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RESUMO
TAHIM, C. M. Efeito sistémico da terapia periodontal nos marcadores de risco de
eventos cardiovasculares agudos e sepse. 2022. Tese (Doutorado) - Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, 2022)

Existem evidéncias ligando o aumento do risco de doenca cardiovascular em pacientes
com periodontite e que o tratamento periodontal induz uma resposta inflamatdria
sistémica de curto prazo. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento
periodontal realizado em duas modalidades diferentes sobre o risco de eventos
cardiovasculares agudos e sepse por meio do monitoramento de biomarcadores
especificos. Trinta e quatro pacientes diagnosticados com periodontite foram alocados
aleatoriamente em um dos dois grupos experimentais: desbridamento por quadrantes
(QD) ou desbridamento de boca completa (FMD). Os parametros clinicos periodontais e
de satde geral foram registrados no baseline e apds 45 dias. Amostras de soro foram
coletadas antes do tratamento periodontal ndo cirdrgico (TPNC), 24 (T2) e 48 horas (T3)
ap6s TPNC para copeptina (COP), peptideo natriurético cerebral (BNP), porcdo N-
terminal do peptideo natriurético cerebral (NT-proBNP), interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-o (TNF-a), procalcitonina (PCT) e proteina c reativa (PCR). Todos 0s
parametros periodontais melhoraram aos 45 dias em ambos 0s grupos. A expresséo de
IL-6 e TNF-0 aumentou significativamente nas primeiras 48 horas. COP nao foi detectado
na maioria dos pacientes. Para ambos 0s grupos, os niveis de BNP e NT-proBNP
reduziram nas primeiras 48 horas sem diferenca significativa entre os periodos
experimentais e com maior reducdo no grupo FMD. Embora consistente com bacteremia,
inflamacéo e dano tecidual, os dados ndo demonstraram uma associacao direta entre 0s
valores de PCT e os pardmetros clinicos (p>0.05) e nem aumento da expressdo de
biomarcadores especificos de eventos cardiovasculares agudos em pacientes
sistemicamente saudaveis com diagnostico de periodontite. Dentro dos limites do estudo,
pode-se concluir que o tratamento periodontal, independente da modalidade utilizada
(QD ou FMD), mesmo induzindo a uma resposta inflamatdria de curto prazo, € seguro de
ser realizado em pacientes sistemicamente saudaveis com periodontite, ndo os colocando
em uma faixa de risco de sepse e eventos cardiovasculares agudos nas primeiras 48 horas
apos 0 TPNC.



Palavras-chave: periodontite; tratamento periodontal; doencas cardiovasculares; sepse;

biomarcadores.
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ABSTRACT
TAHIM, C. M. Systemic effect of periodontal therapy on risk markers of acute
cardiovascular events and sepsis. 2022. Tese (Doutorado) - Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, 2022)

There is evidence linking increased risk of cardiovascular disease in patients with
periodontitis and that periodontal treatment induces a short-term systemic inflammatory
response. This study aimed to evaluate the effect of periodontal therapy performed in two
different modalities on the risk of acute cardiovascular events and sepsis by monitoring
specific biomarkers. Thirty-four patients diagnosed with periodontitis were randomly
allocated to one of two experimental groups: quadrant debridement (QD) or full-mouth
debridement (FMD). Periodontal clinical and general health parameters were recorded at
baseline and after 45 days. Serum samples were collected before nonsurgical periodontal
treatment (NSPT), at 24 (T2), and 48 hours (T3) after TPNC for copeptin (COP), brain
natriuretic peptide (BNP), N-terminal portion of brain natriuretic peptide (NT -proBNP),
interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-o. (TNF-a), procalcitonin (PCT) and c-reactive
protein (PCR). All periodontal parameters improved at 45 days in both groups. The
expression of IL-6 and TNF-a significantly increased in the first 48 hours. COP was not
detected in most patients. For both groups, the BNP and NT-proBNP reduced in the first
48 hours with no significant difference between the experimental periods and a greater
reduction in the FMD group. Although consistent with bacteremia, inflammation, and
tissue damage, the data did not demonstrate a direct association between PCT values and
clinical parameters (p>0.05). The data did not show an increased expression of specific
biomarkers for acute cardiovascular events in systemically healthy patients diagnosed
with periodontitis. Within the limits of the study, it can be concluded that periodontal
treatment, regardless of the modality used (QD or FMD), even inducing a short-term
inflammatory response, is safe to be performed in systemically healthy patients with
periodontitis, not placing them in a range of risk for sepsis and acute cardiovascular
events in the first 48 hours after NSPT.

Keywords: periodontitis; periodontal debridement; cardiovascular diseases; sepsis;

biomarkers.
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1. INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca inflamat6ria que se inicia a partir de um biofilme disbiético
(Roberts e Darveau, 2015). A interacdo desequilibrada entre o microbioma local e a resposta
inflamatéria do hospedeiro leva a degradacdo dos tecidos periodontais de suporte
(Hajishengallis e Chavakis, 2021) como resultado da expressdo descontrolada de citocinas e
ativacdo enzimética (Kurgan e Kantarci, 2018). O carater cronico e a progressao lenta presente
na maioria dos casos resultam em mobilidade dentaria, prejuizos na funcdo mastigatoria,
insatisfacdo estética e, quando néo tratada, na perda do dente (Papapanou et al., 2018; Loos e
Van Dyke, 2020).

No levantamento epidemioldgico mais recente, estima-se uma média de 1,1 bilh&o de
casos graves de periodontite em todo 0 mundo e o maior nimero de casos na faixa etéria de 40
a49anos (Chenetal., 2021). Na América Latina, as manifestagdes mais severas de periodontite
acometem de 7.8 a 25.9% da populacédo adulta (Romito et al., 2020) e, no Brasil, dados de 2010
reportaram que a prevaléncia de profundidades de sondagem >4 mm na faixa etaria de 35 a 44
anos foi de 19.4% (Oppermann et al., 2015). A alta prevaléncia gera um impacto direto na
autoestima dos individuos acometidos, além de elevar os gastos em satde publica (Jin et al.,
2016). Considerada uma doenca cronica ndo-transmissivel (DCNT), assim como doencas
cardiovasculares, cancer, doencas respiratorias cronicas e diabetes, a periodontite € um
problema de salde publica e uma das maiores causas de perda da denticdo, impactando na
qualidade de vida (Gamonal et al., 2020).

1.1 Periodontite: etiopatogenia e sua relacdo com doencas cardiovasculares

A interacdo entre o biofilme disbidtico e a resposta imunoldgica do hospedeiro pode
resultar, em individuos susceptiveis na destruicdo progressiva dos tecidos periodontais
(Hajishengallis, 2015). A colonizacdo microbiana que naturalmente ocorre na cavidade bucal
sofre influéncia de habitos alimentares, estagios da denticdo, praticas de higiene oral, estilo de
vida e presenca de alteracOes sistémicas. Havendo equilibrio entre essas interacdes, a saude
periodontal é mantida. Quando h& um desequilibrio desses processos, podemos ter o
desenvolvimento de periodontite (Kumar, 2017). O epitélio ulcerado da bolsa periodontal
favorece a invasdo bacteriana e o fluxo aumentado de células de defesa, levando a um dano

inflamatdrio aos tecidos e destruicdo do osso alveolar. Além disso, produtos do metabolismo
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bacteriano, mediadores inflamatérios e bactérias vidveis podem cair na corrente sanguinea e
transportadas a sitios distantes. Uma vez na circulacdo sistémica, esses mediadores tém o
potencial de afetar negativamente uma grande variedade de doencas sistémicas, tanto
diretamente in situ ou indiretamente através da amplificacdo da resposta inflamatdria sistémica
(Konkel et al., 2019).

O principal mecanismo responsavel pela destruicdo observada na periodontite €
consequéncia de uma resposta imune hiperativa (Hajishengallis, 2014; Bartold e VVan Dyke,
2017; Loos e Van Dyke, 2020). Assim, as reacOes inflamatorias excessivas e desreguladas
contribuem para as alteragdes disbidticas como, por exemplo, a hiperfuncionalidade de
neutrofilos polimorfonucleares, contribuindo para a destruicdo dos tecidos periodontais
(Bartold e VVan Dyke, 2017; Loos e Van Dyke, 2020). Tais células liberam niveis elevados de
enzimas responsaveis pela degradacdo de colageno, além de espécies reativas de oxigénio,
causando danos aos tecidos. Essa liberagdo de enzimas atua como um estimulo adicional a
liberacdo e producdo de mediadores pro-inflamacéo, como citocinas e quimiocinas, que vado
contribuir para a manutencéo da inflamacao (Loos e VVan Dyke, 2020).

A periodontite possui fatores de risco em comum com outras doencgas crénicas como as
doencas cardiovasculares que incluem a idade, género, condicdo socioeconémica, diabetes,
obesidade, fumo e hipertensdo arterial (Friedewald et al., 2009; Simé&o et al., 2014). Essa
associacdo entre a periodontite e DCV foi listada em estudos prospectivos onde individuos com
periodontite apresentaram em média um risco 15% maior de desenvolver doengas
cardiovasculares (Bahekar et al., 2007). Essa relacdo ja é estabelecida na literatura e embora
ndo completamente elucidada, pode ser explicada em parte pelo fato de ambas as patologias
estarem relacionadas a um processo inflamatorio. Além disso, na periodontite hd uma elevacao
da quantidade de mediadores inflamatorios na circulacdo sanguinea e as bactérias que
desencadeiam a periodontite também estimulam uma resposta sistémica, favorecendo eventos
pré-tromboticos, a dislipidemia e, consequentemente aumentam o potencial de formacdo de
placas ateromatosas e eventos cardiovasculares agudos (Bahekar et al., 2007; Schenkein e Loos,
2013; Hajishengallis e Chavakis, 2021).

Doencas inflamatorias crénicas sdo condi¢cbes complexas, ndo possuem um unico fator
etiologico, mas maltiplos componentes causais que interagem entre si, muitas vezes de maneira
imprevisivel (Loos e Van Dyke, 2020). Ou seja, a doenca € o fruto de interacbes complexas
entre fatores genéticos, epigenéticos, meio-ambiente, comunidades microbianas (biofilmes) e a
resposta do hospedeiro, o que € dificil de explicar apenas por alguns fatores individuais (Hu et
al., 2016).
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De forma geral, os mecanismos que ligam a periodontite & outras doengas sistémicas
sdo consistentes com estudos associando periodontite a bacteremias, baixo grau inflamacao
sistémica, aumento da atividade mielopoiética e da capacidade do tratamento periodontal local
em reduzir marcadores inflamatorios sisttmicos (Teles e Wang, 2011; D'aiuto et al., 2018). Um
estudo coorte envolvendo um milhdo de individuos evidenciou a rela¢do entre uma satde bucal
deficiente e um maior risco de doengas cardiacas (Batty et al., 2018). O principal achado do
estudo foi uma associacao significativa entre perda dentéria (sete ou mais dentes) com eventos
cardiovasculares, especialmente em pacientes fumantes, independente do género (Batty et al.,
2018).

Adicionalmente, a periodontite esta associada a niveis elevados de marcadores de
inflamacdo na circulagdo sanguinea, dentre eles a interleucina-6 (I1L-6), fator de necrose tumoral
alfa (TFN-a) e proteina C-reativa (PCR) (Fuster, 1994; Danesh et al., 2000; Hulthe e Fagerberg,
2002; Danesh et al., 2004; Libby, 2006). Niveis elevados de marcadores inflamatorios também
estdo relacionados a doengas sistémicas, como DCV (Beck e Offenbacher, 2005; Hosomi et al.,
2012; Zeng et al., 2016; Van Dyke et al., 2021), 0 que torna a mensuracéo de tais biomarcadores
foco de grande interesse de diagnostico e prognéstico (Chan e Ng, 2010).

Estudos prospectivos mostram que a IL-6 € um potente biomarcador para DCV e que
h& um maior risco de eventos vasculares em associagdo a niveis aumentados de IL-6 e TNF-a
(Ridker, Hennekens, et al., 2000; Ridker, Rifai, et al., 2000; Ikeda et al., 2001; Volpato et al.,
2001). A IL-6 estimula a producdo hepéatica de PCR além de regular a expressao de outras
citocinas inflamatorias, como interleucina-1 (IL-1), metaloproteinases de matriz e TNF-a
(Harris et al., 1999). Da mesma forma, o aumento da PCR circulante também estimula a
liberacdo de IL-1, IL-6 e TNF-a por parte de mondcitos ativados, bem como a expressao de
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesdo de célula vascular-1
(VCAM-1) pelas células endoteliais (Pasceri et al., 2001). Também a PCR ativa a via do
complemento e induz a expressdo do fator de coagulacao, um potente pro-coagulante (lkeda et
al., 2003; Touyz, 2003). Atualmente, a PCR é considerada um marcador do aumento da taxa
de mortalidade por doenga arterial coronariana e doengas renais cronicas (Pasceri et al., 2001,
Ikeda et al., 2003; Mielniczuk et al., 2009).

Com base na patogenia das DCV, os marcadores de inflamagdo também tém sido foco
de grande interesse diagndstico. Destacam-se: IL-6, TFN-o e PCR (Fuster, 1994; Danesh et al.,
2000; Hulthe e Fagerberg, 2002; Danesh et al., 2004; Libby, 2006). Estudos epidemioldgicos
demonstraram um aumento do risco vascular em associagdo com o aumento dos niveis de IL-6
e TNF-a (Ridker, Hennekens, et al., 2000; Ridker, Rifai, et al., 2000; Ikeda et al., 2001).
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Segundo Souza e colaboradores, 0 aumento da concentragao plasmatica de I1L-6 reflete tanto a
vulnerabilidade da placa ateromatosa quanto sua ruptura e esta intimamente envolvida na
patogénese da sindrome coronariana aguda (SCA) (Souza et al., 2008).

Os primeiros dados que apontam a PCR como um promissor biomarcador surgiu no
projeto Cholesterol and Recurrent Events (CARE). Este estudo mostrou que o0s niveis elevados
de PCR circulante estdo relacionados com o risco significativamente aumentado de doencas
coronérias recorrentes (Ridker et al., 1998). Ja em 2002, A American Heart Association (AHA)
e o0 Centro Americano de Controle de Doengas (CDC) recomendaram que os marcadores
inflamatorios, especialmente a PCR e a IL-6, fossem utilizados como diagnostico pré e pos-
eventos coronarianos (Pearson et al., 2003).

Esses marcadores inflamatdrios também se mostraram importantes na associacdo entre
periodontite e doencas cardiacas e vasculares como: o infarto agudo do miocéardio e de acidentes
vasculares cerebrais (Taylor et al., 2006; Floriano et al., 2009; Marcaccini et al., 2009).
Pacientes com periodontite demonstram um aumento dos niveis sanguineos de 1L-6, TNF-alpha
e PCR quando comparados com pacientes saudaveis (Floriano et al., 2009; Marcaccini et al.,
2009; Nakajima et al., 2010; Rastogi et al., 2012; Koppolu et al., 2013; Anitha et al., 2015).
Na mesma linha, alguns pesquisadores relatam que a bacteremia e a lesdo tecidual causada pelo
tratamento periodontal aumentam os niveis plasmaticos da IL-6, TNF-o.e¢ PCR (Ide et al., 2004;
Tonetti et al., 2007; Marcaccini et al., 2009; Rastogi et al., 2012).

Outro biomarcador utilizado como diagndstico de eventos cardiovasculares agudos é
peptideo natriurético cerebral (BNP). O BNP é um neuro-horménio sintetizado no ventriculo e
liberado na circulacdo em resposta a dilatacdo ventricular e sobrecarga de pressdo na parede
miocardica (De Lemos et al., 2003; Wang et al., 2004). O BNP e seu pro-hormdnio NT-proBNP
sdo considerados importantes no exame de prognostico de DCV como a infarto agudo do
miocardio, angina instavel e arritmias (Wang et al., 2004; Ogawa et al., 2006).

No coracgdo saudavel, o principal local de producdo de BNP é nos cardiomidcitos atriais
(Provan et al., 2008) e condic¢des normais, a concentragdo sérica é extremamente baixa (Loo et
al., 2012). Entretanto, durante uma insuficiéncia cardiaca e a medida que o coragdo falha, os
programas génicos fetais séo ativados e o miocardio ventricular esquerdo torna-se o principal
local de produgédo de BNP, liberando o peptideo em resposta a isquemia (Provan et al., 2008;
Looetal., 2012). Poucos estudos até o presente momento avaliaram a relagdo das concentracdes
de BNP e NT-proBNP com o diagnostico de periodontite e o efeito do tratamento periodontal
sobre s concentracdes sistémicas destes biomarcadores. Os estudos publicados até 0 momento

estdo enumerados na Figura 1.



Figura 1. Estudos que avaliaram as concentragfes de BNP e NT-proBNP em pacientes com periodontite.
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Autor Tipo de estudo Amostra Critérios de Diagndstico Método Resultados
Periodontal
(Loo et al., | Observacional Controle (n=108) Baseado na histéria | Follow up: ndo Os grupos teste demonstraram niveis mais
2012) odontoldgica pregressa, | Tipo de amostra: Soro. elevados de marcadores inflamatérios e cardiacos
Periodontite (n=44) parametros clinicos e padrdes | Biomarcadores avaliados: do que o grupo controle.
radiograficos de perda Ossea | P-selectina, CRP; troponina T;
Cancer (n=30) alveolar. troponin I; NT-proBNP e Lactate
dehydrogenase (LDH).
Parametros clinicos: IP; SS; PS; NIC.
Intervencdo: nenhuma.
(Czerniuk Estudo  clinico | 39 pacientes com insuficiéncia | N&o especificado. Follow up: baseline, 3 e 9 meses. Pacientes com melhores indices de higiene oral
etal., 2017) | (piloto) cardiaca congestiva; Tipo de amostra: Soro tiveram menores valores de NT-proBNP e TNF-a.
Biomarcadores avaliados:
Grupo 1 (n=10): periodontite; NT-proBNP e TNF-a
determinacéo da concentragéo Parametros clinicos:
de NT-proBNP e TNF-a. IP; SS; PS; NIC.
Grupo 2 (n=19): periodontite; Intervencdo: Raspagem e alisamento
determinacéo da concentracdo coronoradicular; instrugdo de higiene
de NT-proBNP; oral em todos os grupos.
Grupo 3 (n=10): periodontite;
determinacdo da concentracdo
de TNF-a.
(Dekker et | Analise a priori | N=75 O diagndstico consistia em | Follow up: néo. Houve uma correlagdo moderada a forte para PCR
al., 2017) dos dados de classificar a higiene oral em | Tipo de amostra: Saliva; Soro. soro-saliva, correlagéo fraca para IL-6 soro-saliva
baseline de um | Pacientes internados com | boa, mediana ou pobre. Biomarcadores avaliados: e nenhuma correlacdo para BNP e IL-10 soro-
estudo diagnéstico  primario  ou BNP, PCR, IL-6 e IL-10. saliva linflamagdo oral visivel foi o Unico preditor
randomizado e | secundario de insuficiéncia Teste: ELISA, Biosite Triage® de pior funcéo cardiovascular.
controlado. cardiaca. Parametros clinicos: higiene oral.
Intervencdo: nenhuma
(Rathnayak | Caso-controle Idade: < 75 anos. N&o descrito. Follow up: ndo. Os resultados para o NT-proBNP ndo foram
e et al, Tipo de amostra: Saliva; Soro. apresentados. Os autores justificaram a auséncia
2017) 200 pacientes com infarto do Biomarcadores avaliados: dos resultados pelo fato do NT-proBNP ter sido

miocardio;

200 pacientes sem infarto;

cystatin C, GDF-15 e NT-proBNP.
Teste: ELISA.

Parametros clinicos: dentes
presentes; alteragdes em tecido mole;
caries; exame periodontal (OS em 4
sitios por dente; SS; IP e perda dssea
radiogréfica).

Intervengdo: nenhuma

detectado em 65% das amostras de plasma, mas
em menos de 50% das amostras de saliva,
provavelmente pela sensibilidade do teste
utilizado ndo ter sido suficiente para detectar
baixas concentragdes de NT-proBNP.
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(Vedin et | Observacional Amostra: n= 15.828 pacientes | Baseado na perda de dentes. Follow up: 3.7 anos. Pacientes que relataram maior perda de dentes
al., 2017) de 39 paises distintos; Tipo de amostra: Soro. tiveram maiores niveis de NT-proBNP.
Pacientes com |IAM prévio, Biomarcadores avaliados:
revascularizagdo coronariana NT-proBNP.
prévia, cirurgia de Teste: ELISA.
revascularizagéo do miocérdio Parametros clinicos: dentes
ou doenca  coronariana presentes; alteracGes em tecido mole;
multiarterial sem caries; exame periodontal (OS em 4
revascularizacéo. sitios por dente; SS; IP e perda dssea
radiogréfica).
Intervengdo: nenhuma
(Leira e | Caso- controle Amostra: n=80 Baseado nos critérios do CDC/ | Follow up: ndo. Niveis séricos de NT-proBNP aumentados nos
Blanco, Consenso da  Academia | Tipo de amostra: Soro. pacientes com periodontite. Maior destrui¢do
2018) Periodontite (n=40) Americana de Periodontia | Biomarcadores avaliados: periodontal, associada a maiores niveis de NT-
Sem periodontite (n=40) (CDC/AAP) para estudos | NT-proBNP e CRP ultra sensivel. proBNP no soro.
epidemiologicos. Teste: imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia
Parametros clinicos: PS, SS, PISA,
NIC, ndmero de dentes.
Intervencdo: nenhuma.
(Wang et | Ensaio clinico | Amostra: n= 80 pacientes com | Periodontite estagio 111/ 1V. Follow up: ndo. O TPNC resultou em niveis mais baixos, mas nao
al., 2020) randomizado periodontite e diabetes tipo 2. Tipo de amostra: Soro. significantes hs-CRP, IL-6 e NT-proBNP.

