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RESUMO

A Periodontite (PE) é uma doenca cronica inflamatoria multifatorial que afeta os
tecidos de suporte dos dentes e esta relacionada a microbiota subgengival e a fatores
imuno inflamatoérios do individuo. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € um disturbio
metabdlico complexo e multifatorial, e alguns dos fatores contribuintes para seu
agravamento sao o estilo de vida do paciente, dieta, genética, obesidade e idade. Um
dos fatores de risco para a PE é o DM2 n&o controlado, a presenca e a PE também
pode contribuir para a dificuldade de controle glicEmico em pacientes diabéticos.
Probioticos tém sido considerados uma terapia adjunta tanto no manejo da PE como
na regulacdo de fatores glicémicos em pacientes diabéticos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da administracao oral da cepa probiética Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 (B. lactis HN019), como adjunto a raspagem e
alisamento radicular (RAR), em marcadores da resposta imunoinflamatoéria do
hospedeiro no fluido crevicular gengival (FCG) de pacientes portadores de DM2 e PE
estagio Il graus B ou C generalizada. Trinta e oito pacientes foram randomizados nos
grupos: Probidtico (PROB, n = 19; pacientes tratados com RAR associada ao uso de
pastilhas probioticas) e Controle (C, n = 19; pacientes tratados com RAR associada
ao uso de pastilhas placebo). No baseline (T0), os pacientes foram submetidos a RAR
e receberam a orientagdo de consumirem as pastilhas 2 vezes ao dia, durante 3 meses
(T3). Nos periodos TO e T3, as amostras de FCG foram coletadas e analisadas por
meio de imunoensaios enzimaticos (Luminex®MAGpix technology, Austin, TX,
Estados Unidos). Os dados foram estatisticamente analisados (Shapiro-Wilk,
Wilcoxon, p <0,05). Nao houve diferencas significativas nas comparacdes intragrupos,
entre os tempos TO e T3, das razdes IL-1p/IL-10, IL-1B/IL-4, TNF-ao/IL-4 e IL-17A/IL-4
(p > 0,05). Ambos os grupos apresentaram reducao significativa, entre os tempos TO
e T3, nas razdes IL-6/IL-4 e IL-6/IFN-y (p < 0,05). Somente o grupo PROB apresentou
reducdo significativa, apdés 3 meses, na razao IL-1B/IFN-y (p < 0,05). Dentro das
limitacOes do presente estudo, pode-se concluir que a RAR promoveu alteracdes em
alguns marcadores imuno-inflamatérios do FCG, e o uso adjuvante do probiético B.
lactis HNO19 levou a mudangas adicionais, em individuos portadores de DM2 e
periodontite.



ABSTRACT

Periodontitis (PE) is a chronic multifactorial inflammatory disease that affects the
supporting tissues of the teeth and is related to the individuals subgingival microbiota
and immuneinflammatory factors. Type 2 diabetes mellitus (DM2) is a complex and
multifactorial metabolic disorder, and some of the factors contributing to its worsening
are the patient's lifestyle, diet, genetics, obesity and age. One of the risk factors for PE
is uncontrolled DM2, and the presence of PE can also contribute to the difficulty of
glycemic control in diabetic patients. Probiotics have been considered an adjunct
therapy both in the management of PE and in the regulation of glycemic factors in
diabetic patients. The aim of this study was to evaluate the effects of oral administration
of the probiotic strain Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 (B. lactis HN0O19),
as an adjunct to scaling and root planing (SRP), on markers of the host
immunoinflammatory response in the gingival crevicular fluid (GCF) of patients with
DM2 and generalized stage 11l PE grades B or C. Thirty-eight patients were randomized
into groups: Probiotic (PROB, n = 19; patients treated with SRP associated with the
use of probiotic lozenges) and Control (C, n = 19; patients treated with SRP associated
with the use of placebo lozenges). At baseline (T0), the patients underwent SRP and
were instructed to consume the lozenges twice a day for 3 months (T3). At TO and T3,
GCF samples were collected and analyzed using enzyme immunoassays
(Luminex®/MAGpix technology, Austin, TX, United States). The data was statistically
analyzed (Shapiro-Wilk, Wilcoxon, p < 0.05). There were no significant differences in
intra-group comparisons between times TO and T3 in the IL-1B/IL-10, IL-1B/IL-4, TNF-
a/lL-4 and IL-17A/IL-4 ratios (p > 0.05). Both groups showed a significant reduction
between TO and T3 in the IL-6/IL-4 and IL-6/IFN-y ratios (p < 0.05). Only the PROB
group showed a significant reduction in the IL-1B/IFN-y ratio after 3 months (p < 0.05).
Within the limitations of the present study, it can be concluded that SRP promoted
changes in some immunoinflammatory markers of GCF, and the adjuvant use of the
probiotic B. lactis HNO19 led to additional changes in individuals with DM2 and

periodontitis.
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1. INTRODUCAO

A periodontite (PE) € uma doenca inflamatéria crénica que leva a perda dos
tecidos que suportam as unidades dentarias. A PE € uma condicdo altamente
prevalente e estima-se que 10 a 15% da populacdo mundial seja afetada por formas
avancadas da doencal. Atualmente, a PE é uma preocupacéo significativa da salude
publica, devido ao seu papel na patogénese de varias doencas com risco de vida,
incluindo acidentes vasculares cerebrais e aterosclerose?.

