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RESUMO

O objetivo deste estudo foi a avaliacao clinica, hematoldgica e microbiol6gica do
tratamento periodontal para ambos o0s grupos apds realizar tratamento de
raspagem e alisamento radicular em Unica sessdo. Esse trabalho é um estudo
prospectivo, paralelo e comparativo realizado em pacientes com doenca
periodontal crénica generalizada divididos em dois grupos, sendo 10 pacientes
com diabetes melito insulino-dependente (DM) e 10 pacientes nao diabéticos
(NDM) acompanhados por 3 meses. Os dados obtidos nos periodos inicial e final
foram divididos em parametros clinicos: indice de placa, indice gengival, nivel
clinico de insercdo, nivel da margem gengival e profundidade de sondagem;
parametros hematoldgicos: hemécias, hemoglobina, hematécrito, volume
corpuscular meédio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média, leucdcitos, eosindfilos, metamieldcitos,
segmentados, linfécitos, mondcitos, plaquetas, bastonetes, basoéfilos, glicemia,
hemoglobina glicosilada (HbA1c), prova do laco, tempo de coagulagdo e
sangramento e parametros microbioldgicos, “pool” de bactéria por paciente, para
os sitios com PS>5mm e regides de bifurcacdo. As amostras foram obtidas com
curetas tipo Gracey e analisadas através da técnica de reacao de polimerase em
cadeia — PCR para verificacdo da freqliéncia de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Tannarella forsythensis. As
avaliacbes clinicas e hematoldgicas ndo demonstraram diferencas estatisticas
significantes entre grupos NDM e DM nos periodos iniciais e final. A avaliagcao
microbiolégica demonstrou diminuicao de Tannarella forsythensis estatisticamente
significativa apenas para o grupo NDM (p=0,0313) apdés 3 meses. Este estudo
sugere que os pacientes com DM apresentaram respostas clinica e laboratorial
similares ao grupo NDM apds a terapia de raspagem e alisamento radicular

realizados em Unica sessao apds o periodo de acompanhamento de 3 meses.

Palavras-chave: Diabetes melito, doenca periodontal, microbiologia.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the clinical, hematological and
microbiological responses of periodontal treatment for both groups after full-mouth
scaling and root planning. This study is a prospective, parallel, comparative,
clinical, hematological and microbiological study performed in patients with
generalized chronic periodontal disease separated in two groups, with 10 patients
with diabetes mellitus insulin-dependent (DM) and 10 patients non-diabetics (NDM)
attended by 3 months. The data from baseline and 3 months were separated in
clinical parameters, plaque Index, gingival index, clinical attachment level, gingival
margin level and probing depth; hematological parameters, red blood cell count,
hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular
hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration, leucocytes, eosinophils,
metamielocytes, segmenteds, linfocytes, monocytes, platelets, bastonets, basophil,
glucose, HbA1c, bleeding time and coagulation time and microbiological
parameters, pool of bacterial per patients that were obtained from sites with
PD>5mm and furcation sites. The samples were obtained with Gracey curettes
and analyzed by technical of polymerase chain reaction — PCR, to verify the
frequency of Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e
Tannarella forsythensis. The clinical and hematological evaluations had no
statistics significance changes between groups NDM and DM. The microbiological
evaluation showed decrease of Tannarella forsythensis statistically significant for
only NDM group (p=0,0313). This study suggest that diabetes mellitus patients
respond to full-mouth scaling and root planning similar to non diabetics patients 3
months after therapy.

KEY WORDS: Diabetes mellitus, periodontal disease, microbiology.
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1 INTRODUCAO

O diabetes melito (DM) é uma doenca caracterizada pela alteragao na tolerancia a
glicose e deficiéncia na metabolizagdo de lipidios e carboidratos (American
Academic Periodontology, 2000), ocasionando a classica triade de sintomas:
politria, polidipsia e polifagia (Soskolne & Klinger 2001). A hiperglicemia se
desenvolve devido a reduzida secrecédo e/ou acado da insulina (Mealey & Oates,
2006). Baseada nestas duas condicoes o diabetes melito pode ser classificada em
dois tipos: tipo 1, anteriormente conhecido como pacientes insulino-dependente,
0s pacientes deste tipo apresentam deficiéncia de insulina produzida pelas células
B do pancreas e tipo 2, anteriormente conhecidos como nao insulino-dependente,
este tipo resulta da deficiéncia na molécula de insulina ou alteragdo no receptor de
superficie celular, ocasionando deficiéncia na funcdo da insulina (American
Academic Periodontology, 2000, Taylor 2001). O diabetes tipo 2 ocorre com maior
freqiiéncia em obesos e a tolerancia a glicose pode ser controlada com o controle
da dieta e do peso (American Academic Periodontology, 2000, Kawamura et al.
2001, Aren et al. 2003).