Grupo tratamento (n-29):
TPNC

Grupo controle (n=29):
instrucédo de higiene oral.

Biomarcadores avaliados:
NT-proBNP, II-6 e CRP ultra sensivel.
Teste: Elecsys ProBNP; Roche);
ELISA e Cobas Integra 400 Plus,
respectivamente.

Parametros clinicos: dentes ausentes,
IP, SS, PS, NIC.

Intervencdo: TPNC ou instrucdo de
higiene oral. No grupo controle, O
TPNC foi iniciado 6 meses ap6s 0
estudo.

Primeira evidéncia de que o TPNC pode melhorar
a fungdo diastélica cardiaca em pacientes
diabéticos tipo 2 com periodontite.
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1.2 Periodontite e sepse

A sepse € uma sindrome resultante da desregulacdo bioquimica e fisiopatoldgica
desencadeada por fatores enddgenos em resposta a infecgdes bacterianas, virais, parasitarias ou
fungicas (Singer et al., 2016). Apresenta um alto indice de mortalidade quando néo
diagnosticada e tratada precocemente, podendo ser resultado de infecdes subclinicas e outras
condicdes pré-existentes, como diabetes (Rudd et al., 2020).

No Brasil ha uma elevada incidéncia, prevaléncia e morte relacionadas a sepse em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), com aproximadamente 200.000 mortes de pacientes
adultos por ano (Machado et al., 2017). Em 2017, aproximadamente 48.9 milhdes de casos de
sepse foram registrados, sendo responsaveis por 19.7% das mortes registradas no mundo (Rudd
et al., 2020).

Inicialmente, pode se manifestar através do aumento da temperatura corporea,
taquicardia, taquipneia ou alteracdes no numero de leucdcitos (Cai et al., 2010) que evoluem a
disfuncbes organicas (Singer et al., 2016). A fase inicial, ou fase hiper inflamatoria da doenca,
consiste em uma série de eventos que levam a “chuva de citocinas” (Pant et al., 2021). Ao
detectar a presenca do patdgeno, a resposta inflamatdria e ativacdo precoce da resposta imune
inata e adaptativa € iniciada (Cavaillon et al., 2020). As células imunes do hospedeiro
expressam receptores em superficies extracelulares (receptores Toll-like, TLRs) e no citosol
(receptores Nod-like, NODs). Os TLRs reconhecem padrdes de patdgenos moleculares
(PAMPS) e padrGes moleculares associados a danos (DAMPS) de células enddgenas
danificadas (Cavaillon et al., 2020). J& os NODs, detectam patégenos que invadem o citosol,
formando inflamassomos e consequente producdo de citocinas inflamatorias (Teggert et al.,
2020). Esse estado inflamatdrio resulta na ativacéo de leucdcitos, sistema complemento e vias
de coagulacdo promovendo disfuncédo endotelial, celular e cardiovascular, além da reducéo da
perfusdo tecidual (Figura 2) (Deutschman e Tracey, 2014; Gyawali et al., 2019; Cavaillon et
al., 2020). A perfuséo reduzida compromete o fornecimento de oxigénio aos 6rgdos, levando a
contracdo do miocérdio, reducdo da resisténcia vascular sistémica, hipotensdo, acidose
metabolica, hiperglicemia, que caracterizam a sindrome de disfuncdo de maultiplos érgéos e
pode levar a morte (Pant et al., 2021).

Durante a sepse, ha uma ativacdo de células monociticas que leva a inducéo da liberacao
de procalcitonina (PCT) (Linscheid et al., 2004), também produzida em resposta a liberacdo

pré-inflamatoria de endotoxinas e citocinas durante uma infeccdo ou durante uma inflamagéo
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sistémica como trauma extenso ou choque cardiogénico (Assicot et al., 1993; Carrol et al.,
2002; Meisner, 2014).

Células imunolégicas

l, ...... Ativagdo do sistema imune
Proteinas do Sistema de
plasma defesa (células)
l Mediadores pfé-
mﬂamaténos
oagulagdo
50
> Disfunco em vérios érglos

Figura 2. Alteragdes fisiopatoldgicas na sepse por infeccdo. A liberacdo de moléculas de PAMP/DAMP
ativa as células imunes que mediam respostas ao nivel das proteinas plasmaticas e ao nivel celular.
Como consequéncia ocorrem alteragcdes no suprimento de sangue e consumo de oxigénio levando a

disfungdo organica multipla. Adaptado de (Pant et al., 2021).

A PCT é uma proteina precursora inativa da calcitonina, horménio secretado pela
tireoide envolvido na homeostase do calcio (Dolin et al., 2018; Gyawali et al., 2019) e
normalmente ndo é detectada em individuos saudaveis (Gyawali et al., 2019). Evidéncias
sugerem que a PCT, quando avaliada em conjunto com outros sinais clinicos, € um biomarcador
pratico para o diagndstico precoce de sepse (Wacker et al., 2013).

Em pacientes sistemicamente saudaveis, o nivel sérico de PCT é extremamente baixo
(<0.1 ng / mL) (Wiedermann et al., 2002; Meisner, 2014). Quando a dosagem ¢ < 0.2 ng / mL,
pode-se excluir o diagnostico de sepse ou outra inflamacéo sistémica grave e niveis plasmaticos
>0.5 ng / mL ja podem sugerir um diagndstico positivo de sepse. Os niveis mais elevados de

PCT ocorrem entre 24 e 48 horas (Meisner, 2014; Vijayan et al., 2017). Desde a publicacéo
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do estudo multicéntrico randomizado PRORATA, em 2010 (Bouadma et al., 2010), tem se
utilizado os valores de corte estabelecidos no estudo para guiar 0 uso ou néo de antibioticos em
unidades de terapia intensiva, ou seja, a partir de determinado valor € recomendado ouso de
antibidtico pois provavelmente o paciente esta entrando em infeccao sistémica (sepse). Dessa
forma, concentracdes de PCT inferiores a 250 pg/mL (0.25 pg/L) contraindicavam e maiores
que 1000 pg/mL (1 pg/L) indicavam fortemente o inicio de terapia antibiética (Bouadma et al.,
2010).

E considerada um mediador da inflamag&o uma vez que atua como um vasodilatador e
promove liberagcdo de mediadores inflamatorios (TNF- a, IL-6) e de proteinas de fase aguda,
como a PCR (Dandona et al., 1994; Selvadurai et al., 2019), proteinas que também participam
do processo de destruicdo tecidual presente na infeccéo periodontal (Selvadurai et al., 2019) e
consideradas marcadores de risco de DCV (Roca-Millan et al., 2018; Fagundes et al., 2019). A
elevacgdo dos niveis séricos de PCT sugere uma participacdo na resposta imune desempenhando
um papel pré-inflamatdrio (Matwiyoff et al., 2012).

O aumento dos niveis desse pré-hormonio ndo é especifico, ocorrendo também em
outras condi¢des clinicas inflamatorias e ja foi observado no soro (Bassim et al., 2008; Zhang
et al., 2013; Giannopoulou et al., 2016; Redman et al., 2016; Leira et al., 2018; Selvadurai et
al., 2019; Sravya et al., 2019), saliva (Bassim et al., 2008; Hendek et al., 2015; Yousefimanesh
et al., 2015; Redman et al., 2016; Selvadurai et al., 2019) e fluido crevicular gengival
(Giannopoulou et al., 2012; Muller Campanile et al., 2015) de pacientes com periodontite.

Existem poucos estudos clinicos até o presente momento buscando avaliar a presenca
de PCT em pacientes com doengas periodontais. Na Figura 3, listamos esses estudos com as

respectivas metodologias e resultados.



Figura 3. Estudos em humanos avaliando a presenca de procalcitonina em pacientes com periodontite.
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Autor Tipo de | Amostra Critérios de | Método Intervengdo Resultados Observacoes
estudo Diagnostico
Periodontal
(Bassim et | Estudo N= 62 Periodontite severa: | Follow up: 3 e 6 | Raspagem supra e | Individuos com | Néo
al., 2008) clinico PD > 6 mm em mais | meses. subgengival em | periodontite severa | randomizado;
Grupos de 30% dos sitios; Tipo de amostra: | sessdo Unica | mostraram maiores | primeiro estudo a
Teste: Pacientes Soro e saliva. (FMUD). niveis de PCT na saliva | avaliar a presenca
com periodontite e | Periodontite Teste: do que os com | dePCT na saliva.
diabetes (HgbAlc | moderada: PD 4-6mm | Soro: KRYPTOR- periodontite moderada e | A amostra parece
> 7.0%), n= 20. em mais de 30% dos | TRACE technology do que os controle. ser de
Controle:  sem | sitios; (BRAHMS, Os niveis salivares foram | conveniéncia.
diabetes e sem sensibilidade 60 maiores que 0s niveis
periodontite, n=8. pg/mL). séricos no grupo
Sem diabetes e Parametros periodontite/ diabetes e
com clinicos: PS. no grupo controle
periodontite:
n=34
(Giannopoul | Estudo N=32. Individuos em | Follow up: 6 meses. | Tratamento 1. | PCT: em todas as| O Unico estudo
ou et al, | clinico, manutencdo por 3-24 | Tipo de amostra: | raspagem e | intervencdes houve | em que os niveis
2012) controlado, Idade: 36-74 | meses; presenca de | fluido  crevicular | alisamento radicular | aumento nos niveis de | de PCT (fluido
cego, anos. pelo menos 1 sitio em | gengival. (RAR). PCT e diferenga | crevicular)
randomizado cada quadrante a ser | Teste: Elisa significante do baseline | aumentaram no
, boca tratado com PS =5 | (multiplex): PCT, | Tratamento 2: laser | aos 2 e 6 meses; follow up. Aos 6
dividida, mm, NIC=2 mm e | CRPe TNF-a. diodo CRP: sem diferenca | meses, todos 0s
paralelo. presenca de SS. Parametros entre 0s | biomarcadores
clinicos: PS Tratamento 3: | tratamentos/tempos; em questdo
terapia TNF-a: sem diferenga | aumentaram em
fotodindmica (PDT) | entre os tratamentos, mas | relagdo ao
na avaliacdo geral houve | baseline.
aumento significante do
baseline aos 2 e 6 meses.
(zZhangetal., | Caso N=76 Inicio antes dos 35 | Follow up: ndo. N&o houve. Maiores niveis séricos de
2013) controle anos; pelo menos 8 | Tipo de amostra: DBP, IL-6, PCT e
Grupos: dentes (3 ou mais | soro. 25(0OH)D3 em pacientes
Periodontite além de molares e | Teste: com periodontite
agressiva (n=44) incisivos) com | Elisa: IL-6 agressiva comparado ao
Controle (n=32) profundidade de | (sensibilidade 0.16
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sondagem > 6mm e | pg/mL); PCT grupo controle (p <
perda 6ssea | (sensibilidade 3.9 0.05).
evidenciada pg/mL).
radiograficamente. Vitamin D-binding
protein (DBP):
radioimunoensaio.
Parémetros
clinicos: indice de
sangramento;  PS;
NIC e percentual de
sitios  severamente
afetados.
(Hendek et | Caso N=72 Classificacdo de 1999 | Follow up: Néo. N&o houve. A mediana dos niveis de | Dados expressos
al., 2015) controle (AAP). Tipo de amostra: PCT foi menor no grupo | em mediana.
Minimo de 16 saliva. H seguida dos grupos G, | Dados relativos
dentes. Teste: ELISA CP e amais elevada foi a | apenas ao
Grupos: (BRAHMS). do grupo GAgP. As | baseline.
Periodontite Parametros diferengas foram
cronica (CP, clinicos: PS, NIC, significantes entre o
n=21) IP e indice gengival. grupo H e os demais
Periodontie grupos (p<0.05). Houve
Agressiva (GAP, uma correlacdo positiva
n=14) entre o nivel salivar de
Gengivite (G, PCT e os parametros Gl,
n=18) CAL e PD.
Saudaveis/Control
e (H, n=19)
(Muller Clinico, N=28 Individuos em | Follow up: 3 e 6 | Terapia CRP e PCT: ao avaliar | Para a avaliacdo
Campanile et | longitudinal, manutencéo meses. fotodindmica, duas | toda a amostra, sem | no fluido
al., 2015) randomizado | ldade:>18 anos; periodontal entre 3 e | Tipo de amostra: | sessbes em uma | distingdo entre grupos, | crevicular  das
, Cego 12 meses, com pelo | Placa subgengival e | semana, onde: houve reducdo | citocinas nédo
Individuos em | menos 1 sitio por | fluido crevicular. Grupo A: laser 2x significante ao comparar | houve distincéo
manuten¢do com | quadrante com PS >4 | Teste: ELISA | Grupo B: laser + | baseline e 6 meses. entre 0S grupos
bolsas  residuais | mm, CAL >mm, e | multiplex mais de | sham nas tabelas
(PS =5 mm), BOP+. 20 biomarcadores, | Grupo C: sham + | CRP teve reducdo maior | mostradas no
NIC >2 mm e dentre eles PCT, | sham quando o laser foi | artigo, apenas
SS+). CRP e TNF-a. utilizado 2 vezes (Grupo | descrito no texto.
Paréametros A, p<0.05). As demais

clinicos: PS, NIC,




44

IP, SS e indice diferencas ndo foram
gengival. significantes.
(Yousefiman | Caso n=60 PS> 3mm em pelo | Follow up: ndo. Todos os pacientes | No  grupo  controle | A metodologia
esh et al., | controle menos 30% dos sitios. | Tipo de amostra: | receberam concentracdo de PCT | utilizada
2015) Saudaveis/control Saliva. tratamento variou de 0.081 pg/ mL a | apresenta alta
e (n=30) Teste: ELISA | periodontal ap6s a | 0.109 pg/mL e no grupo | sensibilidade de
(BRAHMS). coleta de saliva | com periodontite cronica | deteccdo (0.02-
Periodontite Parametros inicial. de 0.078 pg/mL a 0.114 | 100ug/L), de
cronica (n=30) clinicos: PS, NIC, pg/mL. N& houve | acordo com o
IP, SS. diferenca entre os grupos | manual do
(p=0.17). fabricante e
necessita de
equipamento
especifico  para
leitura. Como o
tempo do teste é
de 18 minutos,
tem sido utilizado
em ambiente
hospitalar.
(Giannopoul | Estudo n=80; Pelo menos 4 dentes | Follow up: | - Fase 1: RAR em | Ambos o0s protocolos | O estudo
ou et al, | clinico, com PS >4mm, perda | Baseline, 3meses, 6 | até 48  horas; | reduziram 0s picos dos | considera “pico”
2016) randomizado | ldade: 25-70 anos; | de insercdo de pelo | meses, 12 meses. Amoxicilina 375mg | marcadores nos tempos | de cada
, duplo cego, menos 2mm, perda | Tipo de amostra: | + Medronidazol | experimentais, sendo a | biomarcador
placebo Minimo 12 dentes; | 6ssea  radiogréafica, | Soro; 400mg 7 dias ou | maior  redugdo  no | qualquer  valor
deteccdo de Aa a | Teste: Elisa | placebo periodo de 3 meses, sem | acima da média
Periodontite partir de um pool de | (multiplex), dentre | — Fase 2: Acesso | diferencas entre  0s | encontrada em 40
crbnica ou | amostra da bolsa mais | as avaliadas: IL-6, | para raspagem em | grupos. pacientes
agressiva e severa | profunda de cada | TNF-a, CRP e PCT. | bolsas >=6mm + periodontalmente
a moderada; quadrante. Amoxicilina 375mg | PCT: encontrada em | saudaveis,

+ Medronidazol
400mg 7 dias ou
placebo

Grupo A:

Fase 1:
Antibiotico
Fase 2: acesso +
placebo

RAR+

valores altos no baseline
e reduziu nos tempos
experimentais em ambos
0S grupos.

entretanto. Os
valores
estipulados estdo
em um estudo
prévio
(Almaghlouth et
al., 2014):

- CRP: 1.9 (3.9)
ug/ml
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Grupo B: - PCT: 2.2 (1.4)
Fase 1. RAR+ ng/ml
Placebo - TNF-a: 140
Fase 2: acesso + (30.2) pg/ml
antibidtico.
(Redman et | Estudo n=83 Sem periodontite. Follow up: ndo. Sem intervencéo. Soro: niveis de PCT
al., 2016) clinico, Periodontite leve. Tipo de amostra: maiores  no  grupo
single center | Grupos Periodontite Soro e saliva. Avaliacdo somente | moderado/severo e em
Aurtrite reumatoide | moderada. Teste no baseline. pacientes com
n=33; Periodontite severa. | PCT: método periodontite severa
Osteoartrite (Eke et al., 2012) Kryptor® comparado aos pacientes
(controle, n=50). (sensibilidade 0.002 sem/ periodontite leve.
ng/ml). HsCRP: Saliva: sem diferencas
Minimo de 9 ELISA. para PCT e hsCRP.
dentes.
(Leira et al., | Estudo N=138 Periodonite (PC): >2 | Follow up: néo. Sem intervencdo. O  grupo PC+CM
2018) transversal sitios interproximais | Tipo de amostra: (0.056+0.006  ng/mL)
Idade: 46.3+10.1 | com NIC >3 mm e >2 | soro, 12 horas ap6s | Avaliagdo somente | teve  maiores  niveis
anos. sitios interproximais | episddio de CM. no baseline. Séricos de PCT
com PS >4 mm (ndo o | Teste: hs-CRP, comparado ao grupo sem
Grupos mesmo dente) ou 1 | imunodiagndstico CM+ sem PC
Controle (n=37): | sitio com PS >5 mm | (sensibilidade 0.2 (0.02940.019 ng/mL), ao
sem  enxaqueca | estava presente. mg/L). PCT, grupo CM (0.041+0.002
cronica (CM) e Elecsys®, ng/mL), ou ao grupo PC
sem periodontite BRAHMS (0.034 £0.014 ng/mL) (p
cronica (CP); (sensibilidade 0.02 < 0.001). ndo houve
CP (n = 19), ng/mL). diferenca entre 0s grupos
CM+sem DP Parametros para hs-CRP (p = 0.081).
(n =34); clinicos: PD, CAL, Uma regressdo linear
CM+CP (n = 48). full-mouth  plaque multipla mostrou que PC
score (FMPS) e full- estava  associada a
mouth bleeding maiores niveis de PCT
score (FMB). em pacientes com CM
(R2=0.293, p < 0.001).
(Selvadurai Caso N=33. Minimo de 20 dentes. | Follow up: ndo. TPNC Soro: niveis de PCT
etal., 2019) | controle maiores no grupo com

Idade 30-39 anos.

Categorizados de
acordo com a

periodontite ndo tratada
(3.25ng/ml).
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classificacdo de 2017
(FEP).

Tipo de amostra:
Soro e fluido
crevicular:

Teste: ELISA

(sensibilidade <30
pg/ml).

Grupo | - salde
periodontal (n=11)
Grupo 1l- gengivite
(n=11)

Grupo Ia -
periodontite (n=11)
Grupo Illb — apoés
trat. Periodontal

O teste de correlacdo de
Pearson demonstrou
forte correlacdo entre a
concentracdo de PCT e
os parametros clinicos
registrados em todos os
grupos.

Parametros (grupo  Illa 12
clinicos: IP, SS, PS | Sémanas apos
TPNC).
(Sravya et | Estudo N= 40 (fumantes) | Profundidade de | Follow up: 3meses. | TPNC  associado | EM ambos os grupos a
al., 2019) clinico, sondagens >4 mm e (Grupo A) ou ndo | concentragdo sérica de

randomizado
, Cego

Idade: 35-60 anos

Grupos

Grupo A
(Raspagem +
Oxitard)

Grupo B
(Raspagem)

perda de insercdo
clinica >2 mm.

Tipo de amostra:
Soro.

Teste: Elisa
Parametros
clinicos: indice

gengival, PS e NIC.

(Grupo B) ao uso de
um extrato herbal (2
capsulas, 2 x ao dia,
3 meses).

PCT reduziu apés a
intervencdo. Entre 0s
grupos, a diferenca aos 3
meses  também  foi
significante, sugerindo
que o uso do extrato
herbal testado pode
favorecer a redugdo
sérica de PCT.
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1.3 O tratamento periodontal

O manejo adequado da doenca periodontal requer, além do tratamento periodontal ndo
cirurgico (TPNC), a compreensdo dos componentes causais da doenca em nivel individual e a
adocdo de modalidades de tratamento personalizadas, como a modulacdo da inflamacéo
(Kononen et al., 2019). Tratamentos dentarios invasivos (IDTs), como o TPNC, desencadeiam
inflamacéo aguda de curto prazo (Luthra et al., 2022). Portanto, 0 TPNC causa uma elevagao
dos marcadores inflamatérios devido a disseminacdo sistémica de mediadores inflamatorios das
bolsas e tecidos periodontais (D'aiuto et al., 2007).

O tratamento periodontal consiste essencialmente em remover ou reduzir a flora
subgengival e fatores retentivos de biofilme através de procedimentos como raspagem e
alisamento radicular (Sanghani et al., 2014). Quirynen e colaboradores, em 1995, introduziram
o conceito de sessdo Unica na terapia periodontal (“full-mouth ultrasonic debridement” -
FMUD) realizado em todos os dentes da boca, podendo ser dividido em duas sessdes de duas
horas, dentro das primeiras 24 horas. Segundo 0s autores o tratamento por multiplas sessées,
realizadas em quadrantes (“quadrant debridement” - QD), pode permitir a reinfeccdo das bolsas
ja tratadas. Além disso, no tratamento realizado por FMUD ha uma reducéo significativa na
carga bacteriana (Quirynen et al., 1995). Entretanto, a literatura mostra que o tratamento em
Unica sessdo causa uma bacteremia transitoria, que induz uma reacao imunoldgica significativa,
conhecida como reacdo de Schwartzman. Justificando os relatos de sintomas como dor e febre,
e 0s aparecimentos de lesdes herpéticas nos pacientes apos o tratamento com FMUD (Quirynen
et al., 1995; Quirynen et al., 2000; Teughels et al., 2009).