A PE é resultante de uma complexa inter-relagdo entre a comunidade
bacteriana residente em biofilme, a resposta imunoinflamatéria do hospedeiro e
fatores ambientais modificadores®. De acordo com a “hipétese da placa ecoldgica”,
gue vem sendo amplamente aceita, a resposta do hospedeiro apresenta um papel-
chave na patogénese da PES. Na presenca de uma resposta imunoinflamatéria
inapropriada, a microbiota comensal favorece a disbiose do biofilme, promovendo a
presenca de espécies bacterianas periodontopatogénicas e consequentemente
aumentando o risco de destruicdo periodontal>®. Assim, fatores de risco sistémicos e
ambientais, como diabetes mellitus (DM) e tabagismo, bem como algumas
caracteristicas geneticamente transmitidas, podem alterar a resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro e, eventualmente, a suscetibilidade a PE”.

O DM é um disturbio de componentes metabdlicos e vasculares, caracterizado
por hiperglicemia decorrente de defeitos na insulina ou alteracdo nos receptores
celulares para insulina (resisténcia a insulina)®. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um
dos principais problemas de salide publica®, acometendo aproximadamente 9% da
populacdo global adulta, e representa uma das 10 principais causas de morte no
mundo?®. A natureza progressiva do DM2 e suas complicacdes envolve elevados
custos tanto para o paciente como para a sociedade, e estima-se que essas despesas
comprometem de 5 a 20% do total de gastos com a salde na maioria dos paises?'?.
Diversos fatores contribuem para o surgimento e desenvolvimento de complicagdes
do DM, como genética, dieta, estilo de vida, idade e obesidade?'?.

Tem sido demonstrado que a composi¢gao da microbiota intestinal influencia a
permeabilidade intestinal, a inflamagdo e o metabolismo, e esses fatores estdo
relacionados a obesidade e a distUrbios associados, incluindo o DM2%3-15, A disbiose
do microbioma intestinal pode modular as fun¢cdes da barreira da mucosa intestinal e

assim influenciar vias metabdlicas que estao relacionadas direta ou indiretamente a
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resisténcia a insulina. Sabe-se que muitos metabdlitos derivados de patégenos
interagem com os receptores de células epiteliais intestinais, além de células
hepaticas e cardiacas, os quais modulam a fisiologia do hospedeiro?®.

Estima-se que o ser humano abriga aproximadamente 1014 microorganismos
e gue esse conjunto de micro-organismos, denominado microbioma humano,
apresenta 10 vezes mais células do que todo o organismo humano?’. Sabe- se que os
micro-organismos apresentam papel fundamental para o desenvolvimento completo
do sistema imunolégico de um determinado organismo. Camundongos germ free séo
mais suscetiveis a infeccdo do que camundongos criados convencionalmente'®1°, Em
animais germ free, a resposta imune TH2 é enviesada?® e, apds a restauracdo da
microbiota intestinal desses animais, ha um aumento de células TH1 e TH17 e reducédo
das respostas do tipo TH2 aos niveis normais?. E interessante observar também que
o tratamento com antibidticos esta associado ao aumento da colonizacdo de
patégenos em camundongos e humanos???, Esses achados indicam o papel protetor
gue o microbioma desempenha no equilibrio de respostas celulares e na manutencao
da homeostase??.

Conforme comentado previamente, o DM2 € um reconhecido fator de risco para
a PE?, afetando sua prevaléncia, incidéncia e gravidade?®. Por outro lado, a PE
também pode influenciar o controle glicémico, caracterizando uma relacao
bidirecional®*-?’. A relagdo entre DM e PE pode ser compreendida considerando dois
principais pontos: inflamacao sistémica permanente e hiperglicemia. Os efeitos da
hiperglicemia na salde bucal podem ser atribuidos aos seguintes mecanismos
patolégicos?®: alteracdo patogénica da microbiota presente em bolsas periodontais,
elevacao dos niveis dos produtos finais de glicosilacdo avancada, destruicao oxidativa
ndo enzimatica por metaloproteinases e inducdo de processos inflamatérios?®.
Também, as infec¢des orais resultam em uma cascata de eventos que incluem o
aumento da producao de citocinas pro-inflamatorias, ativacdo da sintese proteica de
fase aguda, inflamacdo sistémica de baixa intensidade e permanente e, por fim,
resisténcia a insulina, resultando em aumento do risco de DM2%. Assim, a alteracédo
da resposta inflamatéria sistémica é observada tanto na PE quanto no DM23!. A PE
pode, portanto, representar um fator contribuinte adicional para a inflamacéao sistémica
em pessoas com DM2 e vice-versa?®.