A hiperglicemia crénica, ou seja, pacientes com pobre controle de glicemia,
apresentam maiores complicacoes sistémicas com efeitos importantes sobre os
olhos, rins, coracdo, vasos sanglineos (American Academic Periodontology,
2000). Essa condicao também esta associada com aumento da suscetibilidade a
infecgdes bucais, incluindo a periodontite (Taylor et al. 1998). Ternoven & Oliver
(1993) sugerem que quanto maior o tempo de duracédo do diabetes maior sera a
severidade de doenca periodontal e a perda de insercao. Esta correlagcao entre
duracédo do diabetes e perda de insercao periodontal, progressao da destruicao
com o passar do tempo, € similar para outras complicagcbes como nefropatia,
retinopatia e doencgas vasculares (Soskolne & Klinger 2001).

Tem sido relatado em estudos epidemiolégicos, como Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) Ill, nos Estados Unidos, que a prevaléncia de
doenca periodontal em pacientes diabéticos é duas vezes maior do que em nao



diabéticos (12,5% versus 6,3%). Outros estudos cross-sectional com indios Pima
também demonstraram maior prevaléncia de doenca periodontal em individuos
diabéticos tipo 2 quando comparados com nao diabéticos (Nelson et al. 1990,
Emerich et al. 1991). Varios estudos que avaliam o Indice de Necessidade de
Tratamento Periodontal (CPITN) encontraram maior prevaléncia e complexidade
de tratamento por sextante em pacientes com doenca periodontal diabéticos
quando comparados ao com doenga periodontal ndo diabéticos (Bacic et al. 1988,
Katz et al. 2001).

Quanto a influéncia do controle metabdlico na prevaléncia e severidade da
doenca periodontal, Ternoven & Karjalainen (1997) relataram que pacientes com
diabetes tipo 1 pouco controlados apresentam maior prevaléncia da doenca
periodontal quando comparados com pacientes diabéticos tipo 2 e nao diabéticos
e De Pommereau et al. (1992) relatam que pacientes diabéticos ndo controlados
apresentam maior severidade da doenca periodontal do que pacientes diabéticos
controlados. Porém, Noack et al. (2000) sugerem que a tolerdncia a glicose
alterada é um fator predisponente ao diabetes melito, mas nao é um indicador de
risco a doenca periodontal.

Os mecanismos que procuram explicar a associacao entre diabetes e a
doenca periodontal sugerem que pacientes diabéticos apresentam reducdo na
funcéo de leucdcitos polimorfonucleares e na quimiotaxia, reducédo da maturacao e
sintese de colageno, aumento da atividade de colagenase e formacao de produtos
finais avancados da glicosilacdo (advanced glycation endproducts (AGES)), nos
quais podem se ligar a receptores de macrofagos e mondcitos resultando em
aumento da secrecao de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina 1 B (IL-
1pB) (Lalla et al. 2000, Donahue & Wu 2001, Grossi et al. 2001). Estes mecanismos
sugerem uma alteracdo na resposta do hospedeiro caracterizada por baixa
resisténcia a infeccdo, deficiéncia de cicatrizacdo e resposta inflamatéria
exagerada. Justificando a destruicdo periodontal severa e o aumento de perda
dental em diabéticos (Lalla et al. 2000).



A microflora subgengival de pacientes com doenca periodontal e diabéticos
€ predominantemente formada por Gram-negativos (American Academic
Periodontology, 2000) e sdo poucos os estudos na literatura que associam a
presenca de microorganismos com a presenga de diabetes melito. Sbordone et al.
(1995) avaliaram a composicao do biofilme subgengival em pacientes diabéticos
tipo 2 com doenca periodontal e pacientes saudaveis. Esses autores concluiram
que a composicdo encontrada €& semelhante em ambos o0s grupos, sendo
Prevotella intermedia, Campylobacter rectus e Porphyromonas gingivalis, os trés
tipos de patdgenos predominantes em biofilme dental subgengival de pacientes
diabéticos tipo 2, também foi encontrado altos niveis de Prevotella intermedia para
pacientes diabéticos quando comparado a pacientes nao diabéticos, a ocorréncia
de Actinobacillus actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis foi
semelhante para pacientes com periodontite cronica. Outro estudo de Sastrowijoto
et al. (1989) observaram a porcentagem de streptococos em grupos de pacientes
diabéticos e com saude periodontal e concluiram que houve aumentou desse
microrganismo apds o controle glicémico dos pacientes diabéticos. Mashimo et al.
(1983) encontraram maior predominancia de espécies de Capnocytophaga sp em
lesbes periodontais de pacientes jovens com diabetes tipo 1 e Actinobacillus
actinomycetemcomitans em 3 de cada 9 culturas de placa subgengival de
pacientes diabéticos, mas ndo encontraram a presenca desse Ultimo
microrganismo em nenhum sitio com gengivite e saude periodontal.