Ushida e colaboradores (2008) avaliaram os niveis sanguineos dos biomarcadores IL-6,
PCR e trombomodulina em pacientes sem histérico de DCV, logo ap6s a raspagem
supragengival realizada com um equipamento ultrassdnico em sessdo Unica ou raspagem
realizada em quadrantes em 4 sessdes (Ushida et al., 2008). Observou-se que o tratamento
periodontal provocou uma elevacao transitéria de IL-6 e diminui¢do da trombomodulina sérica
sollvel, e que estas altera¢cdes foram mais pronunciadas depois da raspagem em Unica sessdo
do que apds a raspagem em quadrantes (Ushida et al., 2008). Graziani e colaboradores (2015)
mostraram resultados semelhantes ap6s o tratamento periodontal em sessdo Unica com o
aumento significante de PCR, IL-6 e TNF-a (Graziani et al., 2015).

Existem evidéncias robustas de que pacientes com periodontite apresentam risco
aumentado de doenca cardiovascular e que o tratamento periodontal tem um efeito benéfico na

reducdo do risco (Sanz et al., 2020). Entretanto, o tratamento periodontal induz também a uma
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resposta inflamatoéria aguda com elevacdo transitdria de proteinas sistémicas de fase aguda
(Daiuto et al., 2007; Graziani et al., 2010; Giannopoulou et al., 2012; Graziani et al., 2015). A
bacteremia e 0s danos nos tecidos causados pelo tratamento periodontal aumentam os niveis
plasmaticos de IL-6, TNF-a e PCR (lde et al., 2004; Tonetti et al., 2007; Marcaccini et al.,
2009; Rastogi et al., 2012). Alguns desses biomarcadores também estdo elevados em eventos
cardiovasculares agudos (Chan e Ng, 2010).

A literatura relata que a terapia de raspagem e alisamento radicular (FM-SRP), em
comparagdo com raspagem de quadrante e alisamento radicular (Q-SRP), induz uma resposta
aguda maior, elevando IL-6, TNF-oa € PCR. No entanto, biomarcadores especificos de risco
cardiovascular como BNP, NT-proBNP e COP ainda ndo foram avaliados na fase aguda, apenas
em estudos observacionais ou ensaios clinicos com maior acompanhamento (Loo et al., 2012;
Czerniuk et al., 2017; Dekker et al., 2017; Rathnayake et al., 2017; Leira e Blanco, 2018; Wang
et al., 2020). Assim, é razoavel avaliar se marcadores especificos de eventos cardiovasculares
agudos também sofrem essa elevacdo transitoria, colocando os pacientes em risco de um evento

cardiovascular agudo nas primeiras 48 horas apos o atendimento.
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2. Justificativa
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2. JUSTIFICATIVA

A periodontite € uma condicdo de alta prevaléncia na populagdo adulta, muitas vezes
associada a morbidades. Apesar dos relatos iniciais, até 0 momento, ndo ha uma definicéo se a
terapia periodontal basica aumenta o risco de o paciente desenvolver algum dano
cardiovascular.

Poucos sdos os estudos sobre a periodontite com a avaliagdo destes biomarcadores e,
em sua maioria, sdo de pacientes com historico estabelecido de quadros graves de DCV
(Volpato et al., 2001; Bokhari et al., 2012; Rastogi et al., 2012; Marfil-Alvarez et al., 2014;
Gorski et al., 2016; Ryden et al., 2016; Tiensripojamarn et al., 2021).

Ha uma discussdo na literatura sobre o tratamento periodontal FMUD versus QD
(Farman e Joshi, 2008). A modalidade FMD parece apresentar melhores parametros clinicos de
sucesso no tratamento periodontal (Fang et al., 2016). Entretanto, ndo se sabe se as abordagens
diferentes podem levar a um comprometimento sistémico importante em decorréncia da reacéo
imunolodgica aguda que ocorre principalmente apds o tratamento FMUD (Ushida et al., 2008;
Graziani et al., 2015b).

Até 0 momento, ndo ha estudos mostrando se a bacteremia, e consequentemente a
resposta imunoldgica provocada pelo tratamento periodontal pode interferir na concentracao
plasmatica destes biomarcadores especificos em pacientes sistemicamente saudaveis. E
razoavel avaliar se marcadores especificos de eventos cardiovasculares agudos também sofrem
essa elevacdo transitoria, colocando os pacientes em risco para um evento cardiovascular agudo
nas primeiras 48 horas ap0s o atendimento.

E coerente supor ainda que, pacientes que eventualmente so internados em hospitais,
apresentam algum foco infeccioso ativo na cavidade oral, como a doenca periodontal. Por
apresentarem mecanismos bioldgicos de indugdo semelhantes, levantou-se a hipotese de que a
resposta inflamatoria exacerbada e transitéria pode aumentar o risco de infeccao sistémica e de
um evento cardiovascular adverso, como infarto agudo do miocardio. Nesse contexto, também
é razoavel avaliar o impacto da resposta sistémica ao tratamento periodontal no risco de sepse
em ambiente hospitalar como consequéncia tardia do trauma tecidual induzido pelo TPNC.

Desta forma, considerando o grande nimero de procedimentos periodontais que séo
realizados, o envelhecimento da populacédo e a alta prevaléncia de individuos com problemas
cardiovasculares, faz-se necessario avaliar se a bacteremia e o trauma tecidual ocasionados pelo
TPNC podem colocar pacientes em uma faixa de risco de evento cardiovascular agudo ou sepse.

Tal resultado é importante para o planeamento e manejo de pacientes com um maior risco
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sistémico conhecido, como diabéticos e portadores de alteracBes cardiovasculares, buscando a

reducdo do risco de eventos adversos graves.

3. Proposicao
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3. PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta de fase aguda do tratamento periodontal ndo cirurgico (TPNC)
realizado em sesséo Unica ou multiplas sessdes em pacientes com periodontite, monitorando

biomarcadores relacionados a sepse e a eventos cardiovasculares agudos.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar parametros clinicos periodontais (profundidade de sondagem — PS, nivel de
insercéo clinica—NIC, sangramento a sondagem — SS, indice de placa— IP e a area de superficie
inflamada periodontal- PISA) antes e ap6s o TPNC em pacientes normossistémicos
diagnosticados com periodontite;

b) Avaliar e quantificar os biomarcadores (PCT, COP, BNP, NT-proBNP, IL-6, TNF-
a e PCR) em trés momentos: antes da terapia periodontal (baseline), apos 24 e 48 horas de
iniciada a terapia periodontal.

c) Estabelecer uma plausibilidade entre o risco sistémico do tratamento periodontal.

d) Sugerir abordagens menos invasivas para minimizar possiveis riscos e proteger o

paciente.
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4. Material e métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O estudo foi conduzido pelo Departamento de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-
Facial e Periodontia, com autoriza¢do do Comité de Etica em Pesquisa Humana da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto da USP (CEP/FORP), protocolo CAAE n°
56454016.6.0000.5419 (Anexo A) e financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de S&o Paulo (FAPESP), processo numero 2017/20770-6 (Anexo B).

Foram avaliados os prontuarios de pacientes que ja haviam sido submetidos a
tratamento periodontal na clinica de Pds-graduacdo da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto (FORP) e estavam sem acompanhamento ou manutencdo a mais de um ano. Aqueles que
possivelmente se enquadrariam no projeto foram convidados a participar de maneira voluntéaria.
Adicionalmente, pacientes foram selecionados a partir da livre demanda da (FORP) e aqueles
gue ndo se enquadraram nos critérios de inclusdo da pesquisa foram encaminhados para
tratamento na Clinica de Graduac&o da instituicao.

Os principios da Declaracdo de Helsinque e as diretrizes CONSORT (Consolidated
Standards of Reporting Trials) (Schulz et al., 2010) foram seguidos durante todo o estudo.
Todos os pacientes receberam informacBes detalhadas sobre os procedimentos a serem
executados, riscos, beneficios e procedimentos para minimizacédo dos riscos, conforme o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo CEP/FORP (APENDICE A).

Destaca-se que foi tomado um especial cuidado na selegdo da amostra para a realizagéo
do estudo em pacientes em bom estado de saude geral, evitando assim a exposi¢cdo a um
potencial risco devido ao desenho experimental, trauma tecidual e bacteremia, com base nas

evidéncias apresentadas.

4.2 Célculo do tamanho da amostra

Com base no estudo de Graziani et al., 2015 (Graziani et al., 2015), que avaliou a
resposta de fase aguda apds o tratamento periodontal, e no estudo de Ebersole et al., 2017
(Ebersole et al., 2017), que correlacionou os niveis de CRP com a saude bucal e o infarto agudo
do miocardio, foi calculada uma estimativa do tamanho amostral para esse estudo. Para o

calculo foi determinado um poder de 80%, nivel de significancia de 5% e tamanho de efeito
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médio-baixo de 0.4, obtendo-se assim uma amostra total de 52 individuos para se obter um
resultado clinicamente significante, ou seja, em média 26 individuos por grupo.
Considerando uma perda de seguimento de amostra razoavel de 15%, nesse estudo foi

preconizado um N total de 60 pacientes, divididos em 2 grupos de 30 pacientes.

4.3 Selecdo dos Pacientes

Pacientes provenientes da triagem de demanda espontanea e do arquivo de prontuarios
de pacientes da Clinica de Pds-Graduagéo foram avaliados e os que se enquadraram no estudo
foram convidados a participar da pesquisa. Todos 0s pacientes selecionados receberam
orientacdo para leitura e assinatura do TCLE (APENDICE A). Ap6s os esclarecimentos, foi
realizada anamnese criteriosa, instrucé@o de higiene oral (IHO) e avaliacdo periodontal inicial,
além da coleta da amostra de sangue inicial e avaliacdo de saude geral (peso, altura, indice de
massa corporal- IMC, circunferéncia abdominal- CAB e pressdo arterial). A triagem e o
atendimento clinico dos pacientes participantes do projeto de pesquisa foram iniciados em abril
de 2017 e finalizados em dezembro de 2019.

Como critérios de inclusdo, todos os pacientes deveriam apresentar no minimo 14 dentes
naturais, sendo pelo menos 4 deles molares com pelo menos 4 bolsas com profundidades >4
mm e 6 sitios com perda de insercdo >3 mm para serem considerados pacientes portadores de
periodontite (Lopez et al., 2000). De acordo com a atual Classificacdo das Doengas e Condicdes
Periodontais e Perimplantares (Tonetti et al., 2018) e com os critérios de diagnostico e inclusdo
do estudo, os pacientes incluidos eram diagnosticados com periodontite estagio Il ou Ill.

Foram excluidos pacientes com inflamacdo cronica ou condi¢cdes imunoldgicas,
doencas cronicas, histéria de tabagismo, gravidez, lactacdo e medicamentos como anti-
inflamatdrios, antibidticos, imunossupressores ou anticoagulantes nos ultimos seis meses ou de
uso continuo.

O risco de eventos cardiovasculares foi avaliado previamente em todos os pacientes
selecionados de acordo com a Associacdo Brasileira de Cardiologia (ABC). Foram avaliados
fatores como tabagismo, hipertensdo, sobrepeso/obesidade, dislipidemia, atividade fisica
regular e fatores psicossociais (Simao et al., 2014). Pacientes que foram enquadrados nas
categorias de risco médio ou alto foram excluidos do estudo e orientados a procurar
atendimento médico especializado. A exclusdo desses pacientes teve por objetivo a nédo

exposi¢cdo do paciente ao risco objeto de estudo do projeto. Da mesma forma, aqueles que
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abandonaram o estudo ou ndo puderam comparecer as consultas agendadas foram excluidos,

mas continuaram a receber tratamento periodontal.

4.4 Delineamento do estudo

Para esclarecimento do delineamento do estudo, as informacgdes foram organizadas no

fluxograma a sequir (Figura 4).

|

Excluides (n= 333)
- Nio atenderam aos critérios de inclusdo (n=

127)

w

!

-Leitura & assinatura do TCLE;

AHO,

- Coleta de sangue inicial (T1};

- Registra dos pardmetros clinicos periodontals;

-Registro dos pardmetros de salde geral;

-Recusaram participacéo (n=03)
- Nio compareceram ao primeiro exame (n=03)

3

Randomizados (1= 47)

Grupo QD (n=23)
- Receberam intervengéo (n= 22)
- Mo receberam Intervengio (recusaram) (n=01)

'

Grupa FM (n=24)
- Receheram intervengdo (n= 24)
- Nilo receberam Intervengdo (n=0)

- Coleta de sangue: baseline (T1), 24 horas (T2) e 48 horas (T3);
- Exame periodontal apos 45 dias de tratamento periodontal ndo cirdrgico;

Perderam o follow-up:
- perdel um dos tempos experimentals) (n=05);
Analisados (n=17)

Figura 4. Fluxograma do estudo.

Perderam o follow-up:

- faltaram a um dos tempos experimentals (n=04);
- desistiram de participar (n=02);

- mudanga de endereo (n=01).

Analisado {n=17)
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Uma vez incluidos no estudo e apés leitura e assinatura do TCLE, os pacientes
receberam instrucao de higiene oral (IHO) e era realizada a primeira coleta de sangue (T1). Um
examinador experiente (examinador 1) e calibrado antes do estudo (K.F.C.) realizou toda a
coleta de dados clinicos.

Os participantes foram alocados em grupos QD ou FMD por randomizagdo em blocos
de 10 usando uma sequéncia de nimeros aleatorios criada por um programa de computador
(Microsoft Excel, Microsoft® Corporation, Santa Rosa, California). Um assistente externo
(D.S.G.) realizou o procedimento de randomizacdo usando codigos numeéricos e envelopes
opacos e lacrados. Os envelopes foram abertos pelo examinador 2 (C.M.T.) pouco antes do
inicio do TPNC.

Apos a coleta de sangue, o examinador 1 prosseguia com a realizagdo da avaliacao
periodontal inicial. Em seguida, um envelope escuro e lacrado contendo a alocacgdo do paciente
era entregue ao examinador 2, que iniciava o protocolo de atendimento de acordo com o grupo

experimental da seguinte maneira:

a) Grupo QD:

- Raspagem supragengival da boca toda e subgengival de um quadrante;

- Ap0s 24 horas, coleta de sangue (T2);

- Apds 48 horas, coleta de sangue (T3);

- Raspagem subgengival dos demais quadrantes, com intervalo de 7 dias entre as sessdes
(maximo de 4 sessdes);

- Reavaliacdo periodontal e de saude geral (apds 45 dias);

- Terapia periodontal de suporte.

b) Grupo FMD:

- Raspagem supragengival e subgengival da boca toda em uma Unica sess&o;
- Apds 24 horas, coleta de sangue (T2);

- Apds 48 horas, coleta de sangue (T3);

- Reavaliacdo periodontal e de satde geral (apos 45 dias);

- Terapia periodontal de suporte.

Antes do TPNC, todos os pacientes realizavam bochecho com 15 mL de uma solugéo
de digluconato de clorexidina sem alcool a 0,12% por um minuto. Ambos os protocolos de

TPNC foram realizados com ultrassom (Profi Neo, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, Brasil) e
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curetas Gracey manuais (Hu-Friedy MFG. Co.Inc., Chicago, EUA), sem 0 uso medicac0es
adjuvantes. Os pacientes foram avaliados clinicamente no baseline e apds 45 dias, e aqueles

sem sinais clinicos de atividade da doenga, entraram em terapia de suporte e manutencao.

4.5 Coleta das amostras

De cada paciente atendido foi coletado, a vacuo, cerca de 10 mL de sangue periférico
por puncdo venosa em tubos contendo gel separador e ativador de coagulo (Labor Import
Comercial Imp. Exp., Osasco, SP, Brasil). A coleta seguiu as normas de biosseguranca do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP) e foi realizada
por um profissional devidamente treinado (C.M.T.) e nos tempos experimentais pré-
determinados.

As amostras ficaram em temperatura ambiente por 1 hora para retragdo do codgulo.
Apos a retracdo do coadgulo, a amostra seguiu para a centrifuga para a separagdo do soro em
tubo com tampa, a 3000 rpm (rotagcbes por minuto), por oito minutos. Em seguida, o soro
(sobrenadante) foi transferido para micro tubos esterilizados e secos, identificados com iniciais
do paciente e tempo experimental em aliquotas de 1,5 mL para armazenamento em freezer
- 80°C (Figura 5). Nao houve identificacdo em relagdo ao grupo ao qual a amostra pertencia,
apenas o profissional responsavel pelo processamento inicial das amostras sabia a qual grupo
cada amostra pertencia, permitindo o cegamento também do responsavel pelo processamento

final e analise laboratorial das amostras (M.S.T.).

4.6 Calibracdo do examinador

Para garantir a concordancia diagndstica intra examinador durante a realizacdo do
exame clinico periodontal na pesquisa, foi utilizado o indice Kappa. O nivel de concordéancia,
de acordo com o indice de Kappa, para ser considerado aceitavel deve ser maior ou igual a 0,85
(LANDIS e KOCH, 1977). Para este fim, a PS foi registrada em 5 pacientes com pelo menos
dois dentes com PS > Smm. Cada paciente foi avaliado duas vezes em um intervalo de 48 horas
com uma sonda periodontal manual (PCP UNC 15, Hu-Friedy MFG. Co.Inc., Chicago, EUA).
De acordo com o coeficiente Kappa, o examinador 1 foi considerado calibrado quando o indice

de concordéancia entre as medidas repetidas foi igual ou superior a 90%.
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Coleta do sangue Temperatura @ Centrifugacao a 3000
venoso periférico ambiente por 1 hora rpm por oito minutos

T .
h =
o ]] =.

Armazenamento das amostras

@ Sobrenadante pipetado e
no freezer -80 graus celsius

armazenado em microtubos
estéreis de 1,5ml

e &
B’

Figura 5. Sequéncia de coleta de amostra por pungdo venosa e armazenamento das amostras.
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4.7 Avaliacéo periodontal

No baseline e apds 45 dias, os parametros clinicos periodontais foram avaliados com
uma sonda periodontal manual (PCP UNC 15, Hu-Friedy MFG. Co.Inc., Chicago, EUA), com
medidas arredondadas ao milimetro mais proximo. Foram registrados:

e Indice de Placa (IP, %): presenca de placa bacteriana visivel, de forma dicotdmica, nas
faces vestibular, palatina ou lingual, mesial e distal, sendo o indice determinado pela
porcentagem das faces com placa em relagédo a todas as faces;

e Sangramento a sondagem (SS, %): registrado quando em até 20 segundos apos a
sondagem houve sangramento no sitio avaliado.

e Profundidade de sondagem (PS, mm): valor obtido a partir da margem gengival até o
fundo do sitio periodontal;

e Nivel de insercdo clinico (NIC, mm): valor obtido a partir da juncdo cemento-esmalte
até o fundo do sitio periodontal;

e Area de superficie periodontal inflamada (PISA, mm?): os valores de NIC, posi¢do da
margem gengival e SS obtidas no exame periodontal detalhado foram utilizadas para

calcular a PISA de acordo com o protocolo descrito por Nesse et al (2008) (Nesse et al.,
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2008). A planilha para céalculo do PISA esta disponivel para uso gratuito no endereco

eletrdnico https://www.parsprototo.info/.

O IP foi avaliado considerando-se quatro sitios por dente (vestibular, lingual/palatino,
mesial e distal). Os parametros clinicos PS, NIC e SS foram avaliados em seis sitios por dente
(mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual). Um
exame radiografico periapical de todos os dentes foi realizado para diagndstico e confirmagéo

da perda dssea inter proximal.

4.8 Tratamento periodontal ndo-cirargico (TPNC)

Todos os pacientes selecionados receberam instrugdo de higiene oral (IHO), incluindo
orientacOes de escovacdo dental, uso do fio dental além de remogdo da placa da superficie
lingual durante a escovagao.

No Grupo QD, o TPNC foi realizado por quadrantes em intervalos de sete dias. No
Grupo FMD, consistiu em raspagem e alisamento radicular supra e subgengival em sesséo
Unica, sendo finalizada em até 24 horas.

Em ambos os grupos a raspagem supragengival foi realizada com aparelho ultrassénico
(Profi Neo, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e a raspagem subgengival e alisamento
radicular com instrumentos manuais como as curetas de Gracey (Hu-Friedy MFG. Co.Inc.,
Chicago, Il, EUA) e se necessario aparelho ultrassénico (Profi Neo, Dabi Atlante, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) e/ou brocas para acabamento e polimento das superficies radiculares
(Perioset, Intensiv SA, Montagnola, Switzerland). A irrigacdo subgengival foi realizada apenas
com soro fisiologico estéril.

A reavaliacéo foi feita 45 dias ap6s a conclusdo do TPNC com o objetivo de registrar
0s novos parametros clinicos periodontais e verificar a necessidade de nova instrumentacéo

e/ou realizacdo de procedimentos complementares.

4.9 Terapia Periodontal de suporte (TPS)

Apo0s a reavaliacdo e constatada a auséncia de sinais clinicos de atividade de doenca
periodontal, os pacientes entraram em TPS, sendo feita uma reavaliacdo a cada 3 meses, reforco
na IHO, polimento coronario e, caso necessario, nova raspagem e alisamento radicular por um

periodo de 12 meses.
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4.10 Processamento das amostras

O teste padrdo realizado foi 0 ensaio de imuno absorcdo enzimatica para deteccdo de
anticorpos especificos utilizando-se de kits comercialmente disponiveis para proteinas do soro
humano. Os experimentos foram realizados sempre em duplicata e comparados com a curva
padrédo de cada marcador apoés leitura em espectrofotémetro de microplacas.