Nesse contexto, levando em consideracdo as limitacdes existentes na

raspagem e alisamento radicular (RAR), tém sido propostas terapias adjuvantes para
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potencializar os efeitos da terapia mecanica, especialmente para pacientes com PE
avancada e com maior susceptibilidade a PE, como os pacientes diabéticos3?-34, A
antibioticoterapia sistémica apresenta beneficios comprovados como adjuvante a
RAR, mas os efeitos colaterais e a crescente preocupacdo mundial com a resisténcia
bacteriana tém reforcado a necessidade de um uso mais restrito dessa terapia3?-35-38,
Assim, tém sido buscadas outras alternativas de terapias adjuvantes, as quais nao
devem causar danos teciduais e, preferencialmente, devem proporcionar menor
recolonizacdo por periodontopatégenos apés a fase do tratamento periodontal
ativo®3°, Dessa forma, essas terapias podem apresentar efeitos antimicrobianos e/ou
imunomoduladores. A possibilidade de modular a resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro pode ser de grande valia no tratamento periodontal, especialmente em
pacientes com comprometimento sistémico.

Dentre as terapias adjuvantes a RAR, tém sido investigados os efeitos dos
probidticos, que sdo micro-organismos vivos, principalmente bactérias, seguros para
0 consumo e capazes de produzirem efeitos benéficos para a saude do hospedeiro
quando ingeridos em quantidades suficientes*?. Uma série de estudos tem examinado
o efeito do uso de probiéticos na prevencao e/ou tratamento de diversas condi¢des e
doencas, como infec¢Bes intestinais, infeccdes do trato respiratério, doencas
cardiovasculares, osteoporose, infeccfes urogenitais, halitose, reacfes alérgicas,
artrite reumatoide, caries e doencas periodontais, dentre outras*:.

Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a acao dos probiéticos na
salde geral*>*4. Esses mecanismos relacionam-se com modulagdo imunoldgica,
modulacdo dos mecanismos imunolégicos intestinais, producdo de mucinas,
regulacdo negativa de respostas inflamatorias, secrecdo de substancias
antimicrobianas, competicdo com outras microbiotas, incluindo patégenos potenciais,
por bloqueio competitivo de sitios de adesdo em superficies epiteliais e mucosas,
inibicdo da invaséao epitelial pela regulacdo da permeabilidade intestinal e estimulacéo
da producéo de imunoglobulinas®.

Em relacdo aos mecanismos antimicrobianos de probidticos nas doencas
periodontais, sabe-se que eles podem desencadear efeitos diretos sobre patégenos
periodontais, afetando seu crescimento, adesdo e colonizacdo*®. Assim, o reequilibrio
da quantidade de bactérias benéficas bucais por meio do uso de probiéticos pode
representar uma estratégia interessante e pouco invasiva na prevencao e tratamento

das doencas periodontais relacionadas ao biofilme. Outro mecanismo sugerido para
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justificar os efeitos dos probioticos no tratamento das doencgas periodontais refere-se
a modulacdo da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro®. Alguns estudos tém
demonstrado que determinadas espécies probibticas podem atenuar a expressao de
IL-8 induzida por periodontopatégenos nas células epiteliais orais*’ e reduzir os niveis
de citocinas proé-inflamatérias (IL-8, IL-17, IL-1B8 e TNF-a), atividade de elastase de
polimorfonucleares, niveis de mieloperoxidase e MMP-3 no fluido crevicular gengival
(FCG) de pacientes com doencgas periodontais?®.

No entanto, os efeitos dos probidticos sdo dependentes da cepa, dose,
frequéncia e via de administracdo utilizada*®. Bifidobacterium animalis subsp. lactis (B.
lactis) € uma cepa probidtica que faz parte da microbiota humana e apresenta uma
relacéo simbidtica com o hospedeiro. E considerado um probiético em potencial devido
as suas propriedades imunomoduladoras®®>! e microbiolégicas®?. No que se refere
aos efeitos no biofilme bucal®3, demonstraram que B. lactis pode sobreviver na saliva
e se ligar a hidroxiapatita coberta por F. nucleatum®3. Esse achado pode ser um passo
critico para o sucesso da terapia periodontal, ja que essa co-agregacao pode reduzir
0 numero de periodontopatdgenos no biofilme oral. De fato, a mais importante fungéo
do F. nucleatum na biomassa bacteriana subgengival parece ser sua capacidade de
faciltar a co-agregacdo de outros patdbgenos periodontais, como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia®. Os efeitos da cepa B. lactis
HNO19 foi investigado em camundongos saudaveis, tendo sido demonstrado que a
suplementacao dietética com essa bactéria probiodtica é capaz de melhorar a resposta
imune inata e adquirida®®. Os achados de estudos realizados em humanos tratados
com HNO19 corroboram esses resultados imunolégicos®>°6. O potencial da cepa
HNO019 na PE foi estudado em estudos pré-clinicos e clinicos do nosso grupo de
pesquisa. Primeiramente, Oliveira e colaboradores (2017) administraram HNO019
topicamente em ratos com PE induzida por ligaduras. Nos animais tratados, os autores
observaram significativa reducéo nas perdas éssea alveolar e de insercdo do tecido
conjuntivo, aumento da expressao de beta-defensinas (BDs) nos tecidos periodontais,
niveis aumentados de citocinas anti-inflamatérias e mudancas na proporcédo de
complexos microbianos presentes no biofilme oral, favorecendo espécies bacterianas
compativeis com salde®’. Em outro estudo, foram avaliados os efeitos da
administracdo oral de HNO19 em associacdo a RAR em ratos com PE induzida por
ligadura®®. Verificou-se que o probiético potencializou os efeitos da terapia mecanica,