Outro aspecto importante desse estudo é a terapia periodontal a ser
utilizada, raspagem e alisamento radicular. Jones & O’Leary, (1978) relatam que a
instrumentacao periodontal € um procedimento terapéutico para o tratamento da
doenca periodontal inflamatéria crénica e tem como objetivo obter uma superficie
biologicamente aceitavel, através da remocao de depdsitos e toxinas bacterianas,
cemento e dentina contaminada. No entanto, Quirynen et al. (1995) propuseram a
terapia periodontal realizada por meio de instrumentagéao periodontal realizada em
uma unica sessao, sugerindo beneficios adicionais como redug¢do do numero de

sessbes de raspagem e alisamento radicular e consequentemente tempo de



tratamento. Greenstein (2002) comentou os resultados da desinfeccdo da
cavidade bucal (full mouth desinfection (FDIS)), desinfeccao da cavidade bucal por
meio de raspagem e alisamento radicular (full mouth root planing (FRP)) e
desinfeccdo da cavidade bucal por meio de raspagem e alisamento radicular
dividido em sessdes (partial mouth root planing (PDIS)). O autor relata que o FDIS
consiste na instrumentagao periodontal de quatro quadrantes em menos de 24
horas com a associacao da terapia com clorexidina (desinfecg¢éo de lingua, uso de
irrigacdo subgengival e bochecho) proposto por Quirynen et al. (1995), a FRP
como a instrumentacao periodontal realizada em quatro quadrantes em periodo de
24 horas e a PDIS como a instrumentacao periodontal realizada por quadrante
individual a cada duas semanas. As terapias de FDIS e FRP tém como objetivo a
reducdo de nichos bacterianos evitando a progressdo da doenca periodontal.
Segundo Greenstein (2002) o uso do adjunto antimicrobiano nao promove
beneficio adicional aos resultados obtidos com as diferentes terapias.

Baseado nestes aspectos, este estudo pretende realizar avaliagdes clinicas e
laboratoriais de pacientes com doenga periodontal crénica generalizada,
submetidos a terapia periodontal realizada em Unica sessdo, em pacientes com e
sem diabetes melito, pois essa modalidade de tratamento possui poucos relatos

na literatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes melito

O diabetes melito (DM) é uma doenca caracterizada por um desequilibrio
metabdlico, primeiramente do metabolismo dos carboidratos, caracterizada por
hiperglicemia (nivel elevado de glicose no sangue), que resulta em defeito de
secrecao de insulina ou agdo alterada da insulina. Os sintomas crénicos de
hiperglicemia incluem polidria, polidipsia, polifagia e perda de peso. A elevacao
cronica da glicose no sangue esta associada a disfuncao e a danos em varios
orgdos, especialmente olhos, figado, rins, coragdo, nervos e vasos sanguineos
(American Diabetes Association 2006).

A nova classificacdo do diabetes esta baseada na fisiopatologia subjacente
nos tipos da doenga e nao nos tipos de tratamentos. Durante a digestdo, a maioria
dos alimentos é transformada em glicose, que entra para o sistema circulatério e é
usada pelas células para produzir energia e crescimento. A maioria das células
necessita de insulina para permitir a entrada da glicose. A insulina liga-se aos
receptores celulares para exercer seu efeito. A insulina é produzida pelas células 8
do péancreas, e 0 aumento na secrecao de insulina ocorre em resposta a
concentracdo aumentada de glicose no sangue. Com a secrecao de insulina para
corrente circulatéria e sua subsequente ligacao aos receptores celulares, a glicose
€ capaz de sair da corrente circulatéria e penetrar nos tecidos, resultando na sua
utilizacao pelas células, com diminuicdo da concentracao de glicose no sangue. A
diminuicdo na produgao de insulina ou a agao diminuida da insulina ira alterar o
metabolismo da glicose e resultar em hiperglicemia. Ao contrario, a queda do nivel
de insulina pode causar hipoglicemia.

O excesso de glicose necessario para o corpo, a fim de realizar as
atividades diarias, € estocado no figado na forma de glicogénio. Nos estados de
jejum, ou quando a demanda excede a disponibilidade de glicose proveniente dos
alimentos, o figado transforma o glicogénio em moléculas de glicose que sao

liberadas pelo processo de glicogendlise. O figado também produz glicose pelo



processo de gliconeogénese — a producao de glicose a partir de fontes que nao os
carboidratos, como aminoéacidos e acidos graxos. A insulina é o horménio primario
que reduz o nivel de glicose no sangue, porém ha um grupo de horménios contra-
reguladores (Glucagon, Catecolaminas (epinefrina) horménio do crescimento,
horménio da tiredide, glicocorticoides (cortisol)) que tém inimeras funcbes, mas
todas elas promovem a elevacdo da taxa de glicemia. Quando a funcdo da
insulina esta normal, como nos pacientes nao diabéticos, o nivel elevado da
glicose no sangue, resultante da secrecdo dos hormdnios contra-reguladores, é
rapidamente normalizado por meio da secrecdo compensatéria de insulina
enddégena. Entretanto, se a insulina estiver alterada, como no diabético, a
elevacao do nivel de glicose no sangue em reposta a secrecao dos horménios
contra-reguladores ird permanecer elevado (American Diabetes Association
2005).