Inicialmente, o valor de proteina total das amostras foi determinado por meio de ensaio
de imunoabsorcdo enzimatica convencionais (ELISA), utilizando-se kits comercialmente
disponiveis conforme instru¢des do fabricante (Thermo Fischer Scientific, Bender MedSystems
GmbH, Vienna, Austria). A leitura colorimétrica foi realizada através de um espectrofotdmetro
a 650nm (TP-Reader, ThermoPlate®, S&o Paulo, SP, Brasil) e os valores expressos em ng/dL.
O valor de proteina total obtido foi convertido em pg/mL e entdo utilizado para normalizar os
valores de concentracdo das proteinas encontradas nas amostras. Sendo assim, os valores de
concentracdo dos biomarcadores foram apresentados como a razdo entre a concentragdo dos
biomarcadores e o valor de proteina total. Amostras abaixo do limite de deteccdo foram
registradas como zero.

Para quantificacdo dos biomarcadores PCT, BNP, CRP e COP foram utilizados
comercialmente em um analisador MAGPIX® (Luminex Corporation, Austin, TX, EUA). Os
ensaios foram realizados em uma placa de 96 poc¢os seguindo as instrucoes do fabricante (Life
Technologies Corporations, Santa Clara, CA, EUA; Express Biotech International Inc.,
Frederick, MD, EUA). De maneira resumida, apos o preparo dos reagentes e padroes, 100uL
de cada padrdo e de cada amostra em temperatura ambiente (18-25°C) foram adicionados aos
pocos. A placa foi coberta e incubada por 2.5 horas com agitacdo suave. Apos lavagem da placa
por quatro vezes, foi adicionado 100uL de anticorpo biotinilado em cada poco seguida de nova
incubacgdo por 1 hora sob agitagdo suave. A placa era novamente lavada por quatro vezes e
100uL do reagente Streptavidin-HRP foi adicionado em cada pogo. A placa era novamente
coberta e incubada sob agitagdo suave por mais 45 minutos. Apos lavagem, foi adicionado
100uL do substrato TMB em cada poco e a placa foi incubada no escuro por 30 minutos sob
agitacdo suave. Em seguida, 50uL de uma solucdo contendo acido sulfurico (H2SOa) era
adicionada para interromper a reacdo e a absorbancia era mensurada (MAGPIX®, Luminex
Corporation, Austin, TX, EUA).

J& o biomarcador NT-proBNP e as citocinas IL-6 e TNF-a, foram analisados através de

um painel do tipo multiplex de acordo com as instrucdes do fabricante (Procartaplex, Life
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Technologies Corporations, Santa Clara, CA, EUA). Resumidamente, apds adi¢do de 50uL dos
beads magnéticos em cada po¢o e remogdo desse liquido, sdo adicionados: 25uL do buffer
universal (Procartaplex, Life Technologies Corporations, Santa Clara, CA, EUA), 25uL dos
padrdes, amostras e controles. A placa era entdo selada e incubada a temperatura ambiente (18-
25°C) sob agitacdo suave por 120 minutos. Apds lavagem, foi adicionado 25ulL do mix de
deteccdo do anticorpo em cada pogo e a placa foi novamente selada, incubada sob agitacéo
suave por 30 minutos. Apds nova lavagem, foi adicionado 50uL estreptavidina-PE em cada
poco e esse conjunto foi selado e incubado por mais 30 minutos, seguido de nova lavagem. Por
fim, apds adicdo de 120uL do buffer de leitura e agitacdo por 5 minutos a temperatura ambiente
a placa foi avaliada pelo MAGPIX® (Luminex Corporation, Austin, TX, EUA). Todas as
andlises foram feitas em duplicata e o valor final expresso como a média em pg/mL. Todas as
amostras foram analisadas individualmente e os niveis de biomarcadores estimados a partir de
uma curva polinomial de quinto grau utilizando-se o software XPONENT® (Luminex
Corporation, Austin, TX, EUA).

4.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados por um software (Statistical Package for the Social Sciences
version 22- IBM SPSS Statistics 22, IBM Corporation, Somers, NY, USA) e apresentados como
média * desvio padrdo e mediana (intervalo interquartilico) para posterior comparagdo com
outros estudos. Para todos os testes, considerou-se o nivel de significancia estatistica de 95%
(p <0.05).

O teste t para amostras independentes foi utilizado para verificar se havia diferencgas
estatisticamente significativas entre os dados amostrais de média do grupo QD e o grupo FMD.
Este teste foi aplicado as variaveis quantitativas demogréaficas no baseline para mostrar que 0s
dois grupos estudados partiram de condicdes iguais. Posteriormente, ele também foi aplicado
para verificar a existéncia de diferencas significativas nas médias dos parametros clinicos em
amostras independentes ao longo do tempo. Neste teste, a hipétese nula sustenta que ndo ha
diferencas estatisticamente significativas entre as médias amostrais, portanto, valores de p
menores que o nivel de significancia adota (p<0.05) sugerem diferencas entre as médias (Ruiz,
1983).

Considerando que algumas partes dos dados violaram pressupostos importantes de

normalidade e heterocedasticidade (Boneau, 1960), optou-se por utilizar alternativas nao-
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paramétricas dos testes de Mann-Whitnney (Mann e Whitney, 1947) para a comparagdo de
médias intergrupos e de Wilcoxon (Wilcoxon, 1945) para comparacdo de médias intragrupos.

O teste U de Mann-Whitnney, em contraste ao seu par paramétrico, avalia a diferenca
existente entre a mediana de duas amostras independentes. Os dados originais das duas
amostras sdo transformados em um vetor e ordenados (postos), denominado conjunto W.
Anota-se a ordem de cada elemento do conjunto geral, depois as duas amostras sao separadas.
A soma obtida com todas as ordens dos elementos da primeira amostra da origem a estatistica
U. Enquanto menor é o valor da estatistica U, maior é a probabilidade de haver diferencas entre
as amostras (Mann e Whitney, 1947).

O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparacdo dos dados das amostras pareadas.
Neste teste, calcula-se a diferenca entre cada par sob teste para verificar se houve aumento (+),
diminuicdo (-) ou ndo variacéo (=). Essas diferencas séo ordenadas em modulo, substituindo-
se 0s valores originais pelo posto correspondente que ocupam na sequéncia de dados. O teste
de hipotese de igualdade entre grupos baseia-se na soma das diferencas positivas e negativas
dos postos. O teste considera que se a diferenca entre os pares é aleatdria, entdo havera a mesma
quantidade de ordens elevadas e ordens inferiores tanto para diferengas positivas quanto para
diferencas negativas, assim, a hipotese nula de igualdade das amostras sera corroborada
(Wilcoxon, 1945).

Por fim, foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson para verificar associacao linear
entre niveis séricos de NT-proBNP, biomarcadores e parametros clinicos periodontais (PISA).
Neste teste, ha a apresentacdo de dois parametros basicos, quais sejam: o coeficiente de Pearson
(r) e o p-valor. O coeficiente de Pearson é medido em uma escala de varia de -1 a 1, em que
valores negativos sugerem que as variaveis estdo inversamente correlacionadas, enquanto
valores positivos indicam a existéncia de correlacdo direta. A hipdtese nula do teste é que ndo
ha associacdo estatistica entre as variaveis, portanto, a rejei¢do desta hipotese (p<0.05), sugere

associacao entre as variaveis (Ruiz, 1983).
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5. Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 Populacéo do estudo e parametros clinicos periodontais

No total, trezentos e oitenta pacientes foram recrutados para o estudo. Apo6s avalia¢ao
inicial, trezentos e trinta foram considerados inelegiveis e trés recusaram a participacdo. Os
demais foram randomizados. Ao longo do estudo, um paciente recusou receber a intervencéo
apos ja ter sido incluido no estudo, dois desistiram de participar por motivos pessoais, nove
perderam pelo menos uma das visitas de acompanhamento e um paciente mudou de endereco.
Dezessete pacientes de cada grupo completaram o protocolo do estudo e foram analisados
(Figura 1).

Embora o estudo tenha sido finalizado com um numero consideravel de desisténcias,
ndo houve alteracBes significantes na distribuicdo dos participantes entre 0s grupos quanto a
idade, sexo e diagndstico periodontal. Além disso, uma analise post-hoc demonstrou que, para
0 nimero de 34 individuos, foi alcancado um poder estatistico de 0.82,

Todos os procedimentos clinicos e coletas de amostras ocorreram sem intercorréncias.
Em relacdo aos efeitos adversos, apenas um paciente do Grupo QD relatou episddio de febre
(37.8°C) nas primeiras 24 horas. Todos 0s pacientes relataram leve sensibilidade apds o
tratamento periodontal. Nenhum outro evento adverso foi relatado pelos individuos
participantes.

Os dados demogréaficos da amostra para ambos 0s grupos estdo descritos na Tabela 1.
As caracteristicas do baseline evidenciam que ndo houve diferencas entre 0s grupos quanto a
idade, sexo, numero de dentes, IMC, CAB, pressdo arterial sistélica e diastolica (p > 0.05)
(Tabela 1). No entanto, no grupo FMD houve maior nimero de individuos com excesso de peso
(Obesity: preventing and managing the global epidemic. Report of a WHO consultation, 2000).
No inicio do estudo, os individuos tinham em média 26.12 + 3.65 e 25.82 + 2.67 dentes para 0s
grupos QD e FMD, respectivamente.

A avaliacéo dos pardmetros clinicos periodontais no baseline e no dia 45, evidenciou
melhora significativa em ambos os grupos (p < 0.05; Tabela 2). Isso incluiu reducBes no
percentual de sitios com sangramento a sondagem (QD: 49.90%-23.35%, FMD: 49.01%-—
24.19%), percentual de dentes com bolsas >5 mm (QD: 55.73%-33.56%, FMD: 50.65% —
30.03%) e PISA (QD: 1126.67 —474.17 mm?, FMD: 1060.43-460.18 mm?). A melhora nos
parametros clinicos foi significante entre os grupos de tratamento (p > 0.05), exceto para NIC
no grupo FMD (p= 0.34; Tabela 2).



Tabela 1. Caracteristicas demograficas da amostra no baseline.

Variavel Grupo QD Grupo FMD p
Idade (média + DP) 44.06 + 11.08 46.18 + 10.57 0.57
Homens (n/%) 6 (35.3) 6 (35.3) 1.00
NUmero de dentes 26.12 + 3.65 25.82 + 2.67 0.79
Obesidade (n/%)
Peso normal 7(41.18) 4 (23.53)
Acima do peso 5(29.41) 10 (58.82)
Obeso 5(29.41) 3(17.65)
IMC (Kg/m?) 26.71 + 4.56 28.22 +4.64 0.35
Circunferéncia abdominal (mm) 82.47 +10.73 90.41 +14.70 0.08
Pressdo arterial sistolica 115.88 £9.39 118.82 £ 6.97 0.31
(mmHg)
Pressdo arterial diastélica (mmHg) 81.76 £10.15 84.12 £10.04 0.50

Notas: IMC: indice de massa corporal. P: valores de p de testes t.

Variaveis expressas como média + desvio-padrao (DP) ou n (%).

Tabela 2. Parametros clinicos periodontais ao longo do tempo.

Baseline 45 dias p?

IP (%)
Grupo QD 78.64 £21.71 33.47+£13.71 0.00*
Grupo FMD 61.84 +23.49 25.17 +12.46 0.00*
p° 0.04 0.07 -
SS (%)
Grupo QD 49.90 + 17.76 23.35+9.60 0.00*
Grupo FMD 49.01 £ 23.59 2419+ 6.74 0.00*
p° 0.90 0.77 -
PS (mm)
Grupo QD 3.49+£0.37 2.92 £0.39 0.00*
Grupo FMD 3.32£0.67 2.96 £ 0.60 0.00*
p° 0.36 0.81 -
PS >5 mm (percentual de dentes)
Grupo QD 55.73+17.42 33.56 £20.31 0.00*
Grupo FMD 50.65 + 18.29 30.03 £19.32 0.00*
p° 0.42 0.62 -
NIC (mm)
Grupo QD 4.13+0.82 3.48 £0.54 0.00*
Grupo FMD 3.73+£0.73 3.61+£0.87 0.34
p° 0.14 0.61 -
NIC =5 mm (ndmero de dentes)
Grupo QD 65.27 £17.19 51.54 +£21.38 0.00*
Grupo FMD 62.21 + 17.56 51.44 + 24.32 0.00*
p° 0.60 1 -
PISA (mm?)
Grupo QD 1126.67 £491.16  474.17 + 352.97 0.00*
Grupo FMD 1060.43 £ 639.67 460.18 + 270.68 0.00*
p° 0.52 0.93 -

Notas: 2Analise intra-grupo. *Andlise inter-grupos. P-valor do teste t. *p-valor < 0.05.
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Variaveis estdo expressas como média + desvio-padrdo. Valores para PS > 5 mm expressos em percentual de
dentes + desvio-padrdo e para NIC >5 mm percentual de dentes + desvio-padrdo.
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5.2 Avaliacao dos biomarcadores

Na maioria dos pacientes, a concentracdo sérica de COP foi baixa, com a maioria das
amostras abaixo do limite de deteccdo do ensaio (0.5 ng/mL — 1000ng/mL). Além disso, em
ambos os grupos ndo foram observadas diferencas significativas nos momentos experimentais
(p>0,05; Tabela 3).

Para o BNP, embora tenha havido redugdo em T2 (A=-1.77) e T3 (A=-1.92) em relacdo
ao baseline no Grupo FMD, essa variacdo permaneceu sem significancia estatistica (p>0.05;
Tabela 3). Para 0 NT-proBNP, ndo houve variacGes dos tempos experimentais para o Grupo
QD (p>0.05; Tabela 3). Houve uma leve reducdo do NT-proBNP nas primeiras 24 horas para
0 Grupo FMD, mas sem diferenca ao longo do tempo. Para todos os tempos experimentais,
houve diferenca entre os grupos (p<0.05; Tabela 3).

Houve uma concentracgdo significativamente maior de PCR no Grupo QD quando os
valores do baseline (T1) foram comparados a T2 (6.31 £ 6.58 vs 10.43 £ 7.56, p=0.01) ea T3
(6.31 £ 6.58 vs 10,15 + 7.88, p = 0.01), o que ndo foi detectado no Grupo FMD (Tabela 3). As
andlises inter e intragrupos das concentracfes de PCT ao longo do tempo ndo mostraram
diferencas significativas (p > 0.05) (Tabela 3).

Em relacdo as citocinas sistémicas (Tabela 4), em todos os tempos experimentais, as
concentracdes séricas de IL-6 foram maiores para o Grupo DQ. No entanto, uma analise
intragrupo detectou diferenca apenas em 48 horas para o Grupo QD (p® <0.05). Para 0 TNF-«,
ndo houve diferencas entre os grupos ao longo do tempo (p?>0.05), sendo encontrada diferenca
significativa apenas para 0 Grupo QD em 24 horas (p?<0.05).

Como os resultados clinicos decorrentes do tratamento periodontal foram equivalentes
em ambos 0s grupos, uma nova andlise foi realizada considerando toda a amostra (Tabela 5).
Foi possivel detectar um aumento significativo dos niveis séricos de IL-6 em T1e T2 (p <0.05).
Além disso, para TNF-oc, 0 aumento foi detectado apenas em T1 (p < 0.05) e para COP, nas
primeiras 24 horas houve reducdo dos niveis sistémicos (p < 0.05). No baseline (T1), as
concentragdes da PCR quando comparados a T2 (7.31 £ 6.54 vs 10.73 £ 8.08, p = 0.005*) e a
T3 (7.31£6.54 vs 10.78 + 8.44, p = 0.003 *) foram estatisticamente diferentes, mas ndo houve
diferencas para os niveis de PCT (Tabela 5).
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Tabela 3. Niveis sistémicos de biomarcadores ao longo do estudo nos Grupos QD (n =17) e FMD (n =

17).
T1 T2 T3 p? pP p°
COP (pg/mL)
Grupo QD 0.29 £ 0.60 0.12+0.42 0.20 £ 0.55 0.05* 0.07 0.21
0 (0- 0.46) 0(0-0)
Grupo FMD 0.33+1.35 0.01 +0.02 0.02 +£0.08 0.65 0.65 0.65
0 (0-0) 0(0-0)

p¢ 0.05 0.25 0.08 - - -

BNP (pg/mL)

Grupo QD 14.05 + 19.67 13.67 £ 19.97 14.21 +21.00 0.44 0.51 0.80

7.12 (0- 23.56) 4.83 (0- 22.83) 6.54 (0- 17.41)
Grupo FMD 10.57 = 28.50 8.80 + 20.66 8.65+20.78 0.97 0.35 0.79
3.70 (0- 7.56) 2.52 (0- 6.61) 2.18 (0- 8.19)

p? 0.43 0.70 0.45 - - -

nt-proBNP

(pg/mL)

Grupo QD 0.12 +0.02 0.12+0.02 0.12+0.01 0.39 0.57 0.39
0.12 (0.10- 0.12) 0.12 (0.10- 0.12) 0.12 (0.11- 0.12)

Grupo FMD 0.10 £ 0.05 0.01 +0.03 0.10 £ 0.02 0.77 0.73 0.35
0.08 (0.08- 0.11) 0.08 (0.08- 0.12) 0.08 (0.08- 0.12)

p¢ 0.00* 0.00* 0.01* - - -

PCT (pg/mL)

Grupo QD 115.45 120.58 + 226.09 87.50 + 185.29 0.80 0.54 0.84

232.55 0 (0-200.91) 0 (0-63.73)
4 (0-140.45)

Grupo FMD 3.31+4.36 16.91 + 62.41 1.80 £1.50 0.81 0.27 0.06
1.79 (0.44-4.81) 1.50 (0.35-3.24) 1.31 (0.54-3.17)

p¢ 0.51 0.58 0.75

PCR (mg/L)

Grupo QD 6.31 +6.58 10.43 + 7.56 10.15+7.88 0.01* 0.84 0.01*
4.06 (1.62-11.95) 9.15 (3.08-16.54) 8.55 (3.52-14.48)

Grupo FMD 8.23+6.54 11.03+8.79 11.40 +9.16 0.11 0.50 0.09
6.32 (3.62-12.70) 9.02 (3.61-16.18) 8.39 (3.51-17.81)

p? 0.263 0.850 0.770

Notas:

Dados expressos como (média + desvio-padrdo / mediana e intervalo interquartilico).
p* (T1-T2), p® (T2-T3), p¢ (T1-T3): valores obtidos a partir da comparagio intragrupos (Teste dos postos
assinalados de Wilcoxon).

p¢: valores obtidos a partir da comparagéo intergrupos (Teste de Mann Whitney).
*p-valor < 0.05.

T1: baseline, antes do TPNC; T2: 24 horas apds o TPNC; T3: 48 horas ap6s o0 TPNC.

Por fim, foi realizado uma analise de correlacdo através do Teste de Correlacdo de

Pearson entre os niveis sericos de NT-proBNP, biomarcadores circulantes e um dos parametros

clinicos periodontais que refletia a atividade clinica de doenca (PISA). Conforme mostrado na

Tabela 6, uma correlacdo positiva moderada foi evidenciada entre NT-proBNP e TNF-« para

ambos os grupos (QD p < 0.05; FMD p < 0.05; amostra total p < 0.05) e IL-6 apenas para o

grupo FMD (p < 0.05) e quando toda a amostra foi considerada para analise (p < 0.05).
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Tabela 4. Niveis sistémicos de citocinas (pg/ml) ao longo do estudo nos grupos QD (n = 17) e FMD
(n=17).

T1 T2 T3 p? p° pe
IL-6
(pg/mL)
Grupo 0.09+0.04 0.11+0.04 0.11 +0.06 0.05 0.38 0.03*
QD 0.09 (0.07- 0.09) 0.09 (0.08-0.13) 0.09 (0.08-0.11)
Grupo 0.04 +0.03 0.06 + 0.05 0.05+0.04 0.12 024 0.33
FMD  0.03(0.02- 0.03) 0.03(0.02-0.10) 0.03(0.02-0.09)
p? 0.00* 0.00* 0.00* - - -
TNF-x
(pg/mL)
Grupo 0.07 £0.02 0.08 +0.02 0.07 £0.02 0.04* 0.06 0.67
QD 0.06 (0.06- 0.09) 0.07 (0.06-0.09) 0.06 (0.06- 0.09)
Grupo 0.07 £0.01 0.08 +0.02 0.07 £0.01 0.08 0.73 0.07
FMD  0.07 (0.06- 0.08) 0.07 (0.06- 0.09) 0.07 (0.06- 0.09)
p? 0.99 0.99 0.57 - - -
Notas:

Dados expressos como (média + desvio-padrdo / mediana e intervalo interquartilico).

p? (T1-T2), p® (T2-T3), p¢ (T1-T3): valores obtidos a partir da comparagéo intragrupos (Teste dos postos
assinalados de Wilcoxon).

p¢: valores obtidos a partir da comparagéo intergrupos (Teste de Mann Whitney).

*p-valor < 0.05.

T1: baseline, antes do TPNC; T2: 24 horas apés 0 TPNC; T3: 48 horas apds o TPNC.



70

Tabela 5. Niveis sisttmicos de biomarcadores circulantes ao longo do estudo considerando toda a

amostra (n=34).