pois influenciou positivamente o equilibrio entre citocinas pré-inflamatérias (IL-18 e
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quimioatraente de neutréfilos induzido por anti-citocina - CINC) e anti-inflamatorias (IL-
10 e TGF-B1), reduziu o numero de osteoclastos, as perdas 6ssea alveolar e de
insercdo, a inflamacéo local e ainda favoreceu o reparo tecidual®®. Essa cepa também
foi avaliada como adjuvante a RAR em um estudo clinico controlado randomizado, em
individuos com PE cronica generalizada®®. O tratamento com a cepa probidtica,
administrada oralmente, promoveu reducao de profundidade sondagem e ganho de
insercao clinica significativamente maiores que o grupo controle (RAR + placebo), bem
como levou a menos sangramento a sondagem, menor indice de placa e maior
reducdo de bolsas periodontais moderadas e profundas. A terapia também reduziu
espécies microbianas dos complexos vermelho e laranja e promoveu aumento nas
proporcdes de espécies microbianas do complexo azul. Em relacdo aos parametros
imunologicos, a terapia probidtica levou a diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias,
como IL-1B e IL-8, promoveu aumento de IL-10 e levou & maior expressao de BD-
358,59.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa finalizou o primeiro estudo clinico
avaliando os efeitos da cepa B. lactis HNO19, como adjuvante a raspagem
supragengival, no tratamento da gengivite generalizada. Nesse ensaio, observamos
gue a administracdo oral da terapia probidtica, durante 8 semanas, potencializou os
efeitos da raspagem. O grupo Teste apresentou valores significativamente reduzidos
de sangramento a sondagem quando comparados ao grupo Controle apds 8 semanas.
Observou-se também que o grupo Teste apresentou niveis inferiores de IL-1pB, IL-1q,
e MCP-1 no FCG quando comparado ao grupo Controle®°.

Nesse contexto, € importante ressaltar que ainda ha uma grande lacuna no que
se refere ao entendimento completo dos mecanismos de agdo dos probi6ticos no
tratamento e prevencao das doengas periodontais, principalmente no que se refere a
atuacdo dos mesmos na modulacdo da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro.
Como ocorrem mecanismos imunoinflamatérios similares, determinantes no processo
de saude-doenca, nos tecidos periodontais e ha mucosa intestinal, acredita-se que a
acdo imunoinflamatéria dos probidticos na cavidade bucal seja andloga aquela
descrita na mucosa intestinal*®. Na mucosa intestinal, estudos demonstraram que 0s
probioticos podem: potencializar a imunidade do hospedeiro por meio de um aumento
na expressdo de BD®:, reforcar a barreira epitelial intestinal aumentando a expressédo
de TLR?!, reduzir a inflamacéo intestinal interferindo na expresséo de células positivas
para o Grupamento de Diferenciacdo (CD)-4, CD-8, CD-57 e foxhead box P3 (Foxp3)
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ou na via do Fator Nuclear Kappa-beta®%63, diminuir a producdo de citocinas
préinflamatérias (IL-1B, IL-4, IL-8, IL-17, TNF-a, Interferon [INF]-y, Proteina
Quimiotética de Mondcitos [MCP-1] e Fator Estimulador de Col6nia de Macrofagos [M-
CSF])%4-%8 e aumentar a producdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e Fator de
Crescimento Transformador [TGF]-f)%-"°,

Com base no conhecimento existente, a partir dos estudos descritos, € evidente
a importancia de investigacbes acerca dos efeitos de cepas probidticas,
especialmente do género Bifidobacterium, como uma potencial alternativa terapéutica
para promover microbiomas compativeis com saude em individuos de alto risco para
a PE, como os diabéticos’'. No presente projeto de pesquisa, pretende se que a
académica realize as andlises imunoldgicas, por meio de imunoensaios enzimaticos,
das amostras de FCG dos individuos diabéticos tipo 2 com PE estégio IIl graus B ou

C generalizada tratados com B. lactis HNO19 ou placebo.
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2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da administracdo oral da cepa probidtica B. lactis HNO19,
como adjuvante a RAR, em marcadores da resposta imunoinflamatoria do hospedeiro,
por meio de imunoensaios enzimaticos no fluido crevicular gengival de individuos
portadores de diabetes mellitus tipo 2 e periodontite estagio Il graus B ou C
generalizada.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Submisséao do projeto de pesquisa

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo-Preto (CAAE: 26859719.2.0000.5419).

3.2 Célculo do tamanho da amostra e populacdo do estudo

O calculo de tamanho amostral foi realizado pelo programa Graphpad
Statemate 2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O tamanho da
amostra ideal para assegurar poder de 80% para encontrar diferencas entre 0s grupos
na andlise estatistica dos dados obtidos neste estudo foi calculado considerando-se
as diferencas das médias e desvios-padrdo para a variavel nivel de insercao clinico
entre 0s grupos teste e controle do estudo de Invernici et al. (2018), sendo o valor de
a ajustado em 0,05. Para o calculo do tamanho amostral, foi levada em consideracéo
também a média de desisténcia de individuos em estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa (aproximadamente 20%). Dessa forma, chegou-se a um tamanho amostral
adequado de 25 individuos para cada grupo experimental, sendo, portanto, 50
individuos.