O diagnéstico de diabetes é estabelecido por meio do reconhecimento dos
seus sinais e sintomas e da avaliacao laboratorial. O método primario usado para
o diagnostico de diabetes melito € a monitoragdo da glicose no sangue com o
paciente em jejum. A American Diabetes Association (2006) define que os niveis
glicose em jejum devem ser para paciente normal <100mg/dl (5.6nmol/l) e o teste
de tolerancia a glicose oral >140mg/dl (7.8nmol/l) e para paciente diabético
>126mg/dl (7.0nmol/l) e o teste de tolerancia a glicose oral >200mg/dl (11.1nmol/l)
2h apoés ingestao de glicose. O teste de glicose no plasma, casual ou em jejum,
para tolerancia da glicose oral, permite a determinacao da glicemia no momento e
na hora que a amostra de sangue foi feita, porém nao permite a avaliagcdo da
glicemia por um periodo mais extenso. O teste primario para esse propdsito é o da
glicemia glicosilada (também chamado de teste glicoemoglobina). Este teste mede
a quantidade de glicose que se liga a hemoglobina nas células vermelhas. A
glicose se liga irreversivelmente a hemoglobina para formar a hemoglobina
glicosilada, e se mantera ligada a célula vermelha por todo tempo de vida, que
varia de 30 a 90 dias. Quanto mais alto o nivel de glicose ao longo do tempo,
maior a porcentagem de hemoglobina glicosilada. Dois diferentes testes de



hemoglobina glicosilada estdo disponiveis: a hemoglobina A1 (HbA1), normal
inferior a 8% e hemoglobina A1c (HbA1c), normal inferior a 6 a 6,5% devido aos
diferentes laboratérios e formas distintas dos testes os valores devem ser
interpretados no contexto da faixa de valores normais (American Diabetes
Association 2006).

De acordo a American Diabetes Association (2006) o diabetes foi
classificado em varias formas de acordo com a fisiopatologia e ndo com a forma
de tratamento. As duas formas mais comuns sdo: diabetes tipo 1, anteriormente
chamada diabetes insulino-dependente, e o diabetes tipo 2, previamente
conhecida como diabetes nao insulino-dependente, pois os pacientes utilizavam-
se da injecdo de insulina e eram com freqiéncia confundidos entre os tipos.
Outras formas de diabetes podem ocorrer como a gestacional, que ocorre durante
a gravidez e geralmente se resolve apds o parto, diabetes transitorias devido ao
uso de medicamentos e outras relacionadas a defeitos genéticos nas células do
pancreas e sindromes genéticas (American Diabetes Association 2005).

Entre os tipos de diabetes, o tipo 1 € o tipo menos freqlente de diabetes,
constituindo 5-10% dos casos de diabetes. O tipo 1 € causado por auto-
imunidade mediada por destruicdo das células p do pancreas, resultando em
deficiéncia absoluta da insulina, o individuo ndo produz insulina. Varios
marcadores estao disponiveis para detectar o risco ou auxiliar no diagnéstico do
diabetes tipo 1, incluindo anti-corpos para as ilhotas de células pancreaticas,
insulina, acido glutdmico-descarboxilase e tirosino-fosfatase. Um ou mais desses
marcadores podem detectar em 90% dos casos 0s pacientes com diabetes tipo 1
na hora do diagnéstico inicial, porém alguns pacientes com diabéticos tipo 1 nao
tem sua etiologia definida (American Diabetes Association 2005, 2006).

O inicio do diabetes tipo 1 ocorre freqliientemente antes dos 30 anos de
idade; por isso, o diabetes tipo 1, ja foi conhecido como diabetes juvenil,
entretanto, isto pode ser diagnosticado em qualquer idade, quando ocorre o inicio
dos sintomas clinicos. A maioria das pessoas com diabetes tipo 1 tem peso

normal e sdo magros. A auséncia de producdo de insulina enddégena torna os



diabéticos tipo 1 dependentes da insulina exégena (American Diabetes
Association 2005, 2006).