T1 T2 T3 p? p° pe

COP 0.31+£1.03 0.06 £0.30 0.11+0.40 0.04*  0.07 0.20

(pg/mL) 0(0-0) 0(0-0)
0 (0- 0)

BNP 12.31 +24.28 11.24 + 20.16 11.43 + 20.76 0.58 0.96 0.90

(pg/mL) 3.92 (0- 9.65) 3.39 (0- 10.45) 3.88 (0- 11.30)
nt-proBNP 0.11+0.04 0.11+£0.03 0.11 +£0.02 0.52 0.48 0.26

(pg/mL)  0.10 (0.08-0.12)  0.10(0.08-0.12)  0.11 (0.08- 0.12)

IL-6 0.07 £0.04 0.08 £ 0.05 0.08 = 0.06 0.01* 0.12 0.01*
(po/mL)  0.07 (0.03-0.09)  0.09 (0.03-012)  0.08 (0.03-0.10)
TNF-x 0.07£0.01 0.08 £ 0.02 0.07 £0.02 0.00* 0.06 0.41
(pg/mL)  0.07 (0.06-0.09)  0.07 (0.06-0.09)  0.07 (0.06- 0.09)

PCT 59.38 +171.66 68.75 + 171.58 44.66 + 136.16 0.95 0.40 0.32
(pg/mL) 2,26 (0-13.30) 1,48 (0-4.36) 1,22 (0-4.04)

PCR 7.31+£6.54 10.73 £ 8.08 10.78 £ 8.44 0.005* 0.562 0.003*
(mg/L)  453(2.04-11.29) 9.08 (3.65-16.27)  8.47 (3.79-15.50)

Notas:

Dados expressos como (média + desvio-padrao / mediana e intervalo interquartilico).

p? (T1-T2), p® (T2-T3), p¢ (T1-T3): valores obtidos a partir da comparagdo intragrupos (Teste dos postos
assinalados de Wilcoxon).
p¢: valores obtidos a partir da comparagéo intergrupos (Teste de Mann Whitney).

*p-valor < 0.05.

T1: baseline, antes do TPNC; T2: 24 horas apds o TPNC; T3: 48 horas ap6s 0 TPNC.

Tabela 6. Correlacdo entre niveis séricos de NT-proBNP, biomarcadores e parametro clinico

periodontal.
Parametro clinico
Biomarcadores periodontal

BNP IL-6 TNF-a PISA
Grupo QD R -,105 ,127 538" -,208
(n=17) P ,689 ,627 ,026 423
Grupo FMD R -,091 ,683" ,668™ -,104
(n=17) P , 728 ,002 ,003 ,690
Amostra total R  -0,072 ,A423*% ,521%* -,104
(n=34) p 0,684 0,013 0,002 ,960
Notas:

Teste de Correlagdo de Pearson. R: coeficiente de correlacdo. p: p valor.
**_ A correlacdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
*. A correlacdo é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).
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O Teste de Correlagdo de Pearson (Tabela 7) entre os parametros periodontais no
baseline e as concentracfes de PCT e PCR mostrou correlacédo significativa apenas para PCR
no Grupo FMD (p<0.05). Os dados ndo mostraram associagdes entre os valores de PCT e

parametros clinicos (p>0.05).

Tabela 7. Correlagdes entre os valores iniciais (baseline) de PCT e PCR parametros clinicos
periodontais.

Parametros clinicos periodontais

IP SS PS NIC
R p R p R p R p
PCT Grupo -0.14 0.58 -0.32 0.20 -0.21 0.40 -0.11  0.67
(pg/ml) QD
Grupo -0.9 0.74 -0.15 0.57 -0.22 0.40 -0.11  0.67
FMD
PCR Grupo 0.17 0.50 -0.25 0.92 0.09 0.73 0.15 0.58
(mg/L) QD
Grupo 0.48 0.05 0.51* 0.04* 0.56* 0.02* 057 0.02*
FMD
Notas:

Teste de Correlacdo de Pearson. R: coeficiente de correlacdo. p: p valor.
*Correlacéo significante no nivel 0.05 (2 extremidades).
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6. DIscussao
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6. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a resposta de fase aguda ao TPNC em pacientes
com periodontite através do monitoramento de biomarcadores relacionados a sepse e a eventos
cardiovasculares agudos em diferentes tempos experimentais. O estudo preconizou o tempo
experimental de 24 e 48 horas para avaliar a resposta aguda precoce e tardia aos estimulos,
respectivamente. Os resultados demonstram que o TPNC, na modalidade QD ou FMD, néo
elevou os biomarcadores avaliados a um nivel considerado de risco para eventos
cardiovasculares e sepse.

Estudos clinicos classicos ja demonstraram que existe uma resposta de fase aguda apds
0 TPNC levando ao aumento transitorio de algumas proteinas/ biomarcadores, como a PCR
(Graziani et al., 2010; Graziani et al., 2015). Além disso, bacteremia e lesdo tecidual resultante
do tratamento periodontal podem atuar como estimulos adicionais para a liberacdo dessas
proteinas (Konkel et al., 2019).

Conhecida atualmente “Sepse 3”, a sepse ¢ definida como disfun¢do orgéanica com risco
de vida como consequéncia de uma resposta do hospedeiro a infeccdo (Sartelli et al., 2018).
Existem mais de 200 biomarcadores relacionados a sepse, dentre eles, proteinas pro-
inflamatdrias de fase aguda (PCR, PCT, interleucinas) (Tschaikowsky et al., 2011) e citocinas
(IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a etc.) (Andaluz-Ojeda et al., 2012).

A periodontite esta ligada ao aumento dos niveis séricos de vérias proteinas de fase
aguda, como a PCR e a PCT (Bassim et al., 2008; Giannopoulou et al., 2012; Zhang et al.,
2013; Hendek et al., 2015; Muller Campanile et al., 2015; Yousefimanesh et al., 2015;
Giannopoulou et al., 2016; Redman et al., 2016; Leira et al., 2018; Selvadurai et al., 2019;
Sravya et al., 2019; Mohan et al., 2021). Tais biomarcadores também sdo considerados
importantes no diagnostico precoce (Sinha et al., 2011) e no monitoramento do tratamento da
sepse (Prkno et al., 2013).

A literatura relata que em individuos saudaveis as concentracGes de PCT séo baixas
(Zhang et al., 2013; Redman et al., 2016; Selvadurai et al., 2019) e que também pode ser
liberada em resposta a trauma tecidual e bacteremia (Meisner, 2014; Dolin et al., 2018). Assim,
a selecdo de pacientes sem fatores de risco no presente estudo foi extremamente rigorosa para
avaliar se o tratamento periodontal, ja associado a um aumento transitorio de PCR (Graziani et
al., 2010; Graziani et al., 2015), poderia elevar os niveis sistémicos de PCT para niveis de risco
de infecgdo sistémica. Apos o estimulo, a PCT tem um aumento relativo 2-4 horas e uma meia-
vida de 22-26 horas (Dolin et al., 2018).
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Estudos cléssicos confirmam que o TPNC resulta em niveis sistémicos elevados de PCR
nas primeiras 24 horas (Graziani et al., 2010; Graziani et al., 2015a; Morozumi et al., 2018;
Machado et al., 2021), com a modalidade FMD mostrando um maior aumento quando
comparado ao QD (Graziani et al., 2015a; Machado et al., 2021). Nossos dados estao de acordo
com a literatura, uma vez que os niveis sisttmicos de PCR aumentaram ao longo dos tempos
experimentais, sendo detectado um aumento maior nas primeiras 24 horas apés o TPNC. Tal
resultado pode ser explicado pela liberacdo continua de produtos bacterianos e mediadores
inflamatdrios em resposta ao trauma tecidual e bacteremia, que induzem a liberacdo de PCR no
figado (Hajishengallis, 2015; Konkel et al., 2019)

As concentrag0es iniciais (baseline) de PCT variaram amplamente entre os individuos
participantes do estudo e a frequéncia de amostras abaixo do limite de detec¢do do kit usado
para analise deste biomarcador (27.43-20.000 pg/mL) foi consideravelmente alta. As possiveis
explicagdes podem ser a sensibilidade do teste selecionado, insuficiente para detectar
concentragdes mais baixas, e o perfil da amostra, composta em geral por pacientes sem
condicdes sistémicas graves.

A bacteremia transitoria monitorada através da concentracdo de PCT no soro e na saliva
foi recentemente avaliada imediatamente e uma hora ap6s o0 TPNC (Mohan et al., 2021). Os
autores observaram que a concentracdo sérica de PCT ap6s o TPNC aumentou imediatamente
e, ao final de duas semanas, os niveis de PCT diminuiram, sugerindo que o0s niveis séricos de
PCT poderiam refletir a carga microbiana dos individuos (Mohan et al., 2021). Os dados do
presente estudo, embora também demonstrem um aumento na concentracdo de PCT nas
primeiras 24 horas, esse aumento nao pode ser considerado relevante. Uma provavel explicacdo
para esse resultado seria pelo fato de em individuos saudaveis, a medida que as bactérias entram
na corrente sanguinea, sdo prontamente removidas por células fagocitarias e o estimulo a
liberacdo de PCT é interrompido. Além disso, a diferenca no tamanho da amostra entre os
estudos e os imuno ensaios enzimaticos de diferentes fabricantes e sensibilidades podem
contribuir para essa diferenca.

Conforme evidenciado em pacientes com artrite reumatoide, os niveis de PCT e PCR
em individuos com periodontite moderada/grave foram maiores do que naqueles sem
periodontite e ainda maiores entre aqueles com diabetes (Redman et al., 2016), confirmando
assim que doencas sistémicas podem contribuir para a elevacdo da PCT (Rudd et al., 2020).
Outro estudo demonstrou que pacientes com periodontite PC e enxaqueca cronica MC
apresentavam niveis sericos de PCT mais elevados do que aqueles sem MC e CP, e que a PC

estava associada a niveis mais altos de PCT em pacientes com MC (Leira et al., 2018). Ja em
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um outro ensaio clinico, as concentracdes séricas e salivares de PCT em pacientes com
periodontite e diabetes foram significativamente maiores do que os do grupo controle (sem
periodontite, sem diabetes) (Bassim et al., 2008). No presente estudo, mesmo pacientes com
periodontite apresentaram valores indetectaveis e assim como Bassim e colaboradores (2008)
(Bassim et al., 2008), a PCT sérica ndo foi correlacionada com os parametros periodontais no
baseline.

Em contraste com os resultados do presente estudo, Selvadurai e colaboradores (2019)
(Selvadurai et al., 2019) registraram uma forte correlacdo entre os parametros clinicos
periodontais e os niveis séricos de PCT em pacientes com periodontite. Adicionalmente, em
individuos periodontalmente saudaveis, as concentragdes séricas de PCT detectadas foram mais
baixas do que nos pacientes com periodontite (Selvadurai et al., 2019). Resultados semelhantes
foram registrados no soro (Zhang et al., 2013) e na saliva (Hendek et al., 2015) de pacientes
com periodontite agressiva, onde a concentragdo de PCT foi maior do que em individuos
saudaveis, consistente com infeccdo local, ou seja, concentracfes entre 0.05 e 0.5 ng/mL
(Vijayan et al., 2017).

Uma analise realizada em amostras de doadores de sangue considerados saudaveis,
41.7% apresentavam periodontite e em 67.5% nao foi detectada a presenca de PCT (Ziebolz et
al., 2007). Nos demais doadores, a concentracdo sistémica de PCT néo ultrapassou 0.4 ng/mL
(Ziebolz et al., 2007). Assim como no presente estudo, resultados semelhantes em relacéo a
baixa concentracdo de PCT foram encontrados mesmo quando consideradas as formas mais
graves da doenca (Ziebolz et al., 2007; Schmalz et al., 2019).

A inflamagdo cronica caracterizada por uma elevacao sisttmica de proteinas de fase
aguda, como a PCR, é um evento importante que pode associar a periodontite a inflamagdes
sisttmicas como a sepse. A literatura & consistente ao comprovar que pacientes com
periodontite apresentam concentracdes mais altas de PCR do que individuos saudaveis,
independentemente da avaliagédo laboratorial ou modalidade de tratamento adotada (lde et al.,
2004; Daiuto et al., 2013; Almaghlouth et al., 2014; Graziani et al., 2015a; Machado et al.,
2021). A inflamacdo desencadeada pelo biofilme dental disbidtico é conhecida por elevar
sistemicamente mediadores inflamatdrios como IL-1, IL-6, PCR e fibrinogénio (Bokhari et al.,
2012; D'aiuto et al., 2013). A disseminacdo desses mediadores, além das bactérias periodontais
e seus produtos na corrente sanguinea, desencadeia uma resposta inflamatoria sistémica
(Machado et al., 2021). Essa reacdo inflamatdria sistémica também pode ser causada por
degluticdo salivar e colonizacdo intestinal por patdgenos periodontopatogénicos (Hajishengallis
e Chavakis, 2021; Machado et al., 2021). Assim, a producdo de PCR € induzida por mediadores
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inflamatorios localmente, bem como pela estimulacdo de hepatdcitos (Ebersole e Cappelli,
2000).

Podem existir duas provaveis explicacbes para a PCR estar relacionada a niveis séricos
mais elevados de PCT. Uma delas € que as bolsas periodontais proporcionam uma superficie
grande e ulcerada, tornando mais facil para as bactérias periodontais e mediadores inflamatdrios
atingirem a circulacdo sistémica (Leira et al., 2018). Outra explicacéo seria a liberacéo regular,
em resposta a bacteremia, pelas células da tireoide (Dolin et al., 2018; Paudel et al., 2020). Em
relacdo a inflamac&o periodontal, € importante ressaltar que o NSPT é crucial para a resolucao
do processo inflamatério e restabelecimento da salude periodontal, independentemente da
abordagem clinica selecionada (Tomasi e Wennstrom, 2009). Com a resolucdo da inflamacao,
a fonte de nutrientes resultante da degradacdo dos tecidos periodontais se extingue,
contribuindo para a reverséo do estado de dishiose (Van Dyke, 2020). Uma alternativa plausivel
seria avaliar se a associacdo de Mediadores Prd-Resolutivos Especializados (SPMs) com
TPNC, principalmente em pacientes com inflamagédo sistémica cronica, poderia reduzir a
resposta aguda ao tratamento periodontal, colocando-os em menor risco de inflamacéo e
infecgdo, reduzindo a resposta inflamatoria exacerbada ao dano tecidual e bacteremia.

Em geral, estudos clinicos que avaliaram as concentracdes séricas de PCT sdo distintos
em alguns pontos, especialmente no delineamento experimental. Dentre as diferengas
metodologicas, podemos citar os critérios utilizados para o diagnéstico de periodontite, o perfil
da amostra e método de analise das amostras. Diferengas metodoldgicas podem contribuir para
resultados distintos em relacdo a variacdo nas concentracdes de PCT em tempos experimentais
e distintos e sua correlagdo com parametros clinicos periodontais.

Como esperado, todos os parametros periodontais (IP, SS, PS, NIC e PISA) melhoraram
ap6s TPNC em ambos os grupos. Em relacdo a lesdo tecidual, bacteremia e estresse do
tratamento periodontal, observou-se aumento na expresséo de IL-6 e TNF-a nas primeiras 24-
48 horas. No geral, uma discreta reducdo nas concentracdes de BNP foi observada nas primeiras
24 horas ap0s o tratamento periodontal. Além disso, houve uma leve reducdo do NT-proBNP
nas primeiras 24 horas no Grupo FMD.

O BNP € um neuro-hormdnio sintetizado no ventriculo e liberado na circulacéo
sanguinea em resposta a dilatacdo ventricular e sobrecarga de pressdo na parede miocardica
(De Lemos et al., 2003; Wang et al., 2004). O BNP e seu pr6-hormoénio NT-proBNP séo
considerados importantes marcadores de prognéstico para DCV, como infarto agudo do
miocardio, angina instavel e arritmias (Wang et al., 2004; Ogawa et al., 2006). A intensidade

do estimulo e a resposta ao estresse dependem da magnitude e duragdo do fator causador de
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estresse (Amir et al., 2010). BNP e NT-proBNP sdo mais fortemente correlacionados com a
idade e variam amplamente ao longo do tempo, mesmo em pacientes clinicamente estaveis
(Voors et al., 2009).

O estresse que desencadeia a liberacdo de BNP e NT-proBNP pode ser psicoldgico
(Antoni et al., 1992) ou resultado de um estresse/ sobrecarga fisica (Amir et al., 2010; Leira e
Blanco, 2018). H& pouca evidéncia na literatura ligando o estresse psicolégico a niveis
sistémicos mais baixos de BNP e NT-proBNP. Isso provavelmente se deve aos diferentes
mecanismos envolvidos em sua liberacdo. O estresse fisico resulta em uma liberacdo mais
marcante, diretamente no masculo cardiaco (Amir et al., 2010). Em situacdes de estresse
psicologico, o peptideo natriurético atrial (ANP) é liberado na via hipotalamo-hipofise,
suprimindo diretamente a secre¢do do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), caracterizando
uma via hipotalamica (Antoni et al., 1992). Assim, como os sistemas cardiaco e hipotalamico
sdo separados, os niveis circulantes de BNP e NT-proBNP s&o resultado da estimulagdo e
liberacdo atrial (Antoni et al., 1992; Amir et al., 2010). Os resultados do presente estudo
poderiam ser explicados pelo fato de que o tratamento periodontal, independente da
modalidade, embora cause lesdo tecidual, o estimulo ndo seria suficiente para provocar a
liberacdo de BNP e NT-proBNP pela via cardiaca. A literatura relata que uma das
consequéncias da periodontite é o estresse (Pasnik-Chwalik e Konopka, 2020). Além do
estresse da sessdo clinica, tal estimulo resultaria em liberacdo de BNP e NT-proBNP pelo
sistema hipotaldmico, que ndo é detectado na circulagdo sistémica. 1sso poderia explicar por
que, no presente estudo, os niveis sisttmicos de BNP foram reduzidos e o NT-proBNP néo
sofreu alteragdes significativas.

Os niveis sericos de NT-proBNP podem estar aumentados na auséncia de disfuncéo
cardiaca como consequéncia da inflamacdo sistémica (Jensen et al., 2010), sugerindo que a
inflamacédo periodontal pode contribuir para niveis séricos elevados de NT-proBNP (Leira e
Blanco, 2018). Uma forte correlacdo positiva entre os parametros clinicos periodontais e as
concentracdes séricas de NT-proBNP foi encontrada em pacientes com periodontite e com
condicdes cronicas associadas (Leira e Blanco, 2018), diferentemente dos resultados do
presente estudo, onde essa correlagédo ndo foi encontrada. Podemos especular que essa diferenca
se deve ao fato da amostra do presente estudo ndo envolver pacientes considerados de risco
cardiovascular, como fumantes e diabéticos. A decisdo de ndo incluir pacientes de risco
cardiovascular neste estudo foi baseada no cuidado em ndo colocar 0s pacientes

intencionalmente sob estresse e leséo tecidual para avaliar biomarcadores sericos.
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A intensidade de uma resposta aguda do organismo apés diferentes tipos de terapia
periodontal foi descrita pela primeira vez por um estudo de coorte prospectivo. Os resultados
demonstram que as terapias periodontais induzem respostas inflamatorias sistémicas agudas de
diferentes magnitudes, incluindo alteracGes na coagulacdo (Graziani et al., 2010). Como ja
mencionado anteriormente, imediatamente ap0s a intervencéo, os pacientes tratados com TPNC
apresentam aumento de TNF-a, PCR e IL-6 devido ao trauma causado pela instrumentacédo dos
tecidos periodontais e consequentemente inoculacdo de bactérias na corrente sanguinea (lde et
al., 2004; Tonetti et al., 2007).

Apo6s um protocolo de duas horas de raspagem de boca inteira e alisamento radicular
em sessao Unica, um dia ap6s o tratamento, Morozumi e colaboradores (2018) detectaram um
aumento de 5 vezes nas concentracdes séricas de IL-6 e um aumento de 1.1 vezes para TNF-a
(Morozumi et al., 2018). Considerando que no presente estudo, o protocolo de boca completa
foi concluido em 24 horas, e foi encontrado 1,5 vezes para IL-6 e 1,1 vezes para TNF-a,
consistente com a literatura (Ide et al., 2004; D'aiuto et al., 2007; Graziani et al., 2015a;
Morozumi et al., 2018).

Ao comparar diferentes abordagens de TPNC, o protocolo FMD induziu uma elevagéao
mais significativa nos niveis séricos de IL-6 e TNF-a do que QD (Graziani et al., 2015a).
Embora as concentragdes de tais biomarcadores tenham aumentado, os resultados do presente
estudo so alcancam significancia estatistica para TNF-a no grupo QD. Tal resultado poderia
ser explicado por alguma variabilidade capaz de influenciar essa reagéo de fase aguda, como o
estado periodontal da amostra, a duracdo da instrumentacdo e a resposta imune do individuo
participante dos estudos (Morozumi et al., 2018).

Em ambos 0s grupos do presente ensaio clinico, ndo foram detectados niveis séricos de
COP na maioria dos pacientes envolvidos no estudo. A COP ¢ derivada de um peptideo
precursor (preprovasopressina), juntamente com neurofisina Il e arginina vasopressina (AVP)
e € liberada em quantidades equimolares a AVP pelo hipotalamo em resposta a hipovolemia e
alteracdes na osmolaridade plasmatica (Morgenthaler et al., 2008). A concentracao sérica de
COP aumenta em vérias condigdes clinicas, como doencas cardiovasculares (Parizadeh et al.,
2018). Até o presente momento, nenhuma publicacdo relaciona a periodontite ou o tratamento
periodontal a alteragdes nos niveis de COP. Nossos dados sugerem que o tratamento
periodontal, independentemente da modalidade utilizada, néo foi capaz de induzir estresse em

um nivel significativo para induzir a liberagdo de COP.
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Existem evidéncias sélidas sugerindo um risco aumentado de eventos cardiovasculares,
como ataque cardiaco, em pacientes com periodontite (Hada et al., 2015; Ryden et al., 2016;
Fagundes et al., 2019; Liu et al., 2019; Orlandi et al., 2020; Tiensripojamarn et al., 2021) e
como o tratamento periodontal pode reduzir esse risco a longo prazo (Bokhari et al., 2012;
Roca-Millan et al., 2018; Orlandi et al., 2020). Além disso, dados de meta-analises de estudos
observacionais estabeleceram uma ligacao entre doenca periodontal e DCVs com ORs de 1.18
a 2.93 (Blaizot et al., 2009; Xu et al., 2017). Alguns mecanismos podem estar relacionados a
essa associacdo. Ao entrar na corrente sanguinea atraveés do epitélio ulcerado das bolsas
periodontais, 0s patdégenos e seus produtos podem alterar diretamente a patogénese da doenca
cardiovascular (Aimetti et al., 2007; Van Dyke e Van Winkelhoff, 2013). Fatores de risco
potenciais, como inflamacéo sistémica de baixo grau da periodontite e 0 mecanismo bioldgico
dessa associacéo, ainda estdo sendo investigados atualmente.