Os individuos foram selecionados a partir da populagdo que procura
atendimento odontolégico na Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto -
FORP/USP. Este estudo foi conduzido de acordo com principios éticos, incluindo os
delineados na Declaracdo de Helsinki da Associacdo Médica Mundial (versao 2008)
sobre experimentacgéo envolvendo seres humanos, e requerimentos adicionais. Todos
os individuos foram informados a respeito da natureza do estudo, bem como sobre
riscos, desconfortos e beneficios potenciais de sua participacdo no mesmo e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para serem incluidos na amostra, os individuos precisariam ter 218 anos de
idade, pelo menos 15 dentes naturais, excluindo 30s molares e dentes indicados para
extracdo. Os voluntarios incluidos receberam diagnostico de PE estagio Il graus B ou
C generalizada’®"3. Os individuos deveriam apresentar ainda, no minimo, 30% dos
dentes com pelo menos 1 sitio com PS e NIC 25 mm e sangramento & sondagem. Os
individuos deveriam apresentar DM2 com diagndéstico ha pelo menos 5 anos, com

niveis de hemoglobina glicada (HbA1c) = 7%, tratamento com dieta e suplementagéao
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com insulina ou agentes hipoglicémicos. Os critérios de exclusédo para o estudo foram:
presenca de outras condi¢des sistémicas, com excecédo do DM2, que podem afetar a
progressdo da PE ou a resposta ao tratamento da mesma, administracdo de
medicacdo anti-inflamatoria e imunossupressora em longo prazo, tratamento
periodontal e/ou uso de antimicrobianos nos ultimos 6 meses, uso de probiéticos nos
ultimos 6 meses, uso continuo de enxaguatdrios bucais contendo agentes
antimicrobianos nos ultimos 6 meses, necessidade de antibioticoterapia profilatica
para procedimentos odontoldgicos de rotina, doencas gastrointestinais crénicas,
reabilitacdes protéticas extensas, consumo de tabaco nos ultimos 5 anos, gravidez e

lactacéo.
3.3 Adegquacédo do Meio Bucal, Exame Clinico Periodontal e Randomizacéo

Sete dias antes do baseline, os individuos receberam adequag¢@o do meio
bucal, incluindo raspagem supragengival, e exame radiografico periapical completo da
boca toda. Foram realizadas as instru¢des para um efetivo autocontrole de biofilme,
incluindo informacdes sobre a técnica de Bass (Bass, 1954), limpeza interproximal
com fio dental ou escovas interdentais e escovacéo do dorso da lingua. Os individuos
também receberam um mesmo dentifricio que foi utilizado durante todo o periodo
experimental (Colgate Total®, Anakol Ind. Com. Ltda - Kolynos do Brasil — Colgate
Palmolive Co., Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil).

No baseline, os voluntarios retornaram para realizacdo do exame periodontal
de boca toda, usando uma sonda periodontal do tipo Carolina do Norte (Hu-Friedy,
Chicago, IL, EUA). Os parametros clinicos periodontais incluiram: (i)
presenca/auséncia de biofilme supragengival visivel em 4 faces; (ii) profundidade de
sondagem (PS; mm); (i) sangramento a sondagem, avaliado dicotomicamente
(Ainamo & Bay, 1975); (iv) nivel clinico de inser¢céo (NIC; mm); (v) distancia da juncéo
cemento-esmalte a margem gengival, e (vi) supuracdo. Com excecdo da
presenca/auséncia de biofilme supragengival, todas as medidas foram realizadas em
6 sitios por dente. O exame clinico periodontal completo foi executado novamente 3
meses apos o baseline.

O coordenador do estudo identificou os individuos por um cédigo numérico e a
randomizacao foi feita de acordo com uma tabela numérica gerada por um website de

randomizacdo. O coordenador do estudo alocou os individuos em um dos seguintes
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grupos experimentais: grupo C (Controle) e grupo PROB (Probidtico).

3.4 Calibracdo e Cegamento dos Examinadores

Um unico examinador treinado e calibrado foi responsavel por realizar todas as
medidas clinicas periodontais, no baseline e apds 3 meses. Foi realizada calibracédo
do examinador para alcancar aceitavel reprodutibilidade intra-examinador. Dez
individuos, nédo envolvidos no estudo, que apresentaram pelo menos 5 dentes com PS
e NIC 2 5 mm em faces interproximais foram recrutados e avaliados pelo examinador
em duas ocasides separadas, com um intervalo de 48 horas entre elas. Nessas
avaliacdes, foram mensuradas a PS e o NIC. A calibracdo aceita apresentou
coeficiente de kappa = 0,85 entre as duas avaliagdes’.