O diabetes tipo 2 é o tipo mais comum de diabetes, constituindo 90-95%
dos casos. A mais alta prevaléncia e incidéncia do diabetes tipo 2 ocorre nos
Estados Unidos e é encontrada na populacao de indios Pima do Arizona, em que
quase 50% dos individuos entre 30 e 65 anos de idade tém a doenga (Nelson et al
1990). O diabetes tipo 2 nao apenas provoca hiperglicemia, mas também
hipertensao, dislipidemia (triglicéres elevado e/ou diminuicdo de lipoproteinas de
alta densidade), obesidade central (abdominal) e aterosclerose. Este grupo de
desordens é geralmente chamado “sindrome da resisténcia a insulina”. O risco de
desenvolver esse tipo de diabetes aumenta com a idade, aumento de peso e falta
de atividade fisica, e pode estar associado a predisposicao genética. No entanto o
estudo da genética desse tipo de diabetes € complexo e ainda nao esta definido
(Nelson et al 1990, American Diabetes Association 2005, 2006).

A fisiopatologia do diabetes tipo 2 é diferente do tipo 1. Sua etiologia
especifica ndo é conhecida e a destruicdo auto-imune das células f do pancreas
nao ocorre. O diabetes tipo 2 € caracterizado por 3 anormalidades principais: 1)
resisténcia periférica a insulina, particularmente no musculo; 2) secrecao
deficiente de insulina pancreatica; 3) aumento da producao de glicose pelo figado.
O efeito clinico dessas desordens é igual ao tipo 1, denominado hiperglicemia.
Embora o pancreas produza insulina, a presenga de resisténcia a insulina impede
o transporte de glicose nas células dos tecidos, causando a hiperglicemia. Existe
diferenca na fisiopatologia dentro da populacao de diabéticos tipo 2, geralmente as
pessoas sao obesas e apresentam estilo de vida sedentéaria, a idade avancada é
um dos fatores de riscos associados (American Diabetes Association 2005, 2006).

O diabetes gestacional pode desenvolver-se durante o primeiro trimestre
de gestacdo. O aumento do diabetes gestacional é visto em mulheres acima do
peso, com mais de 25 anos de idade, com histéria de diabetes na familia e séo
membros de grupos étnicos com niveis mais altos de prevaléncia de diabetes tipo
2 (afro-americanos, hispanicos e indios americanos). O diabetes gestacional



aumenta significativamente a morbidade perinatal e a mortalidade, assim como
aumenta o risco para cesarianas. Apos o0 parto as pacientes com diabetes
gestacional sao reclassificadas como diabéticas ou normoglicémicas. (Guthmiller
et al 2001, American Diabetes Association 2005, 2006).

Outra forma relacionada com a manifestacao do diabetes é a presenca de
alteracdées no pancreas, incluindo pancreatites, traumas, infeccoes, calcificacdes
ou fibroses pancreaticas, pancreatectomias e carcinomas pancreaticos ou com o
uso de medicamentos como glucocorticdides. Apos largo periodo de ingestao
desses medicamentos 0 paciente pode comecar a manifestar recorrentes
episédios de pancreatites e pode desenvolver diabetes tipo 2 devido o uso
exagerado de medicamentos. Outros medicamentos como pentamidine que
destroem as células B do pancreas e a-interferon podem favorecer o aparecimento
de deficiéncia severa de insulina. Os pacientes que fazem uso desses
medicamentos precisam ser reavaliados quanto ao uso de medicamentos e sua
hiperglicemia deve ser tratada adequadamente. Assim como os medicamentos, as
alteragbes hormonais como horménio do crescimento, cortisol, glucagon,
epinefrina, também podem agir com agédo antagonista da insulina (American
Diabetes Association 2005, 2006).

Além do desequilibrio no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios,
0s pacientes diabéticos podem apresentar complicacées micro e macrovasculares.
Essas complicacées sdo a maior causa de alta morbidade e mortalidade do
diabetes. O paciente diabético tem um risco aumentado para deficiéncia visual ou
cegueira, deficiéncia renal, amputag¢ao das pernas, AVC e infarto do miocardio. A
hipertensao e a dislipidemia também sao fatores de risco, para as complicacoes
vasculares (American Diabetes Association 2005)

As complicagbes relacionadas com o diabetes estdo relacionadas com
alteracdes estruturais nos tecidos afetados, como por exemplo alteragdes no
metabolismo de lipoproteinas e na glicosilagdo ndao enzimatica das proteinas. As
propriedades fisicas e quimicas das membranas sdo determinadas, em parte,
pelos acidos graxos da membrana bilaminar de fosfolipideos. As alteragdes no



metabolismo dos lipidios podem provocar efeitos amplos nas funcées celulares. A
oxidacao da LDL nos pacientes hiperglicémicos pode aumentar o stress oxidativo
e induzir a quimiotaxia de mondcitos/macrofagos nos tecidos afetados com as
paredes dos vasos. Uma vez localizado nos tecidos afetados com as paredes dos
vasos, a LDL oxidada pode induzir a alteracdes na adesao celular, assim como o
aumento de fatores quimiotaticos, citocinas e fatores de crescimento. Isto pode
levar a um aumento da espessura na parede dos vasos e formagéo de ateromas e
microtrombos nos grandes vasos, alteracdes na funcao das células endoteliais e
aumento da permeabilidade na microvascularizacao (lacopino 2001, Lalla et al.
2001).

