00 (<0,01)*
Controle 0 BAS 8,53 2,27 2,74 5,53 42,29
LPS 2,72 0,96 57,82 41,00 (<0,01)*
Controle 1 BAS 8,54 2,78 2,27 3,84 33,31
LPS 3,18 2,22 53,84 63,47 (<0,01)*
Teste 0 BAS 11,17 2,69 5,73 8,28 501,7
LPS 2,60 0,89 698,74 406,07 (<0,01)*
Teste 1 BAS 9,48 2,21 5,28 7,89 246,7
LPS 2,64 1,54 375,10 480,66 (<0,01)*
Teste 2 BAS 9,03 2,88 7,26 15,55 128,05
LPS 2,42 2,42 142,73 73,09 (<0,01)*

*Estatisticamente significativo.
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