Todos os pesquisadores envolvidos no estudo, incluindo os que realizaram
exames clinicos periodontais, RAR, aplicacao de questionarios, verificacdo da adesao
do individuo ao consumo das pastilhas, coleta de biofilme subgengival, entrega e
recebimento de frascos coletores para fezes e andlises de sequenciamento de nova

geracao, foram cegos quanto ao grupo experimental ao qual pertence cada individuo.

3.5 Raspagem e Alisamento Radicular e Administracdo de Pastilhas Placebo
ou Contendo Probidético

No baseline, os individuos receberam terapia periodontal ndo cirurgica, a qual
consiste em RAR realizada por instrumentos ultrassdnicos associados a instrumentos
manuais (curetas de Gracey; Hu Friedy, Chicago, IL, EUA) na boca toda. Duas
sessodes de RAR foram realizadas com um intervalo de 7 dias entre elas. Os resultados
da instrumentagéo foram verificados, com auxilio de uma sonda exploradora, por um
examinador clinico especifico, diferente daquele que realizou a RAR. Reforcos de
instrucdes de higiene oral foram realizados em ambas as sessdes de RAR. Durante
os trés meses de acompanhamento, houve visitas de controle e avaliacdo a cada 2
semanas, e a cooperacdo dos individuos foi monitorada, verificando-se o nivel de
higiene bucal.

Uma farmacia de manipulacéo especializada foi responsavel por manipular as
pastilhas placebo e probidtica. Ambas as pastilhas sdo idénticas em cor, formato,
cheiro e tamanho. As pastilhas foram enviadas ao coordenador do estudo, o qual
marcou um cédigo numérico para identificar os grupos de pastilhas que pertencem a

cada individuo. As pastilhas codificadas foram entregues ao examinador clinico, que
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distribuiu os frascos contendo as pastilhas para os voluntarios, mas ndo conhecia o
conteudo das pastilhas. Os frascos entregues aos individuos também ndo continham
nenhuma identificacdo sobre o conteudo das pastilhas, sendo os individuos cegos
guanto ao tipo de pastilha que receberam.

Na primeira sessédo de RAR (baseline), os individuos receberam frascos, com
dessecadores para controle da umidade, contendo 29 pastilhas, sendo pastilhas
placebo (grupo C) ou probidtico (grupo PROB). As pastilhas probiéticas continham 10°
unidades formadoras de colonia (UFCs) de Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19 (HOWARU® Bifido LYO 40 DCU-S, DuPont™ Danisco® Sweeteners Oy,
Kantvik, Finlandia;*®. Os individuos retornavam a clinica de atendimento a cada 2
semanas. Nessa visita, eles traziam os frascos onde foram colocadas as pastilhas
anteriormente e recebiam mais pastilhas, suficientes para mais 2 semanas de
consumo. As pastilhas foram administradas ao longo de 3 meses a partir do baseline.
Nas visitas, era avaliada a adesao do individuo ao consumo das pastilhas e aplicado
um questionario para investigacdo sobre possiveis efeitos adversos relacionados ao
tratamento. O monitoramento da adeséo do individuo e a aplicacdo do questionario
foram realizados por um assistente de pesquisa, que néo era examinador ou operador
no estudo.

Os individuos foram orientados a consumirem duas pastilhas por dia, uma de
manha e uma a noite, apds a higienizac¢ao bucal, deixando-as dissolver na cavidade
bucal. As pastilhas foram armazenadas sob refrigeracdo desde o momento da sua
fabricacdo até o momento do consumo. Os individuos foram orientados quanto a
necessidade de manter as pastilhas refrigeradas (em geladeira). Foram realizados
testes de viabilidade com a pastilha extra (a 292 pastilha) que o voluntario nao
consumiu e trouxe de volta a clinica. Além disso, de maneira aleatéria, foram inseridas
pastilhas extra nos frascos entregues aos individuos, de maneira a averiguar a adesao
do individuo ao consumo caseiro das pastilhas. Os voluntarios também foram
orientados a ndo consumir nenhum outro produto contendo probidticos ou fazer uso

de antimicrobianos ao longo do estudo.

3.6 Monitoramento imunologico

No baseline e 3 meses ap0s o inicio da administracdo do probiotico ou placebo,
foram coletadas amostras de FCG de 4 sitios interproximais nao contiguos de cada

individuo. O biofilme supragengival dos elementos dentarios selecionados era
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removido, os sitios eram cuidadosamente secos com jatos de ar, e posteriormente
isolados com roletes de algodao estéreis. As amostras de FCG eram obtidas com a
utilizacao de tiras de Periopaper® (Oralflow Inc., Amityville, NY, EUA). As tiras eram
cuidadosamente inseridas junto a margem gengival, permanecendo por um periodo
de 30 segundos, e posteriormente eram colocadas em frascos esterilizados do tipo
eppendorf, os quais eram armazenados a -80°C. Foram realizadas quantificacfes
(pg/ul) dos marcadores inflamatdrios Interleucina (IL) -1, IL-17, IL-4, IL-6, IL-10, Fator
de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e Interferon-y (IFN-y). Os niveis de citocinas foram
determinados por meio da tecnologia LuminexTM xXMAP®. As amostras coletadas
foram analisadas utilizando-se kits disponiveis comercialmente (HCYTOMAG-60K—-
Milliplex™ map, Merck Millipore Headquarters, Billerica, MA, EUA) em um analisador
Luminex 100/200 (Luminex® 100/200™ System, Luminex Corporation, Austin, TX,
EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.7 Anélise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada (Shapiro-Wilk) e as comparacdes intra-
grupos nos diferentes intervalos de tempo foram realizadas (Wilcoxon Signed Rank
Test). Para todas as andlises estatisticas, foi adotado um nivel de significancia de
95%. Todos os célculos foram realizados pelo software GraphPad Prism 10.0.0
(GraphPad Prism version 10.0.0 for Windows, GraphPad Software, Boston, MA, EUA,
www.graphpad.com).
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4. RESULTADOS