As alteracbes relacionadas com a glicosilagdo de proteinas, lipidios e
acidos nucléicos, podem favorecer espessamento da membrana basal de
pequenos vasos da retina, glomérulo, regido endoneural e paredes dos grandes
vasos devido ao acumulo de depoésitos de carboidratos contendo proteinas
plasmaticas. O efeito acumulativo leva ao estreitamento progressivo da luz do
vaso e diminuicao da perfusdo desses 6rgaos (Lalla et al. 2001).

Os carboidratos que contém proteinas sofrem acumulos nos pacientes com
hiperglicemia constante e sdo conhecidos como produtos finais avangados da
glicosilacdo (AGEs). A formacao de AGEs comeca com a ligagao da glicose com
0s grupos amino das proteinas para formar uma base Schiffin estavel aduzida. Por
meio de um rearranjo quimico lento, esses produtos sdo convertidos em glicose-
proteina aduzida estavel, mais ainda reversivel, conhecido como Amadouri
produto. Assim, enquanto esses produtos da glicosilacdo aumentam quando o
nivel de glicose sdo elevados, um retorno a glicemia normal resulta na sua
reversdao e eles nao se acumulam nos tecidos. Com a manutencdo da
hiperglicemia, os Amadouri produtos tornam-se altamente estaveis e formam
AGEs. Como os AGEs sao irreversiveis, uma vez formados, mantém se ligados as
proteinas por todo periodo de vida dessas. Assim, mesmo que a glicemia seja
corrigida o nivel de AGEs nos tecidos afetados n&do volta ao normal. (Lalla et al.
2001, Lammster & Lalla 2001).
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O AGE forma, com o colageno, os principais componentes da matriz
extracelular. Uma vez formados, os AGEs causam aumento da ligacao cruzada do
colageno, resultando na formagdo de macromoléculas de colageno altamente
estaveis e resistentes a degradacdo enzimatica normal e as modificacées que
ocorrem no tecido. Isto causa acumulo de proteinas nas areas afetadas. Na
parede dos vasos sanguineos, o AGE formado acumula colageno, ocorre
espessamento da parede do vaso e estreitamento da sua luz. Os receptores para
AGEs sao conhecidos como RAGE (receptor para AGE) e tem sido identificado na
superficies de células lisas, células endoteliais, neurbnios, mondécitos/macréfagos.
A hiperglicemia resulta em aumento da expressdao dos RAGE e a interagcédo
AGE/RAGE. O efeito sobre as células endoteliais leva ao aumento da
permeabilidade vascular e a formacao de trombo. A interacdo AGE/RAGE nas
células musculares lisas promove a proliferacdo celular dentro da parede da
artéria. Assim, as alteracbes no metabolismo dos lipidios e proteinas, induzida
pela hiperglicemia, a longo prazo, caracteristica do diabético, tem um papel
importante e fornece uma ligacdo comum entre todas as complicagdes classicas
do diabetes (Lalla et al. 2001).

2.2 Diabetes melito e Doenca Periodontal

Estudos epidemiolégicos com grandes populacdes estabeleceram,
claramente que o diabetes é um fator de risco para doenca periodontal (Mealey &
Oates 2006, Soskolne & Klinger 2001, Papapanou 1996, Grossi et al. 1994). De
acordo com Taylor et al. (1998) a presenca de diabetes aumenta a prevaléncia,
incidéncia e severidade da doenca periodontal. Nelson et al. (1990) apds a analise
epidemioldgica em indios Pima também observaram que o diabetes é um fator de
risco para a doencga periodontal, apds andlise da presenca de diabetes e doenca
periodontal na populacao, perda de insercao e tolerancia a glicose.

As complicacdes decorrentes de pacientes com diabetes melito e doencga

periodontal podem ser observados em varios estudos clinicos que avaliaram a
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diferenca entre ambos o0s grupos por meio de andlise do controle metabdlico,
indice de placa e sangramento e perda de insercdo. Alguns desses estudos
seguem descritos abaixo.

Bacic et al. (1988) avaliaram 222 pacientes diabéticos e 189 nao diabéticos
através do CPITN e concluiram que pacientes diabéticos apresentaram maior
perda dental e necessidade de tratamento periodontal complexo em relacédo ao
grupo néo diabético.