Considerar a hipotese de que a terapia periodontal pode aumentar marcadores
relacionados ao estresse cardiovascular em curto prazo devido a lesdo tecidual e resposta
inflamatdria aguda é razoavel. Os dados do presente estudo mostram que ambas as modalidades
de terapia periodontal ndo cirdrgica aumentam a inflamacao local transitoria. AlteracGes gerais
na inflamagdo sistémica foram explicitamente observadas para duas citocinas (IL-6 e TNF-a.),
em linha com a literatura (Ide et al., 2004; Graziani et al., 2010; Giannopoulou et al., 2012;
Graziani et al., 2015; Morozumi et al., 2018). Mesmo considerando que 1I-6, TNF e BNP
também estdo elevados na periodontite, as diferencas significativas entre os grupos observadas
nas analises devem ser interpretadas com cautela devido ao tamanho reduzido da amostra para
comparagoes.

Em resumo, marcadores especificos de eventos cardiovasculares agudos, como a COP,
parecem nao estar alterados em pacientes com periodontite, como também nao se altera devido
ao TPNC nas primeiras 48 horas. Por outro lado, o BNP em pacientes sistemicamente saudaveis
teve sua concentragdo sistémica reduzida em ambos o0s grupos nas primeiras 48 horas apds o
TPNC, e o NT-proBNP ndo sofreu alteracdes significativas.

Os resultados do presente estudo podem ser relevantes para 0 manejo de futuras
intervencbes em pacientes com maior risco de sepse, como por exemplo, pacientes
imunocomprometidos ou em internados em UTI. Além disso, pode fornecer informacdes sobre
a potencial necessidade de terapia de modulacédo da inflamacdo do hospedeiro como terapia
adjuvante em pacientes suscetiveis.

Adicionalmente, podemos sugerir que o TPNC, independentemente da modalidade

adotada, parece ndo colocar os pacientes em risco de desenvolver eventos cardiovasculares
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agudos nas primeiras 48 horas apds o tratamento. Além disso, ambas as modalidades resultaram
em uma reducdo de curto prazo do BNP, reduzindo até mesmo o risco de curto prazo de um
evento cardiovascular agudo. No presente estudo, usamos o conceito de que 11-6, TNF e BNP
também estdo elevados na periodontite. As diferencas significativas entre os grupos observadas
nas analises devem ser interpretadas com cautela devido ao tamanho reduzido da amostra para
comparacoes.

O presente estudo apresenta limitagdes. Embora suficiente para atingir o poder
adequado, o tamanho da amostra pode ser considerado subdimensionado para um ensaio
clinico. Foi tomado um cuidado extra no desenho experimental para ndo expor um individuo
suscetivel a riscos ainda desconhecidos em um curto prazo. Portanto, esses dados precisam ser
ainda mais validados por um estudo com uma amostra maior, maior acompanhamento pés-
tratamento e, talvez, com a inclusdo de pacientes com condi¢cdes sistémicas e de risco
presumivelmente maior.

Quando questionados sobre eventos adversos, 0s pacientes nao relataram aumento da
temperatura corporal, exceto um paciente & citado. A afericdo da temperatura corporal no
baseline e nos diferentes tempos experimentais teria sido de grande valia. Finalmente, a
inclusdo de um grupo experimental sem doenca periodontal para avaliacbes complementaria as
informagdes sobre as concentracdes de PCT em individuos saudaveis.

Assim, podemos inferir que o tratamento periodontal, mesmo gerando bacteremia
sistémica e aumento transitdrio da inflamacgéo aguda, é seguro para ser realizado em pacientes
sistemicamente saudaveis pois ndo colocam o paciente em uma faixa de risco de desenvolver
eventos cardiovasculares agudos ou sepse nas primeiras 48 horas apds TPNC, independente da
modalidade terapéutica adotada (FMD ou QD). Mais estudos com amostras maiores, incluindo
pacientes com doengas sistémicas, sao necessarios para melhor fundamentar a decisdo de qual

terapia utilizar em pacientes que ja sao classificados como de maior risco cardiovascular.
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7. CONCLUSAO

Os parametros clinicos periodontais (PS, NIC, SS, IP e PISA) em ambos 0s grupos
tiveram uma melhora significativa ap6s 45 dias. Dentro dos limites do estudo, pode-se concluir
que o tratamento periodontal, independente da modalidade utilizada (QD ou FMD), mesmo
induzindo a uma resposta inflamatéria de curto prazo evidenciada no aumento de
biomarcadores inflamatérios, é seguro de ser realizado em pacientes sistemicamente saudaveis
com periodontite, ndo os colocando em uma faixa de risco de sepse e eventos cardiovasculares

agudos nas primeiras 48 horas ap6s o TPNC.
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Abstract:

Some studies have been relating periodontal disease to sepsis-related biomarkers. However, the
short-term effects of periodontal treatment on these biomarkers have not been fully elucidated.
Thus, this study aimed to evaluate the short-term acute phase response after nonsurgical
periodontal treatment (NSPT) by monitoring the sepsis-related biomarkers. Forty-one
periodontal patients were enrolled in the study. Periodontal parameters were registered at
baseline and after 45 days. Serum samples were drawn before NSPT (baseline) and 24 (T2) and
48 hours (T3) after NSPT for C-reactive protein (CRP) and procalcitonin (PCT) analysis. There
was an increase in CRP at T2 and T3 (p<0.05). PCT increased from T1 to T2, although
concentrations over time showed no significant differences (p > 0.05). Data could not
demonstrate a direct association between PCT values and clinical parameters (p>0.05). CRP
and PCT increased after scaling and root planing as part of the acute phase response and tissue
injury. Although consistent with bacteremia, inflammation, and tissue damage, data could not
demonstrate a direct association between PCT values and clinical parameters (p>0.05).
Systemically healthy patients are considered safe concerning the risk of sepsis. However,

otherwise compromised patients must be aware of the potential CRP and PCT increased levels.

Descriptors: periodontitis, periodontal debridement, sepsis.

Introduction

Periodontitis is a chronic inflammatory disease biofilm-induced initiated by specific
pathogens combinations that modulate the host response causing a state of dysbiosis. Bacteria
and their products progressively affect the periodontium integrity resulting in progressive

destruction, which triggers a local and systemic inflammatory response 2.

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction caused by the host's unregulated response
to infection. Initially manifest itself by changes in body temperature, tachycardia, tachypnea,
or the number of leukocytes. It usually occurs due to an external stimulus such as bacterial
endotoxins causing clinical alteration diagnosed by the presence of acute infections and

dysfunctions in vital organs 2.

In Brazil, there is a high incidence, prevalence, and death rate related to sepsis in
Intensive Care Units (ICUs), with over 200.000 deaths per year 3. Besides, data shows that

around 35% of sepsis registered cases are admitted to the hospital via urgency/ emergency
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services 3, indicating that a substantial number of patients are hospitalized already with ongoing
systemic inflammation and infection. From a global perspective, the most recent survey
demonstrated that in 2017 about 48.9 million sepsis cases were registered, responsible for
19.7% of all global deaths 4.

During sepsis, monocytic cells activate, which leads to procalcitonin (PCT) release, also
liberated by the thyroid gland and the neuroendocrine cells in the lungs and the lungs intestines
in response to sepsis-induced tissue damage and necrosis °. This protein is an inactive precursor
to calcitonin, a hormone secreted by the thyroid that participates in calcium metabolism 6. The
presence of chronic infections and systemic inflammation act as an additional stimulus > and it
has been evaluated in serum "4, saliva 7 10.11.14-16, and gingival crevicular fluid -8 of patients

with periodontal diseases.

Persistent bacteremia and endotoxemias are characteristic of periodontal infections.
Frequent exposure of the vasculature to these pathogens results in the activation of endothelial
inflammation and functional impairment *°. Clinical studies demonstrate that bacteremia and
tissue damage caused by periodontal Treatment (PT) increases systemic levels of IL-6, TNF-q,
and c-reactive protein (CRP) 2°-22, Bloodstream invasion of bacteria and its metabolism might
become critical since they can be carried to distant organs, potentially altering an already
established chronic disease directly and amplifying the systemic inflammatory response 2. In
sepsis, as in periodontitis, the intensity of the inflammatory response might lead to changes in
the expression of virulence factors and the microbiome. Therefore, controlling exacerbated
inflammation would favor the management of infection and dysbiosis. As the conditions
mentioned above are highly prevalent in the population, a better understanding of the possible
mechanisms involving periodontal diseases, their Treatment, and the development of
exacerbated inflammatory response is necessary, especially in hospitalized patients or those at

risk.

As periodontitis is a high prevalence condition in the adult population, often associated
with morbidities, it can be inferred that patients who eventually are admitted to hospital have
some active infectious focus in the oral cavity, such as periodontal disease, a significant health
issue to be considered. Previous studies have shown that after NSPT, there is an acute phase
response resulting in a transient increase in some proteins, such as CRP 2%:2425_ Once they have
similar biological mechanisms of induction, the hypothesis was raised that this exacerbated and

transient inflammatory reaction could increase the risk of systemic infection. In this context, it
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is reasonable to evaluate the impact of the systemic response to PT on the risk of sepsis in the
hospital and as a late consequence of tissue trauma induced by the PT. Thus, the present study
aimed to evaluate the acute phase response of NSPT in sepsis-related biomarkers (PCT and
CRP).

Materials and methods
Study protocol and patients

The study's research protocol was approved by the Human Research Ethics Committee
of Ribeirdo Preto Dental School (CAAE 56454016.6.0000.5419). The study was conducted
according to the principles of the Declaration of Helsinki (Clinical Trial Registry:
ensaiosclinicos.gov.br; RBR-66tr7h), and informed consent was obtained from all subjects
before the trial. A total of 41 individuals seeking dental Treatment at Ribeirdo Preto Dental
School from April 2017 to December 2019 were enrolled according to the following inclusion
criteria: a minimum of 14 natural teeth, at least four pockets with probing depths (PD) >4 mm,
and six sites with clinical attachment loss (CAL) > 3 mm to be considered patients with
periodontitis 6. According to the current Classification of Periodontal and Peri-Implant
Diseases and Conditions 27, the patients included were diagnosed with generalized periodontitis
stages Il or Ill. Exclusion criteria were as follows: patients with chronic inflammation or
immunological conditions, history of smoking, pregnancy, lactation, and use of medications
such as anti-inflammatories, antibiotics, immunosuppressants, or anticoagulants in the last six
months or continuously. Patients who dropped out of the study or could not attend scheduled

appointments were excluded from the study but continued to receive periodontal treatment.

Interventions and periodontal examinations

All selected patients received oral hygiene instructions. Before the beginning of PT, all
patients rinsed 0.12% chlorhexidine for one minute. The treatment protocol was performed with
ultrasound (Profi Neo, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, Brazil), manual Gracey curettes (Hu-
Friedy MFG. Co.Inc., Chicago, EUA), and no adjuvant medications. NSPT was performed by
one experienced periodontist (CMT), and patients were evaluated at baseline and after 45 days.
Those without clinical signs of disease activity went into support and maintenance therapy.

A calibrated examiner (KFC) performed the periodontal examination at baseline and
after 45 days. It evaluated plaque index (PI, %), measured in a dichotomous form, four sites per

tooth. Bleeding on probing (BOP, %), PD (mm), and CAL (mm) were evaluated at six sites per
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tooth with a manual periodontal probe (PCP UNC 15, Hu-Friedy MFG. Co.Inc., Chicago,
EUA). A radiographic examination of all teeth was performed to diagnose and confirm the

alveolar bone loss at baseline.

Measurement of circulating biomarkers

Blood samples were collected before interventions (baseline), at 24- and 48- hours after
the NSPT was initiated. About 10 mL of peripheral blood was collected from each patient by
vacuum in tubes containing a clot activator. The samples were centrifuged at room temperature
at 3,000 rotations per minute for 8§ min. Serum was frozen at —80°C in labeled tubes for later
quantitation of proteins. PCT and CRP levels were measured by ELISA (EHPCT and KHA0031
ELISA kits, Thermo Fischer Scientific, Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) and a
blinded examiner (MST) performed all the laboratory analyses.

Statistical analysis

The data were analyzed using software (Statistical Package for the Social Sciences
version 22 (IBM SPSS Statistics 22, IBM Corporation, Somers, NY, USA), and presented as
mean * standard deviation and median (interquartile interval) to further compare with other
studies. For all tests, the statistical significance level was considered at 95% (p < 0.05). Intra-
group analyses for clinical parameters were made using t-tests. The protein levels presented
asymmetric distributions, and non-parametric tests were applied (Wilcoxon signed-rank test
and Mann-Whitney test). Finally, the Pearson correlation test was performed to assess whether

the initial concentrations of PCT were related to the periodontal clinical parameters at baseline.

Results

Among the 41 patients enrolled in the study, two missed at least one of the follow-up
visits. At the end of the acute phase of periodontal therapy, 39 patients completed the study
protocol and were analyzed. All sample collections and clinical data procedures run
uneventfully. Still, one patient reported a fever episode (37.8°C) in the first 24 hours, in addition

to the mild sensitivity reported by all patients. No other adverse events were related.

The demographic baseline sample characteristics of the subjects are described in Table
1. Periodontal clinical parameters are shown in Table 2. There was a reduction in PI, BOP, PD,
and CAL (p<0.05) at 45 days (Table 2). When evaluating teeth with PS and CAL> 5mm, the
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data also showed a reduction in the percentage of teeth with PS > 5mm and a gain of clinical
attachment (p<0.05).

There was a significantly higher concentration of CRP (Table 3) when the baseline
values (T1) were compared to T2 (7.30 £ 6.69 vs. 10.32 £ 8.10, p = 0.005) and T3 (6.31 £ 6.58
vs. 10.65 £ 8.79, p = 0.003). PCT increased from T1 to T2 (69.22 + 176.66 vs. 71.31 + 166.92);
nevertheless, concentrations over time showed no significant differences (p > 0.05) (Table 3).

According to a classification strategy for antibiotic therapy prescription based on PCT
systemic levels proposed 28, none of the subjects presented PCT concentrations consistent with
either severe bacterial sepsis or acute systemic inflammation over time (Table 4). For all
experimental time points, the PCT concentrations were compatible with local infection (T1:
61.54; T2: 53.85 and T3: 58.97), or it was not detected (T1: 35.90; T2: 41.03 and T3: 35.90).

The Pearson's Correlation Test (Table 6) between baseline periodontal parameters and
biomarkers concentrations showed a significant correlation for CRP and BOP (p<0.05).and PD

(p<0.05). Data did not show associations between PCT values and clinical parameters (p>0.05).

Discussion

This trial aimed to evaluate the acute phase response of NSPT in patients with
periodontitis by monitoring sepsis-related biomarkers. The data from the present study suggest
that NSPT in patients with periodontitis and without systemic diseases does not seem to induce
a systemic burst of PCT enough to place them at a risk range for developing sepsis.

Pioneer studies have already reported an acute phase response after NSPT with a
transitional increase in biomarkers such as CRP 2425, also used for a valid diagnosis of sepsis
in addition to other biomarkers 6. Also, bacteremia and tissue injury resulting from periodontal
Treatment could act as additional stimuli for releasing acute-phase proteins 2. PCT can also be
released in response to tissue trauma and bacteremia > 6. Thus, as previous studies have
described low concentrations of PCT in healthy subjects 1 1% 13 the selection of patients
without risk factors was extremely rigorous to assess whether periodontal Treatment associated
with an induced transient increase in CRP could raise systemic levels of PCT to levels known

to be at risk for systemic infection. PCT has a relative increase 2-4 hours after the stimulus and
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a half-life of 22-26 hours ©. This study advocated the experimental time of 24 and 48 hours to
evaluate early acute and late response to stimuli, respectively.

All clinical parameters improved significantly after the periodontal Treatment; only one
patient reported having a fever episode (>37.8°C) in the first 24 hours. As previously described,
the elevation of body temperature is a joint adverse event after full-mouth debridement (FMD)
24.

Studies have shown that NSPT induces higher systemic levels of CRP in the first 24
hours 24 2529, 30, with the FMD modality showing a higher level when compared to quadrant
debridement (QD) #* 3. Our data is consistent with the literature since the CRP systemic levels
increased over experimental times, with a greater increase being detected in the first 24 hours
after NSPT. This could be explained by the continuous release of bacterial products and
inflammatory mediators due to tissue trauma and bacteremia, which induce the release of CRP
in the liver 2331,

Baseline concentrations of PCT varied widely among individuals, probably due to the
high frequency of sample levels below the detection limit of the kit used for biomarkers
analysis. The possible explanations might be that the sensitivity in the selected test was
insufficient to detect lower concentrations and the sample profile, composed in general of
patients without severe systemic conditions.

This transient bacteremia monitored through the concentration of procalcitonin in serum
and saliva was recently evaluated immediately and one-hour post-NSPT 4, The authors
observed that serum PCT post-NSPT increased immediately while at the end of two weeks, the
PCT levels were decreased, proposing that serum levels of PCT reflect the microbial load of
the subjects 4. The data from the present study, although they also demonstrate an increase in
the concentration of PCT in the first 24 hours, this increase was not relevant (Tables 3). We can
assume this could be explained because in healthy subjects, as the bacteria enter the
bloodstream, they are readily removed by phagocytic cells, thus ceasing the stimulus to the
release of PCT. Additionally, the difference in sample size between the studies and the enzyme
immunoassays of different manufacturers and sensitivities could contribute to this difference.

As previously evidenced in patients with rheumatoid arthritis, the levels of PCT and
CRP in subjects with moderate/severe periodontitis were higher than in those without
periodontitis and even higher among those with diabetes 1°. Thus, confirming that other systemic
diseases may contribute to the elevation of PCT “. Another study found that patients with
chronic periodontitis (CP) and chronic migraine (CM) had higher serum PCT levels than those
without CM and CP, but with no difference between groups for hs-CRP. Multiple linear
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regression also showed that CP was associated with higher levels of PCT in patients with CM
%, Serum and saliva concentrations of PCT from patients with periodontitis and diabetes and
serum-PCT values for the periodontitis/diabetes group were significantly higher than those in
the control group. As in the present study, serum-PCT was not correlated with periodontal
parameters at baseline 7.

A study found a strong correlation between periodontal parameters and serum PCT
levels in patients with periodontitis and that periodontal healthy subjects have lower PCT serum
concentrations than those with periodontitis 1. Also, patients with aggressive periodontitis had
higher PCT levels on saliva ** and serum 3 than healthy subjects, consistent with local infection
28 Results differ from the present study since no correlations between periodontal parameters,
and PCT values were found (Table 5), and even patients with periodontitis had undetectable
values.

In samples from healthy blood donors, 41.7% had periodontitis, and in 67.5% of them,
the presence of PCT was not detected, and in the others, this value did not exceed 0.4 ng / mL
32 As in the present study, similar results regarding the prevalence of periodontitis and the low
concentration of PCT were found even when considering the most severe forms of the disease
32, 33.

Chronic inflammation characterized by a systemic elevation of acute-phase proteins
such as CRP is an important event that may link periodontal diseases and systemic
inflammation like sepsis. The literature consistently demonstrates that patients with
periodontitis have higher CRP concentrations than healthy subjects, irrespective of the
laboratory assessment or treatment modality adopted 20 24:30.34.35 The inflammation triggered
by the dysbiotic dental biofilm is well known to be enriched with inflammatory mediators such
as IL-1, IL-6, CRP, and fibrinogen % 36, The dissemination of these mediators, in addition to
periodontal bacteria and its products in the bloodstream, triggers a systemic inflammatory
response 0. The inflammatory reaction can also be caused by saliva swallowing and gut
colonization 1 %°, Thus, CRP production is induced by inflammatory mediators locally as well
as by stimulating hepatocytes *’.

There might be two different pathways through which CRP could be related to higher
serum PCT levels. One is that periodontal pockets provide a large, ulcerated surface, becoming
easier for periodontal bacteria and inflammatory mediators to reach the systemic circulation °
and the other would be the regular liberation in response to bacteremia by thyroid cells © 38,

Regarding periodontal inflammation, it is worth mentioning that the NSPT is crucial for

resolving the inflammatory process and reestablishing periodontal health regardless of the
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selected clinical approach 3. With the resolution of inflammation, the source of nutrients
resulting from collagen degradation is extinguished, contributing to the reversal of the dysbiosis
state 4. A plausible alternative would be to assess whether the association of Specialized pro-
resolving Mediators (SPMs) with NSPT, especially in patients with chronic systemic
inflammation, such as diabetics and obese, could reduce the acute response to periodontal
Treatment, placing them at a lower risk of inflammation and infection by reducing the
inflammatory hyperresponsiveness to tissue damage and bacteremia.

Clinical studies evaluating PCT serum concentrations are distinct in some points, such
as the diagnosis criteria for periodontitis, sample profile, and analysis method of the samples.
Therefore, the results of the present study could be relevant for the management of future
interventions on patients with a higher risk of sepsis than those immunocompromised or in
ICUs. Also, it may provide insights into the potential necessity of adjunctive periodontal host
modulation therapy for susceptible patients.