Cinquenta individuos foram randomicamente distribuidos para os grupos C e
PROB, porém o acompanhamento de alguns individuos e algumas amostras de FCG
foram perdidos ao longo do desenvolvimento do estudo. Assim, as analises reportadas
no presente relatorio referem-se a trinta e oito individuos, sendo 19 do grupo C e 19
do grupo PROB. Mais individuos estdo sendo selecionados e incluidos no presente
estudo, de forma a alcancar o niumero de individuos determinado pelo calculo amostral
prévio.

CONSORT FLOWCHART

[ Enroliment ] Assessed for eligibility (n=481)

Excluded (n=416)

Not meeting inclusion criteria (n=416 )
— Declined to participate (n=0 )
Other reasons (n=0 )

l Randomn;ed (n=50)

I

l [ Allocation |

Allocated to intervention: Test Group (n=25) ‘ Allocated to intervention: Control Group (n=25)
Received allocated intervention (n=25) Received allocated intervention (n=25)

[ Follow-Up ]
'

Lost 1o follow-up (n=5) Lost to follow-up (n=5)
Smoking (n=1) Taking antibiotics (n=4)
1 Taking antibiotics (n=4) Lack of time (n=1)

[ Immunologic Analysis ]

Analysed (n=20) Analysed (n=20)
Sample loss (n=1) Sample loss (n=1)

Figura 1. Flowchart do desenho do estudo.
Fonte: Autora.
Os resultados referentes as razbes de mediadores pro e anti-inflamatérias do

FCG dos individuos dos grupos C e PROB, no baseline (TO) e apds 3 meses (T3)

estdo apresentados na Figura 2. N&o houve diferencas estatisticamente significativas
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na comparagao intragrupos, entre TO e T3, das razdes IL-1B/IL-10, IL-1B/IL-4, TNF-
a/lL-4 e IL-17A/IL-4 (p>0,05). Em ambos os grupos, houve diminuicdo das razdes IL-
6/I1L-4 e IL-6/IFN-y entre TO e T3 (p<0,05). Somente no grupo PROB houve diminui¢ao
na razao IL-1B/IFN-y de TO para T3 (p<0,05).
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Figura 2. Medianas, variacdes interquartilicas e valores maximos/minimos de razdes dos marcadores
IL-1B/IL-10 (1A), IL-1B/IL-4 (1B), IL-6/IL-4 (1C), TNF-a/IL-4 (1D), IL-1B/IFN-y (1E), IL-6/IFN-y (1F) e IL-
17A/IL-4 (1G) do FCG dos individuos dos grupos C e PROB, no baseline (T0) e apés 3 meses (T3),
bem como os resultados das comparacdes intragrupos. *indicam diferencas estatisticamente
significativas nas comparacdes intragrupos (TO - T3; Wilcoxon p < 0,05).

Fonte: Autora.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da administracéo oral da cepa probibdtica
B. lactis HNO019, como adjuvante a RAR, em marcadores da resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro no FCG de individuos portadores de DM2 e
periodontite estagio Il graus B ou C generalizada. Alteragcbes em sinais clinicos e
histologicos relacionados a inflamacédo gengival, bem como em marcadores imuno-
inflamatoérios do FCG, séo indicadores da resposta do hospedeiro na periodontite. O
sangramento a sondagem € um indicador clinico sensivel para definir a transicéo de
salde para inflamagédo gengival’®, mas também ocorrem alteracdes em uma grande
variedade de mediadores inflamatérios presentes no FCG’8. Ainda, os produtos finais
de glicacdo avancada também estdo presentes nos tecidos gengivais e podem
interagir com receptores especificos de células gengivais, estimulando assim a
producao de proteinas pro-inflamatorias, tais como IL-6, IL-18 e metaloproteinases da
matriz (MMPSs), levando a um estado de estresse oxidativo aumentado e acelerando
a lesdo tecidual’”-"°. Assim, pode ser sugerido que portadores de DM2 e periodontite
possuem duas condi¢des inflamatorias cronicas que influenciam marcadores do
FCG?®. De fato, uma reviséo de literatura concluiu que o perfil das citocinas do FCG
de individuos com periodontite portadores de DM2 é diferente do perfil de individuos
sistemicamente saudaveis com periodontite®°,