De Pommereau et al. (1992) observaram maior inflamagdo gengival em
adolescentes do grupo com diabetes comparado ao controle, sendo que nao
houve diferenca estatistica significativa para higiene oral em ambos os grupos.

Nelson et al. (1990) avaliaram a populacdo de indios Pima do Arizona,
populacdo que apresenta a mais alta prevaléncia de diabetes tipo 2 no mundo, no
periodo de 1983 a 1989. O objetivo do estudo foi avaliar a incidéncia de doenca
periodontal e sua relacdo com diabetes ndo insulino-dependente. Os autores
avaliaram 2.273 indios e avaliaram a doenca periodontal, através do diagnéstico
da perda dental e perda 6ssea em porcentagem em radiografias panoramicas. A
incidéncia da doenca foi determinada para idade e sexo ajustada com a
prevaléncia de doenca periodontal. A andlise da prevaléncia e da incidéncia de
doenca periodontal foi de 36,3 e 28,9 para o grupo de nao diabéticos e 59,6 e 75,7
para o grupo de diabéticos respectivamente.

Emrich et al. (1991) estudaram o risco para perda de insercdo em 1.342
indios Pima do Arizona e concluiram apés analise de risco multivariada que os
diabéticos tem um risco de periodontite 2,8 a 3,4 vezes maior que os individuos
nao diabéticos, apds ajuste para efeito das variaveis idade, sexo, medidas de
higiene oral.

Miller et al. (1992) avaliaram o efeito da raspagem e alisamento radicular
combinados com o uso sistémico de doxiciclina (100mg/dia) utilizado por 14 dias,
em 9 pacientes diabéticos tipo 1 pouco controlados e com periodontite. QOito
semanas apoés o tratamento, 5 dos pacientes tinham melhorado significativamente

o sangramento durante a sondagem e o controle metabdlico, indicado pela

12



reducao nos valores de HbA1c, sendo que os quatros pacientes restantes nao
mostraram melhora do clinica e metabdlica. Este estudo de casos sugeriu que a
melhora da saude periodontal pode vir acompanhada da melhora do controle
metabdlico dos diabéticos. Neste estudo também foi realizada a avaliacdo
microbiolégica e foi observado que os pacientes tratados com doxiciclina tiveram
maior reducdo na prevaléncia de P. gingivalis ap6s 3 e 6 meses. Os autores
concluiram que o grupo placebo ndo mostrou alteragéo significativa dos niveis de
HbA1c em nenhum momento do estudo e o grupo tratado com doxiciclina e
raspagem subgengival resultou em melhora significativa nos parametros
metabdlicos dos pacientes diabéticos.

Seppala et al. (1993) avaliaram dois grupos de diabéticos insulino-
dependentes, sendo 12 pacientes controlados e 26 nao controlados por periodo
de 1 e 2 anos. Os autores concluiram que apdés 2 anos de reavaliacdo o0s
pacientes nao controlados apresentaram mais gengivite e sangramento a
sondagem do que os pacientes controlados. Em todos os tempos o grupo de
diabéticos ndo controlados apresentou maior perda de insercdo, recessao
gengival e perda 6ssea do que os diabéticos controlados.

Ternoven & Oliver (1993) observaram a associacdo entre o controle
longitudinal do diabetes e a doenca periodontal. Foram selecionados 75 pacientes
diabéticos tipo 1 e 2 divididos em bem, moderadamente e pobremente
controlados. A hemoglobina glicosilada (HbA1c) foi monitorada por periodo de 2 a
5 anos indicando controle longitudinal do diabetes. Foram observados aumento da
severidade, prevaléncia e extensdo da doenca periodontal nos pacientes
pobremente controlados e quando o calculo estava presente, a freqiéncia de PS>
4 mm aumentou em 6% em pacientes bem controlados e 16% nos diabéticos
pouco controlados. Os autores concluiram, que os pacientes devem ser inseridos
em programa de higiene oral, incluindo motivacao e instru¢ao de higiene oral, bem
como remogao profissional de placa.

Bridges et al. (1996) avaliaram a doenca periodontal em 118 pacientes
diabéticos e 115 ndo diabéticos por meio de anadlise do indice de placa, indice
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gengival, profundidade de sondagem, perda de insergcdo e numero de dentes
perdidos. Para os pacientes diabéticos foram avaliados a tolerancia de glicose e a
hemoglobina. Os autores encontraram indices de placa e gengival, profundidade
de sondagem e perda de inser¢cdo e numero de dentes pedidos estatisticamente
significante maior para pacientes diabéticos. Nao houve correlacao significativa
entre a condicao periodontal e a glicose plasmatica e hemoglobina.