The authors acknowledge the potential limitations of this study. Although sufficient for
reaching adequate power, the sample size can be considered undersized for a clinical trial. Also,
we took extra care in this study design to not expose a susceptible individual to unknown short-
term risks. Therefore, this data needs to be further validated with a larger sample study and,
perhaps, the inclusion of patients with systemic conditions and presumable higher risk. When
asked about adverse events, patients did not relate to increased body temperatures, except for
one already mentioned. The baseline and the recommended experimental times measures of
body temperature would have been of great value. Finally, including an experimental group
without periodontal disease for baseline assessments would complement the information

regarding PCT concentrations in healthy subjects.

Conclusion

After scaling and root planing, there was an important increase in CRP at T2 and T3.
Although not significant, there was also an increase in PCT as part of the acute phase response.
The sepsis biomarker elevation may be an important risk indicator for susceptible individuals
to systemic inflammation and infection in the first 48 hours but did not expose systemically
healthy patients to a range of significant risks. Further studies, including immunocompromised
patients associated with systemic disease and periodontitis, might be more enlightening about

the increased PCT levels after periodontal therapy to assure secure interventions with low risks.
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Tables

Table 1. Baseline sample characteristics.

Variable n=41
Age 43.76 + 10.28
Gender

Male 16 (39.02)
Female 25 (60.98)
Number of teeth 26.41 + 3.32

Notes: Variables expressed as mean + standard deviation (SD) or n (%).

Table 2. Periodontal parameters over time (n=41)

Baseline 45 days p-value
Plaque index (%6) 68,93 £ 25.86 30.63 £ 14.67 0.000*
Bleeding on probing (%) 51.80 +23.31 24.48 +9.64 0.000*
Probing depth (mm) 3.52+0.79 3.01 £ 0.65 0.000*
Probing depth > 5 mm 38.61+27.79 20.95 + 20.07 0.000*
(percentage of teeth)
Clinical attachment loss (mm) 4.06 +1.06 3.64 £0.92 0.000*
Clinical attachment loss > 5 mm 51.02 £ 32.95 39.76 £ 28.23 0.000*

(number of teeth)
Notes: Intra-group comparison. P-values from t-tests. *p-value < 0.05.
Variables are expressed as mean + standard deviation. Values for Probing depth > 5 mm are expressed as a
percentage of inflamed teeth + standard deviation and for Clinical attachment loss >5 mm percentage of teeth +
standard deviation.
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Table 3. Serum levels of PCT and CRP (n=39)

T1 T2 T3 p? p° p°
PCT 69.22 + 176.66 71.31 +166.92 47.90 + 131.31 0.694 0.260 0.221
1.79 (0- 17.47) 1.46 (0- 4.76) 1.12 (0- 4.15)
CRP 7.30 + 6.69 10.32 +£8.10 10.65 +8.79 0.005* 0.394 0.003*
4.13 (1.88- 10.28) 7.93 (3.30- 17.01) 8.39 (2.99- 15.33)

Notes: Values presented in the following order: mean + standard deviation/ median (interquartile interval). p? (T1-
T2), p® (T2-T3), p° (T1-T3): values from the intra-group comparison (Wilcoxon test). *p-value < 0.05. T1:
baseline, before NSPT; T2: 24 hours after the NSPT was initiated; T3: 48 hours after the NSPT was initiated.

Table 4. Evaluation of procalcitonin (PCT) concentrations according to its risk of sepsis.

N= 39

T1 T2 T3
Severe Bacterial Sepsis 0 0 0
PCT >10000 pg/ml
Severe systemic inflammatory response 0 0 0
PCT 2000 to 10000 pg/ml
Probable systemic infection 2.56 5.13 5.13
PCT 500 to 2000 pg/ml
Local bacterial infection 61.54 53.85 58.97
PCT <500 pg/ml
Not detected 35.90 41.03 35.90

Notes: Values expressed as n (%).
T1: baseline, before NSPT; T2: 24 hours after the NSPT was initiated; T3: 48 hours after the NSPT was initiated.

Table 5. Correlations of baseline PCT and CRP levels with clinical periodontal parameters.

Clinical Periodontal Parameters

PI BOP PD CAL
R P R P R P R p
PCT -0.074 0655  -0.227  0.165  -095 0566  -0.44 0.788
(pg/ml)
CRP 0,294 0.070 0321  0.047* 0321  0.046* 0.287 0.077
(mg/L)

Notes: *Correlation is significant at the 0.05 level. * p-value < 0.05.
R: Pearson's correlation coefficient
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Abstract

Objectives: There is evidence linking the increased risk of cardiovascular disease in patients
with periodontitis and that periodontal treatment induces a short-term systemic inflammatory
response. This study aimed to evaluate the effect of an acute inflammatory response by
monitoring specific biomarkers of acute cardiovascular events triggered by non-surgical

periodontal treatment (NSPT).

Material and Methods: Thirty-four periodontal patients were randomly allocated to one of
two groups: quadrant debridement (QD) or full mouth debridement (FMD). Periodontal
parameters were registered at baseline and after 45 days. Serum samples were drawn before
NSPT (baseline), 24 (T2), and 48 hours (T3) after NSPT for copeptin (COP), B-type Natriuretic
Peptide (BNP), N-terminal portion of the pro-BNP peptide (NT-proBNP), interleukin-6 (I1L-6)

and tumor necrosis factor- o (TNF-a) analysis.

Results: All periodontal parameters improved at 45 days in both groups. IL-6 and TNF-a
expression significantly increased in the first 48 hours. COP was not detected in most patients.
For both groups, BNP and NT-proBNP levels reduced in the first 48 hours with no significant

difference between experimental periods and a greater reduction in the FMD group.

Conclusion: Data was not able to show that the tissue injury of the periodontal treatment, even
generating systemic bacteremia and transient increase in acute inflammation markers, may
elevate the expression of specific biomarkers of acute cardiovascular events, at least in

systemically healthy patients.
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Clinical Relevance: Periodontitis, as well as cardiovascular diseases, are considered the most
prevalent chronic non-communicable diseases worldwide, and the association between the two
pathologies is increasingly evident. Nonsurgical periodontal treatment is frequently performed
in the majority of the population. Patients undergoing routine periodontal procedures are not at
an increased risk of acute vascular events during the first 48 hours after treatment, independent

of the quadrant debridement (QD) or full mouth debridement (FMD) approach.

Name of the registry and registration number (ensaiosclinicos.gov.br): “Systemic effect of

periodontal therapy on risk markers of acute cardiovascular events” — RBR-66tr7h.

Introduction

Periodontitis is a chronic inflammatory disease with multifactorial etiology due to an
imbalanced interaction between the local microbiome and the host's inflammatory response (1).
Degradation of periodontal tissues results from the uncontrolled expression of
cytokines/chemokines and enzymatic activation (2) which results in loss of the support
apparatus and tooth loss (3).

The global prevalence of severe periodontitis occurs in 9.8% of individuals (4).
Epidemiological surveys indicate an average of 1.1 billion prevalent cases of severe
periodontitis worldwide, with the highest number of prevalent severe cases among 40 to 49-
year-olds (5). Together, these diseases are responsible for about two-thirds of deaths worldwide
(6).

Periodontitis is associated with elevated levels of interleukin-6 (IL-6), alpha tumor
necrosis factor (TFN-a), and C-reactive protein (CRP) in blood flow associated with systemic
inflammation markers (7-11). Also, evidence shows that elevated levels of inflammatory

markers are related to systemic diseases such as cardiovascular diseases (12-14). Inflammation
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markers (IL-6, TFN-a, CRP) have been the focus of great diagnostic interest in addition to B-
type Natriuretic Peptide (BNP), the N-terminal portion of the pro-BNP peptide (NT- proBNP)
and copeptin (COP) (15).

Several prospective studies have shown that IL-6 is a potent biomarker for
cardiovascular diseases (CVD) and that there is an increased vascular risk in association with
increased levels of IL-6 and TNF-a (16-19). IL-6 stimulates the hepatic production of CRP and
regulates the expression of other inflammatory cytokines such as IL-1, metalloproteinases, and
TNF-a (20). Likewise, the increase in circulating CRP also stimulates the release of IL-1, IL-
6, and TNF-a by activated monocytes (21).

Proper management of the periodontal disease requires, in addition to nonsurgical
periodontal treatment, understanding the causal components of the disease at an individual level
and adopting personalized treatment modalities such as inflammation modulation (22). Invasive
dental treatments (IDTs), such as nonsurgical periodontal treatment (NSPT), trigger short-term
acute inflammation (23). Therefore, NSPT causes an elevation of inflammatory markers due to
marked systemic dissemination of inflammatory mediators from periodontal pockets and
tissues (24).

There is robust evidence that patients with periodontitis are at increased risk of
cardiovascular disease and that periodontal treatment has a beneficial effect on reducing risk
(25). Nonetheless, periodontal treatment induces an acute inflammatory response with transient
elevation of systemic acute-phase proteins (24, 26-28). Bacteremia and tissue damage caused
by periodontal treatment increase plasma levels of IL-6, TNF-a, and CRP (29-32). Some of
these biomarkers are also elevated in acute cardiovascular events (15).

The literature reports that full mouth scaling and root planning therapy (FM-SRP),
compared to quadrant scaling and root planning (Q-SRP), induces a greater acute response,

raising IL-6, TNF-a,, and CRP. However, specific cardiovascular risk biomarkers such as BNP,



125

NT-proBNP, and COP have not yet been assessed in the acute phase, only in observational
studies or clinical trials with greater follow-up (33-38).

Thus, assessing whether specific markers of acute cardiovascular events also undergo
this transient elevation is reasonable, putting patients at risk for an acute cardiovascular event
within the first 48 hours after care. This study aimed to evaluate the effect of the systemic acute
inflammatory response triggered by two NSPT modalities on the levels of specific biomarkers

of cardiovascular risk.

Materials and methods

Subjects and study design

This was a single-blind, randomized controlled trial with two intervention harms with
patients returning on day 1, day 2, and day 45 after treatment. The study was approved by the
Human Research Ethics Committee of Ribeirdo Preto Dental School (FORP-USP) and
registered at the Brazilian Registry of Clinical Trials (RBR-66tr7h). The principles in the
Declaration of Helsinki and the CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials)
guidelines (39) were adhered to throughout the trial. The sample size was calculated using
softwarel. As previously described by our research group in a preliminary study, it was
estimated that a sample size of 34 subjects and considering an estimated dropout rate of 10%,
a sample of 19 patients in each study group was determined.

Patients were referred to Ribeirdo Preto Dental School from April 2017 to December
2019, and informed consent was obtained from all subjects before the trial (Fig 1). The inclusion
criteria were as follows: a minimum of 14 natural teeth, at least 4 of them being molars with at

least four pockets with probing depths (PD) >4 mm and six sites with clinical attachment loss

T G*Power 3.1.9.3, Germany.
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(CAL) > 3 mm to be considered patients with periodontitis *’. Patients included were diagnosed
with periodontitis stages Il or 111%,

The following subjects were excluded: patients with chronic inflammation or
immunological conditions, chronic diseases, history of smoking, pregnancy, lactation, and
medications such as anti-inflammatories, antibiotics, immunosuppressants, or anticoagulants in
the last six months or continuously. The risk of cardiovascular events was assessed previously
in all patients selected according to the Brazilian Cardiology Association, where factors such
as smoking, hypertension, overweight/ obesity, dyslipidemia, regular physical activity, and
psychosocial factors were evaluated (40). Patients in the medium or high-risk categories were
excluded from the study and instructed to seek specialized medical care. Similarly, those who
dropped out of the study or could not attend scheduled appointments were excluded but
continued to receive periodontal treatment.

All clinical procedures and sample collections were carried out at Ribeirdo Preto Dental
School. Baseline data were gathered, including age, weight, body mass index (BMI), waist

circumference, and blood pressure.

Study procedures

At the baseline visit, all selected patients received oral hygiene instructions. An
experienced examiner (K.F.C.) carried out all clinical data collection, calibrated before the
study. For this purpose, the PD was recorded in 5 patients with at least two teeth with PD >
5mm. Each patient was assessed twice in a 48-hour interval with a manual periodontal probes.
According to the Kappa coefficient, the examiner was considered calibrated when the

agreement index between the repeated measures was equal to or greater than 90%.

§ PCP UNC 15, Hu-Friedy MFG. Co.Inc., Chicago, II, EUA.
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At baseline and day 45, periodontal clinical parameters were assessed with a manual
periodontal probes, six sites per tooth, with measurements rounded to the nearest millimeter. It
consisted of the evaluation of plaque index (Pl, %), bleeding on probing (BOP, %), probing
depth (PD, mm), and clinical attachment level (CAL, mm). A radiographic examination of all
teeth was performed to confirm the alveolar bone loss at baseline. The measurements were also
used to calculate the periodontal inflamed surface area (PISA) (41).

Before NSPT, all patients rinsed 0.12% chlorhexidine for one minute. Both protocols
were performed with ultrasound®, manual Gracey curettes?, and no adjuvant medications. NSPT
was performed by one experienced periodontist (C.M.T.) in quadrants with a seven-day interval
(QD Group) or inasingle session, ending up to 24 hours (FMD Group). Patients were evaluated
at baseline and after 45 days, and those without clinical signs of disease activity went into
support and maintenance therapy.

Participants were allocated into QD or FMD groups by randomization in blocks of 10
using a sequence of random numbers created by a computer program” (Fig 1). An external
assistant (DSG) performed the randomization procedure entirely using numeric codes and
opaque sealed envelopes. The envelopes were opened by the periodontist (C.M.T.) just before

the beginning of the NSPT.

Measurement of circulating biomarkers

For both groups, blood samples were collected before interventions were initiated
(baseline), on day 1 (24 hours), and day 2 (48 hours) after the NSPT. For the quadrant
debridement (QD) group, day 1 and day 2 samples were collected only before the first treatment

session. The samples were centrifuged at room temperature at 3,000 rotations per minute for 8

T Profi Neo, Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brazil.
t Hu-Friedy MFG. Co.Inc., Chicago, Il, EUA.
* Microsoft® Corporation, Santa Rosa, California.
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min. About 10 mL of peripheral blood was collected from each patient by vacuum in tubes
containing a clot activator. Serum was frozen at —80°C in labeled tubes for later quantitation of
proteins. IL-6, TNF-cc, COP, BNP, and NT-proBNP levels were measured by ELISA*. The
examiner responsible for the sample analysis (M.S.T.) was blinded to each sample's group and

treatment modality.

Statistical analysis

The data were analyzed using software™ and presented as mean + standard deviation
and median (interquartile interval) to further compare with other studies. For all tests, the
statistical significance level was considered at 95% (p < 0.05). Inter and Intra- groups analyses
for clinical parameters were made using t-tests. The protein levels presented asymmetric
distributions, and non-parametric tests were applied (Wilcoxon signed-rank test and Mann—
Whitney test). The Pearson correlation test was performed to assess whether the initial

concentrations of biomarkers were related to the periodontal clinical parameters at baseline.

Results

Study Population and periodontal clinical parameters

In total, 380 patients were recruited for the study. After evaluation, 330 were not
considered eligible, and three declined participations. The remaining ones were randomized.
Four patients discontinued treatment for personal reasons throughout the study, and seven
missed at least one of the follow-up visits. Seventeen patients from each group completed the

study protocol and were analyzed (Fig 1). Although the study had many dropouts, it did not

# EHPCT and KHA0031 ELISA kits; Thermo Fischer Scientific.
™ Statistical Package for the Social Sciences version 22 (IBM SPSS Statistics 22, IBM Corporation, Somers,
NY, USA).
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significantly change the participant distribution between age, sex, and periodontal status
groups. Additionally, a post hoc analysis demonstrated that for 34 individuals, the statistical
power of 0.82 was achieved.

All clinical procedures and sample collections run uneventfully. Regarding adverse side
effects, only one patient from Group QD reported a fever episode (37.8°C) in the first 24 hours,

in addition to the mild sensitivity reported by all patients. No other adverse events were related.

Baseline sample characteristics evidence that there were no differences between groups
regarding age, gender, number of teeth, BMI, waist circumference, systolic, and diastolic blood
pressure (p > 0.05) (Table 1). Nevertheless, for group FMD there were a higher number of
overweight individuals (42). The mean number of teeth at baseline was 26.12 + 3.65 and 25.82
+ 2.67 for QD and FMD groups.

Table 1. Baseline sample characteristics.

Variables Group QD Group FMD P-value
Age (mean £SD) 44.06 +11.08 46.18 + 10.57 0.57
Male sex (n/%) 6 (35.3) 6 (35.3) 1.00
Number of teeth 26.12 + 3.65 25.82 + 2.67 0.79
Obesity (n/%)

Normal weight 7 (41.18) 4 (23.53)

Overweight 5 (29.41) 10 (58.82)

Obese 5 (29.41) 3 (17.65)

BMI (Kg/m2) 26.71 + 4.56 28.22 + 4.64 0.35
Waist Circumference (mm) 82.47 +10.73 90.41 +14.70 0.08
Systolic blood pressure 115.88 +9.39 118.82 + 6.97 0.31
(mmHg)

Diastolic blood pressure 81.76 £10.15 84.12 +10.04 0.50
(mmHg)

Notes: BMI: body mass index. P-values from t-tests.
Variables are expressed as mean + standard deviation (SD) or n (%).

When comparing periodontal clinical parameters at baseline and day 45, there was a
significant improvement for both groups (p < 0.05; Table 2). This included reductions in the
percentage of sites with bleeding on probing (QD: 49.90%-23.35%, FMD: 49.01%-24.19%),
percentage of teeth with pockets >5 mm (QD: 55.73%-33.56%, FMD: 50.65%-30.03%), and

PISA (QD: 1126.67 —474.17 mm?, FMD: 1060.43-460.18 mm?). The improvement in clinical
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parameters was comparable between treatment groups (p > 0.05), except for CAL for the FMD

group (p > 0.05; Table 2).

Table 2. Periodontal parameters of study groups over time.

Baseline 45 days p?
Plaque index (%)
Group QD 78.64 £21.71 3347 +13.71 0.00*
Group FMD 61.84 +23.49 25.17 + 12.46 0.00*
p° 0.04 0.07 -
Bleeding on probing (%0)

Group QD 4990+ 17.76 23.35+9.60 0.00*
Group FMD 49.01 + 23.59 24.19+6.74 0.00*
b 0.90 0.77 -

Probing depth (mm)

Group QD 3.49+0.37 2.92+0.39 0.00*
Group FMD 3.32£0.67 2.96 £ 0.60 0.00*
p® 0.36 0.81 -
Probing depth =5 mm (percentage of teeth)

Group QD 55.73 £ 17.42 33.56 +20.31 0.00*
Group FMD 50.65 + 18.29 30.03 £19.32 0.00*
b 0.42 0.62 -

Clinical attachment loss (mm)

Group QD 4.13+0.82 3.48 £ 0.54 0.00*
Group FMD 3.73+£0.73 3.61+0.87 0.34
p° 0.14 0.61 -
Clinical attachment loss =5 mm (number of teeth)

Group QD 65.27 +17.19 51.54 +21.38 0.00*
Group FMD 62.21 + 17.56 51.44 + 24.32 0.00*
p° 0.60 1 -
PISA (mm?)

Group QD 1126.67 £ 491.16 474.17 £ 352.97 0.00*
Group FMD 1060.43 + 639.67 460.18 + 270.68 0.00*
p° 0.52 0.93 -

Notes: 2Intra-group comparison. °Inter-group comparison. P-values from t-tests. *p-value < 0.05.
Variables are expressed as mean * standard deviation. Values for Probing depth > 5 mm are expressed
as a percentage of inflamed teeth + standard deviation and for Clinical attachment loss > 5 mm
percentage of teeth + standard deviation.

Systemic biomarkers

There were low levels of serum COP in most patients, with most samples below the
assay detection limit. Additionally, both groups observed no significant differences at the
experimental time points (p>0.05; Table 3). For BNP, although there was a vital reduction at
T2 (A=-1.77) and T3 (A=-1.92) for the FMD Group compared to baseline values, this variation
remained with no statistical significance (p>0.05; Table 3). For NT-proBNP, there were no

variations above the experimental time points for the QD Group (p>0.05; Table 3). There was
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a slight NT-proBNP reduction in the first 24 hours for the FMD Group, but with no difference
over time. For all experimental times, there was a difference between the groups (p<0.05; Table

3).

Table 3. Serum levels of circulating biomarkers over the study for both QD (n = 17) and FMD
(n =17) group (mean + standard deviation / median and interquartile interval)

T1 T2 T3 p? pP p°
COP (pg/mL)
Group QD 0.29 +0.60 0.12+0.42 0.20+£0.55 0.05* 0.07 021
0 (0- 0.46) 0(0-0)
Group FMD 0.33+1.35 0.01 +0.02 0.02+0.08 0.65 065 0.65
0(0-0) 0(0-0)
p¢ 0.05 0.25 0.08 - - -
BNP (pg/mL)
Group QD 14.05 + 19.67 13.67 £ 19.97 14.21 + 21.00 0.44 051 0.80
7.12 (0- 23.56)  4.83 (0- 22.83) 6.54 (0- 17.41)
Group FMD 10.57 + 28.50 8.80 £ 20.66 8.65 £ 20.78 0.97 035 0.79
3.70 (0- 7.56) 2.52 (0- 6.61) 2.18 (0- 8.19)
p¢ 0.43 0.70 0.45 - - -
nt-proBNP
(pg/mL)
Group QD 0.12+0.02 0.12 +0.02 0.12+0.01 0.39 057 0.39
0.12 (0.10- 0.12 (0.10- 0.12 (0.11- 0.12)
0.12) 0.12)
Group FMD 0.10+0.05 0.01 +0.03 0.10+0.02 0.77 073 035
0.08 (0.08- 0.08 (0.08- 0.08 (0.08- 0.12)
0.11) 0.12)
p¢ 0.00* 0.00* 0.01*

Notes: p? (T1-T2), p® (T2-T3), p¢ (T1-T3): values from the intra-group comparison (Wilcoxon test). p¢:
values from the inter-group comparison (Mann Whitney test). *p-value < 0.05.
T1: baseline, before NSPT; T2: 24 hours after the NSPT was initiated; T3: 48 hours after the NSPT was
initiated.