Alguns mediadores inflamatorios presentes no FCG sao caracterizados como
pré-inflamatérios, tais como TNF-a, IL-6 e IL-8, os quais sdo decorrentes de uma
resposta imunolégica exacerbada e producédo de enzimas envolvidas na degradacéo
dos tecidos periodontais. Essas citocinas tém demonstrado envolvimento na
patogénese da doenca periodontal, havendo uma correlacdo entre a atividade da
doenca e niveis elevados dessas citocinas nos tecidos periodontais8-83, A citocina IL-
17, produzida pelas células Th1l7, promove o desenvolvimento de osteoclastos na
presenca de osteoblastos®*. Os niveis de IL-17 no FCG de individuos com periodontite
apresentou-se mais elevado quando comparado ao de FCG de individuos sem
periodontite; no entanto, esses niveis foram significativamente menores apos o
tratamento mecanico de remocéao de biofilme®38, Contudo, no presente estudo, os
niveis das raz6es TNF-a/IL-4 e IL-17/IL-4 no FCG de portadores de DM2 e periodontite
ndo apresentaram alteracdes significativas apos o tratamento periodontal nos grupos
C e PROB.
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A citocina IL-10 é conhecida como uma citocina anti-inflamatéria que suprime
as respostas imunolégica e inflamat6ria®328, De fato, individuos com periodontite que
receberam RAR e pastilha probidtica contendo B. lactis HNO19 por 30 dias
demonstraram maiores niveis de IL-10 no FCG ao final desse periodo do que no
baseline®®. Ainda, ratos com periodontite experimental que receberam o probiético B.
lactis HNO19 associado a RAR apresentaram niveis aumentados de IL-10 nos tecidos
periodontais quando comparados aos animais com PE néo tratados com o
probidtico*®. Em contrapartida, Fu et al. (2013) ndo encontraram alteracdes nos niveis
de IL-10 ap6s o tratamento mecéanico de individuos saudaveis com periodontite
cronica®. No presente estudo, a razdo IL-1B/IL-10 ndo apresentou alteracdo
significativa apds o tratamento periodontal com RAR no FCG dos individuos dos
grupos C e PROB.

A citocina IL-6 esta associada a patogénese da doenca periodontal®-83, Ainda,
observaram-se maiores concentracées de IL-68788, |L-17, IL-23, IFN-y&%% e IL-8% no
FCG de pacientes com periodontite e portadores de DM2 em comparacdo com
pacientes com periodontite e sistemicamente saudaveis®. A IL-4 é uma citocina anti-
inflamatdria que tem sido relacionada a tecidos periodontais saudaveis®°:. Embora
alguns estudos tenham associado niveis mais elevados de IFN-y a lesdes periodontais
progressivas e ativas®?%, essa citocina também é altamente expressa por células de
tecidos periodontais saudaveis®*%. Assim, essa citocina apresenta um papel
importante no controle de infeccbes, com acdo protetora na patogénese da
periodontite®>-°7. No presente estudo, a terapia periodontal ndo cirlrgica apresentou
capacidade de diminuir os niveis da citocina pro-inflamatoria IL-6 e/ou de aumentar os
niveis de IL-4 e INF-y no FCG de individuos periodontais portadores de DM2. As
razdes IL-6/IL-4 e IL-6/IFN-y apresentaram diminuicao significativa apds a terapia com
RAR tanto no grupo C como no grupo PROB.

A citocina IL-1[ é liberada por macréfagos apés infecgao bacteriana ou injuria
tecidual e promove o desenvolvimento da resposta inflamatéria, amplificando a
inflamacé&o e modulando processos imunolégicos®. Niveis aumentados desta citocina
sdo observados no FCG de individuos com periodontite®®1%1 e ela esta associada a
maior severidade da doenca periodontal e destruicdo dos tecidos periodontais®.
Invernici et al. (2018) avaliaram os niveis de IL-1B no FCG de pacientes com
periodontite tratados com RAR associada ao consumo de pastilhas probibticas
contendo B. lactis HNO19 por 30 dias. Trinta e 90 dias apdés a RAR, o grupo que
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recebeu apenas a RAR apresentou niveis mais elevados de IL-18 do que o grupo que
recebeu o probidtico®®. Outros autores que avaliaram os efeitos de probidticos como
terapia adjuvante a RAR também observaram diminuicdo de IL-1B no FCG de
pacientes com periodontite cronica*® e de pacientes com gengivite experimentall®?,
No presente estudo, apenas o grupo PROB apresentou reducao significativa na razao
IL-1B/IFN-y e, embora a razdo IL-1B/IL-4 n&o tenha apresentado diferenca
significativa, os resultados sugerem que houve diminuicdo desta razdo de TO para T3
no grupo PROB.

E importante ressaltar que o presente trabalho apresenta os resultados apenas
das andlises imunoldgicas de alguns marcadores imuno-inflamatérios do FCG. Outras
analises, clinicas e microbiolégicas, devem ser realizadas para avaliar os efeitos da
RAR, associada ou ndo ao probiotico B. lactis HNO19, em individuos com DM2 e

periodontite.
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6. CONCLUSAO

Dentro das limitacbes do presente estudo, pode-se concluir que a RAR
promove alteragbes em alguns marcadores imuno-inflamatérios do FCG, e 0 uso
adjuvante do probidtico B. lactis HNO19 leva a mudancas adicionais, em individuos

portadores de DM2 e periodontite.
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