Regarding systemic cytokines (Table 4), at all times, IL-6 serum concentrations were
higher for the QD Group. However, an intragroup analysis detected a difference only at 48
hours for the QD Group (p°<0.05). For TNF-, there were no differences between groups over

time (p®>0.05), and a significant difference was found only for the QD Group at 24 hours (p?

<0.05).
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Table 4. Serum levels of cytokines (pg/ml) over the study in QD (n = 17) and FMD (n = 17)
groups (mean * standard deviation / median and interquartile interval).

T1 T2 T3 pa p° pe
IL-6
(pg/mL)
Group 0.09 + 0.04 0.11 +0.04 0.11 +0.06 005 038 0.03*
QD 0.09 (0.07-0.09)  0.09 (0.08-0.13)  0.09 (0.08- 0.11)
Group 0.04 +0.03 0.06 + 0.05 0.05 + 0.04 012 024 033
FMD 0.03(0.02-0.03)  0.03(0.02-0.10)  0.03 (0.02- 0.09)
pd 0.00* 0.00* 0.00* - - -
TNF-
(pg/mL)
Group 0.07 +£0.02 0.08 + 0.02 0.07 £ 0.02 0.04* 0.06 0.67
QD 0.06 (0.06- 0.09)  0.07 (0.06-0.09)  0.06 (0.06- 0.09)
Group 0.07 +£0.01 0.08 + 0.02 0.07 +£0.01 008 073 007
FMD 0.07 (0.06- 0.08)  0.07 (0.06-0.09)  0.07 (0.06- 0.09)
pd 0.99 0.99 0.57 - - -

Notes: p? (T1-T2), p® (T2-T3), p¢ (T1-T3): values from the intra-group comparison (Wilcoxon test). P¢:
values from the inter-group comparison (Mann Whitney test). *p-value < 0.05.
T1: baseline, before NSPT; T2: 24 hours after the NSPT was initiated; T3: 48 hours after the NSPT was

initiated.

Since the clinical results resulting from periodontal treatment were equivalent in both

groups, a new analysis was performed considering the entire sample. It was possible to detect
a significant increase in IL-6 serum levels at T1 and T2 (p < 0.05). Additionally, for TNF-c,
the increase was detected only in T1 (p < 0.05) and for COP, in the first 24 hours there was a

reduction in systemic levels (p < 0.05).

Table 5. Serum levels of circulating biomarkers over the study for the whole sample (n=34).
Data expressed as mean + standard deviation / median (interquartile interval).

T1 T2 T3 p? pe
CoP 0.31+1.03 0.06 + 0.30 0.11 + 0.40 0.04* 007 020
(pg/mL) 0 (0- 0) 0 (0- 0) 0 (0- 0)
BNP 12.31 % 24.28 11.24 +20.16 11.43+20.76 058 096  0.90
(pg/mL) 3.92 (0- 9.65) 3.39(0-10.45)  3.88 (0- 11.30)
nt-proBNP 0.11 % 0.04 0.11+0.03 0.11 +0.02 052 048 026

(pg/mL) 0.10 (0.08- 0.12)

0.10 (0.08- 0.12)

0.11 (0.08- 0.12)
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IL-6 0.07 % 0.04 0.08 + 0.05 0.08 + 0.06 0.01* 012 0.01*
(pg/mL)  0.07 (0.03-0.09)  0.09 (0.03-012)  0.08 (0.03- 0.10)

TNF-o 0.07 +0.01 0.08 +0.02 0.07 +0.02 0.00* 006 041
(pg/mL)  0.07 (0.06-0.09)  0.07 (0.06-0.09)  0.07 (0.06- 0.09)

Notes: p? (T1-T2), p® (T2-T3), p¢ (T1-T3): values from the intra-group comparison (Wilcoxon test). p?:
values from the inter-group comparison (Mann-Whitney test). *p-value < 0.05.

T1: baseline before NSPT; T2: 24 hours after the NSPT was initiated; T3: 48 hours after the NSPT was
initiated.

As shown in Table 6, a moderate positive correlation between NT-proBNP and TNF-o
for both groups (QD p < 0.05; FMD p < 0.05; Total sample p < 0.05) and IL-6 just for the FMD

group (p < 0.05) and when the whole sample was considered for analysis (p < 0.05).

Table 6. Correlation of serum N-terminal-pro-Brain natriuretic peptide (NT-proBNP) levels,
systemic biomarkers and periodontal clinical parameters.
Periodontal Clinical

Systemic biomarkers Parameter

BNP IL-6 TNF-a PISA
Group QD R -,105 127 538" -,208
(n=17) p ,689 ,627 ,026 423
Group FMD R -,091 ,683™ ,668™ -,104
(n=17) p ,728 ,002 ,003 ,690
Total sample R -0,072 423 ,521** -,104
(n=34) p 0,684 0,013 0,002 260

Notes: Pearson’s Correlation test.
**_A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
*. A correlagdo € significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).

Discussion

This randomized controlled trial aimed to evaluate the effect of two periodontal
treatment modalities on the acute phase response of cardiovascular biomarkers. As expected,
all periodontal parameters were improved after NSPT. Concerning the tissue injury, bacteremia,
and stress of the periodontal treatment, it was observed an increase in the expression of 1L-6
and TNF-a in the first 24-48h. Overall, small benefits in BNP concentrations were observed in
the first 24 hours after periodontal treatment. Also, there was a slight NT-proBNP reduction in

the first 24 hours in the FMD Group.
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BNP is a neurohormone synthesized in the ventricle and released into the circulation in
response to ventricular dilatation and pressure overload on the myocardial wall (43, 44). BNP
and its prohormone NT-proBNP are considered an important prognostic test for CVD, such as
acute myocardial infarction, unstable angina, and arrhythmias (44, 45). The intensity of the
stimulus and the stress response depends on the magnitude and duration of the stress factor
(46).

There is little evidence in the literature linking psychological stress to lower systemic
levels of BNP and NT-proBNP. This would probably be due to the different mechanisms
involved in their release. Physical stress results in more outstanding release directly into the
heart muscle (46). In psychological stress situations, atrial natriuretic peptide (ANP) is released
from the hypothalamic-pituitary pathway, directly suppressing the secretion of
adrenocorticotropic hormone (ACTH), featuring a hypothalamic pathway (47). Thus, since the
cardiac and hypothalamic systems are separate, circulating levels of BNP and NT-proBNP are
a result of atrial stimulation and release (46, 47)

The results of the present study could then be explained by the fact that periodontal
treatment, regardless of the modality, although it causes tissue injury, this stimulus would not
be sufficient to cause the release of BNP and NT-proBNP through the cardiac pathway. Since
the literature reports that one of the consequences of periodontitis is stress (48), in addition to
the stress of the clinical session, this would result in release through the hypothalamic system,
which is not detected in the systemic circulation. This could explain why, in the present study,
the systemic levels of BNP were reduced, and NT-proBNP did not undergo significant changes.

Serum NT-proBNP levels may be increased due to systemic inflammation in the
absence of cardiac dysfunction (49) suggesting that periodontal inflammation may contribute
to elevated serum NT-proBNP levels (33). A strong positive correlation between periodontal

clinical parameters and serum concentrations of NT-proBNP was found in periodontal patients
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with chronic conditions (33), unlike the results of the present study, where this correlation was
not found. We can speculate that this difference is because our sample did not involve patients
considered to be at cardiovascular risk, such as smokers and diabetics. The decision not to
include cardiovascular risk patients in this study was based on the concern of avoiding putting
the patients intentionally under stress and tissue injury to evaluate serum biomarkers. BNP and
NT-proBNP are most strongly correlated with age and vary widely over time, even in clinically
stable patients (50).

The intensity of an acute body response following different types of periodontal therapy
was first described by a prospective cohort trial. The results demonstrate that periodontal
therapies induced acute systemic inflammatory responses of different magnitudes, including
coagulation changes (27). Immediately after the intervention, patients treated with NSPT
display an increase in TNF-a, CRP, and IL-6 due to the trauma caused by the instrumentation
of periodontal tissues and consequently inoculation of bacteria in the bloodstream (31, 32).

After a 1-stage full mouth scaling and root planning two-hour protocol, one-day post-
treatment, there was a 5-fold increase for IL-6 and a 1.1-fold increase for TNF-a (51). Whereas
in the present study, the full mouth protocol was concluded within 24 hours, and a 1.5-fold for
IL-6 and 1.1-fold for TNF-a was found, consistent with the literature (24, 26, 31, 51).

When comparing different approaches for periodontal debridement, it was previously
described that FMD induced a more significant elevation in serum levels of IL-6 and TNF-a
then QD (26). Although increased positively, the results from the present study only reach
statistical significance for TNF-o and at the QD-group. This could be explained by some
variability that could influence this acute phase reaction, such as the periodontal status of the
sample, the instrumentation duration, and the immune response of the individual enrolled in the

studies (51).
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For both groups, no serum levels of copeptin were detected in most patients involved in
the study. Copeptin is derived from a precursor peptide (preprovasopressin) along with
neurophysin Il and arginine vasopressin (AVP) and is released in equimolar amounts to AVP
by the hypothalamus in response to hypovolemia and changes in plasma osmolality (52). The
serum concentration of copeptin increases in several clinical conditions, such as cardiovascular
diseases (53). No publications relate periodontitis or periodontal treatment to changes in
copeptin levels. Our data suggest that periodontal treatment, regardless of the modality used,
could not induce stress at a significant level to induce copeptin release.

There is strong evidence suggesting an increased risk of cardiovascular events such as
heart attack in patients with periodontitis (54-59) and how periodontal treatment may reduce
this risk in the long term (57, 60, 61). Also, meta-analyses data from observational studies have
established a link between periodontal disease and CVDs with ORs of 1.18-2.93 (62, 63). Some
mechanisms may be related to this association. Upon entering the bloodstream through the
ulcerated epithelium of periodontal pockets, pathogens and their products can directly alter the
pathogenesis of the cardiovascular disease (64, 65). Potential risk factors such as low-grade
systemic inflammation from periodontitis and the biological mechanism of this association are
currently being investigated.

Considering the hypothesis that periodontal therapy may increase markers related to
cardiovascular stress in the short term because of tissue injury and acute inflammatory response
is reasonable. The data from the present study shows that both nonsurgical periodontal therapy
modalities increase transient local inflammation. General changes in systemic inflammation
were explicitly observed for two cytokines (IL-6 and TNF), in line with what has already been
consolidated in previous studies (26-28, 31, 51). Specific markers of acute cardiovascular
events such as copeptin do not appear to be altered in patients with periodontitis and do not

change because of periodontal therapy within the first 48 hours. On the other hand, BNP in
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systemically healthy patients was reduced in both groups in the first 48 hours after non-surgical
periodontal treatment, and NT-proBNP does not seem to undergo significant changes.

We can cautiously suggest that non-surgical periodontal treatment, regardless of the
modality adopted, does not seem to put patients at risk of developing acute cardiovascular
events in the first 48 hours after treatment. In addition, both modalities resulted in a short-term
reduction in BNP, reducing even the short-term risk of an acute cardiovascular event.

Limitations of this study include the use of surrogate and non-true outcomes, a limited
sample size, and a short follow-up. In the present study, we used the concept that 11-6, TNF,
and BNP are also elevated in periodontitis. The significant differences between groups observed
in the analyses should be interpreted cautiously due to the reduced sample size for comparisons.

Thus, we can infer that periodontal treatment, even generating systemic bacteremia and
a transient increase in acute inflammation is safe to perform in systemically healthy patients.
More studies with larger sample sizes, including patients with systemic diseases, are needed to
support better the decision of which therapy to use in patients who are already classified as at

higher cardiovascular risk.
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Figure 1. Flow chart of the study.
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S1. CONSORT Check-list of the study.

CONSORT 2010 checklist of information to include when reporting a randomised trial*

Item Reported
Section/Topic No  Checklist item on page No
Title and abstract
1a |dentification as a randomised trial in the fitle 1
1b  Structured summary of trial design, methods, results, and conclusions (for specific guidance see CONSORT for 2
Introduction
Background and 2a  Scientific background and explanation of rationale 3-5
objectives 2b  Specific objectives or hypotheses 5
Methods
Trial design 3a  Description of frial design (such as parallel, factorial) including allocation ratio 5-8
3b  Important changes to methods after trial commencement (such as eligibility criteria), with reasons 6
Participants 4a  Eligibility criteria for participants 6
4b  Settings and locations where the data were collected 6-8
Interventions 5 The interventions for each group with sufficient details to allow replication, including how and when they were 5-8
actually administered
Outcomes 6a Completely defined pre-specified primary and secondary outcome measures, including how and when they 5-8
were assessed
6b  Any changes to trial outcomes after the frial commenced, with reasons 5-8
Sample size 7a How sample size was determined 5-6
7b  When applicable, explanation of any interim analyses and stopping guidelines -
Randomisation: 7-8
Sequence 8a  Method used to generate the random allocation sequence
generation 8b  Type of randomisation; details of any restriction (such as blocking and block size) 7-8
Allocation 9 Mechanism used to implement the random allocation sequence (such as sequentially numbered containers), 7-8
concealment describing any steps taken to conceal the sequence until interventions were assigned
mechanism
Implementation 10  Who generated the random allocation sequence, who enrolled participants, and who assigned participants to 7-8
interventions
Blinding 11a If done, who was blinded after assignment to interventions (for example, participants, care providers, those 79
CONSORT 2010 checkiist FPage 1
assessing outcomes) and how
11b  If relevant, description of the similarity of interventions 5-8
Statistical methods 12a  Statistical methods used fo compare groups for primary and secondary outcomes 8-9
12b  Methods for additional analyses, such as subgroup analyses and adjusted analyses 8-9
Results
Participant flow (a 13a For each group, the numbers of participants who were randomly assigned, received intended treatment, and 9
diagram is strongly were analysed for the primary outcome
recommended) 13b  For each group, losses and exclusions after randomisation, together with reasons 9
Recruitment 14a Dates defining the periods of recruitment and follow-up 6-8
14b  Why the trial ended or was stopped 57
Baseline data 15 A table showing baseline demographic and clinical characteristics for each group 9
Numbers analysed 16  For each group, number of participants {(denominator) included in each analysis and whether the analysis was 9-10
by original assigned groups
QOutcomes and 17a For each primary and secondary outcome, results for each group, and the estimated effect size and its 9-13
esfimation precision (such as 95% confidence interval)
17b  For binary outcomes, presentation of both absolute and relative effect sizes is recommended 9-13
Ancillary analyses 18  Results of any other analyses performed, including subgroup analyses and adjusted analyses, distinguishing 9-13
pre-specified from exploratory
Harms 19  Allimportant harms or unintended effects in each group (for specific guidance see CONSORT for hams) 9-13
Discussion
Limitations 20  Trial limitations, addressing sources of potential bias, imprecision, and, if relevant, multiplicity of analyses 14-18
Generalisability 21 Generalisability (external validity, applicability) of the trial findings 14-18
Interpretation 22 Interpretation consistent with results, balancing benefits and harms, and considering other relevant evidence 14-18
Other information
Registration 23 Registration number and name of trial registry 3
Protocol 24 Where the full trial protocol can be accessed, if available 5-8
Funding 25  Sources of funding and other support (such as supply of drugs), role of funders 18
*We strongly 1 reading this in with the CONSORT 2010 Expl and Elaboration for i clarifications on all the items. If relevant, we also
for cluster rand d trials, mferiority and equivalence trials, b logical , herbal ions, and i trials.

recommend reading CONSORT

Additional

are fortk

for those and for up to date references relevant to this checklist, see www consort-statement ors.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

i oY UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
::-; R * - FACULIMADE DME ODONTOLIOMELA DE RIBEIRAO FRETO

TERMO DE CONSENTIMENTD LIVRE E ESCLARECIDG

Mas, Catarina Marling Tahim, cirurgid-denlisla e Professor Doulor Mario Taba  Jmiar,

responsdveis pala pesguisa, goslariamas et convidar wace, Sria)
. partadar
do  documentio 4 parlicipar da pesquisa

infilulada  “Efeile  sislémico da lerapia periodorial nos marcadores de risco de avenlos
cadisvasculares agqudos” que tem como abjelivo avaliar a presenca de sustincas No Seu sangue que
podem estar relacionadas ao risco de desesnvahver dosngas do coragio duranbs o fralaments das
gengivas em uma sessdo ou em qualro sessies. Para isso, estamos desenvoliendo um esludo
juntamente com o Depafamenlo de Cirurga & Traumabalogia Buco-Maxlo-Facial & Pericdonlia da
Faculdads de Odonfologia de Riberda Predo (FORP-LISP) que ferd as sequindes slapas: explicagio
gabre o8 objelives da pesguisa, assinalura do Termo de Conserfiments Livee e Esclarecido,
realizagds dos procedimenios cinicos e colela das amosiras, acompanhamento pés-operaléno,
reavaliagio clinica & confeccdo de um artigo cientifico a parlir dos dadas oblidos.

Por essa razdo, convidamos vook a parlicipar da pesguisa. A sua parlicipagio consitird em

comparscer a iodas as sesstes para a realizagio dos seguinbes procedimantos:

1] Exame dinice s padodaontal detalbadas o primeire dia de slendiments & 30 dias apds &
sondusiio do ratamenio da gengiva;

2] Tratamenio da gengiva: serd feito raspagem ¢ alisamenio da raiz do denbe pra melbarar a
sabde das gengivas e do o550 ao redor do denle sm um Onico slendimenio ou em guatro
cansulias;

3} Colala de 10 ml de sangue (apraximadamente uma calher de sopa) sm guabro mamenios:
ankes da nicio do irastamenio; logo apds o ralamento da gengiva & do asso ao redor dio
denie (no miximo 1 hara apds); 24 haras apis o atendimanto & 48 apds o radamento fer
gida concluide. O seu sangue serd colelado rma Clinica de Pads-Graduagio Faculdade de
Odonlologia de Ribeiric Prelo [FORP-USP) pelos pesguisadores parlicipantes da
pesquisa devidamenbs reinados & amarenada para ser uliizado apenas nesta pesquisa.

O guesSiondno inicial poderd levar algum tempo para ser respondido & bodas as infarmagies
farnecidas nede s&0 manlidas em segredo. O fralamento da gengiva & a coleda de sangue paderio
gerar algurm desconforto gue serdo redusidos pela execugiio desies pelos pesquisadores
responsdveis devidamenie reinados ¢ capacilados para realizar esse ralamento. Tados as cuidados
antes, duranie e apds os alendimentos serdo fomados objefvando & execugio segura dos
pracedimantos & reduzindo possiveis descorforios.

Mo casos am que os pracedimanios exscutados no esiudo Iragam algum desconfora ou
sajam delectadas altsragdes gue necsssilem da assisthnca imediata ou fardia, s, Catarnas Martins
Tahim serei a responsdvel pele encaminhamenia & Facudade de Odonlologia de Ribeirdo Prelo
(FOR-USP], onde serdo lomadas as medidas de assisléncia necessana,

05 benedicios esperados com esbe esiude s8a no senlido de oferecer fodo o tralameanta abé a
gengiva & do ass0 ao redor do danfe esiejam sauddveis com acompanhamenta a cada seis mases.
Caso necassdrio, vook serd ancaminhado a oulros sefares da Clinica para fralaments das demais
necassidades odonioldyicas.

Rubrica da Pasouisador Responsdval Rubrica do Parlicipanbs
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Toda imformagio & lodo o sangue colelado gue vocd fomecar serd ulilizado somante para
msla pesguisa. Os dados pessoais, resullados de exames laboratorimis e folografias serdo
canfidenciais & seu nome ndo aparecard am fodografias ou apressntagies, inclusive quando of dados
farem apresantadas.

A sua parlicipagio em gualguer lipo de pesquisa & voluntdria. Caso aceibe parlicipar, serd
fornecida ajuda para custear o fransparle abé & instituigio onde serd realizada pesguisa. Vool ndo
safrerd gualquer prejuizo == ndo aceiar ou caso desisla apés ter inidado oS axames inicas,
tralamento da gengiva ou colela de sangue.

Se liver alguma divida a respeilo dos objelivos da pesguisa efou métodas wlilzados na
mesma, pode pracurar Calarna Maring Tahim no seguinte endareco: Ay, do Calé, &/n, Ribeirda Preto
= 3P, telefone (16) 3633-1876 ou ainda peks telefane pessoal (18) 89788-3047.

Se desejar abter informagies sobre os seus direilos & o8 aspecios dlicos emealvidos na
pesquisa, ou ainda ralatar acoméncias irregulares ou que lhe causemn algum prepuizo duranie a sua
pariicipagio no estudo poderd consular o Comibé de Elica eam Pesgquisa - CEP da Facudade de
Odontologia de Ribeirdo Preta- FORP- USP no seguinte enderegoc Av. do Café, sin, Ribeirio Prelo -
5P, talefore [16) 3315-0493 das Hh #s 12h, de ssgunda a sexta-feira (pmoelo feriados e ponlos
faculalivos)

Finamenls, tendo compresndido ludo o que fai infarmado sobre a sua paricipagio e sobre os
saus direitas, suas responsabilidades, além dos riscos & beneficios desta pesquisa, & caso concarde
am paticipar dessa pesquisa de Bvwre @ espontdnea sontade, favor assinar no campo espacifico
abaixg dando o consentimenta para a realisagio dos procedimentos da pesquisa. Esle termo &
confeccionado am duas vias, Sando que uma via ficard com vook.

Pesguisador Responsdyvel Mano Taba Jr
CPF: 070,682 408-1

Fesqusadora Parlicipants- Calarna Martins Tahim
CPF: 000,784 281-30

Partcipanie

Ribeirio Preta, ] )
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