Karjalainen & Knuuttila (1996) avaliaram o sangramento gengival a
sondagem e a higiene oral de dois grupos de criancas e adolescentes com
diabetes insulino-dependente. No primeiro grupo as criancas foram examinadas
no terceiro dia apd6s serem hospitalizadas e apds 2 e 6 semanas do inicio do
tratamento com insulina, o HbA1 foi controlado e outro grupo de diabetes-insulino
dependentes também foi examinado de acordo com o grupo acima ap0s serem
hospitalizados, esse grupo apresentava média de 6 anos de uso de insulina e
pacientes ndo controlados. Os resultados encontrados demonstram que 0 grupo
com hiperglicemia apresentou maior sangramento gengival que o0 grupo com
glicemia controlada, sendo que ndo houve diferenca para o indice de placa em
ambos os grupos, demonstrando que a falta de controle metabdlico predispoe ao
sangramento gengival.

Westfelt et al. (1996) analisaram a freqiéncia de doenca periodontal em
pacientes diabéticos durante 5 anos de monitoramento. Foram avaliados 20
pacientes com diabetes tipo 1 e 2 e 20 pacientes ndo diabéticos. O tratamento
periodontal realizado foi controle de placa, raspagem supra e subgengival,
reavaliacao apés 3 meses e retalho de Widman modificado nos sitios com doenca
recorrente. As avaliagcdes foram nos periodos inicial, 3, 6, 12, 24 e 60 meses. Os
autores concluiram que ambos 0s grupos mantiveram saude periodontal durante 5
anos e que a frequéncia de sitios com recorréncia da doencga periodontal foi
semelhante para os dois grupos.

Ternoven & Karjalainen (1997) analisaram a resposta do tratamento
periodontal e higiene oral de 36 pacientes com diabetes tipo 1 e 10 sem diabetes
por periodo de 4 semanas, 6 e 12 meses. O grupo de diabéticos foi dividido em 3
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subgrupos, controle metabdlico sem complicacdes, controle metabdlico com e sem
retinopatia, diabetes severa (longo periodo de descontrole glicémico e
complicagdes). Foram realizadas avaliagdes sobre placa, célculo, profundidade de
sondagem, sangramento apdés sondagem e perda de inser¢do. Os resultados
encontrados demonstram que ndo houve diferenga estatistica significativa para o
indice de placa e o grupo com diabetes severa apresentou maior complicacao
periodontal.

Taylor et al. (1998) demonstraram que os diabéticos tipo 2 aumentaram
significativamente o indice de progressao de perda éssea alveolar, no periodo de
2 anos, quando comparado com os nao diabéticos. O risco de perda Ossea
alveolar progressiva foi 4,2 vezes maior nos diabéticos, com risco mais acentuado
entre os individuos com menos de 34 anos.

Christgau et al. (1998) realizaram monitoramento, clinico, microbiolégico,
médico e imunoldgico de 20 pacientes diabéticos e 13 nao diabéticos 4 meses
apdés tratamento periodontal. Os autores concluiram que houve diferenca
estatistica significativa para os parametros clinicos avaliados entre diabéticos e
ndo diabéticos, reducdo similar do numero de periodontopatdégenos e nenhuma
diferenga para resposta de neutréfilos polimérfonucleares (PMN). Os autores
concluiram que pacientes diabéticos bem controlados podem responder a terapia
periodontal ndo cirargica de forma similar a pacientes saudaveis.

Moore et al. (1999) avaliaram por 2 anos a doenga periodontal em 320
pacientes com diabetes tipo 1. Foram avaliados o comportamento de higiene oral,
perda dental, céries radiculares e coronarias, funcao salivar e parametros clinicos
periodontais, como célculo, sangramento gengival, perda de insercdo. Foram
encontradas associacdes para a presenca de calculo e sangramento constante
para idade. Analise de multivariancia indicou aumento da perda de insercao
associada a idade avancada. Doenca periodontal severa para pacientes diabéticos
insulino-dependentes fumantes.

Katz et al. (2000) analisaram a possivel interacdo entre nivel de glicose no
sangue e doenca periodontal. Foi realizado estudo prospectivo com 10.590
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homens e mulheres do servico militar, sendo a condicao periodontal avaliada por
CPITN e glicose pelo teste de tolerancia a glicose. O efeito de sexo, indice de
massa corpdérea e o fumo foram avaliados. Os resultados encontrados mostraram
associacao significante entre glicose e doenca periodontal severa em homens e
alta massa corporea. O fumo nao influenciou o nivel de glicose.

Noack et al. (2000) avaliaram a predisposicdo para alteracdo do controle
metabdlico como diabetes (pacientes com auséncia de diagndstico de diabetes) e
hiperlipidemia poderem atuar como fator de risco para a doenga periodontal. 100
pacientes foram avaliados pelo teste de tolerancia glicose, mas apenas 56
manifestaram diabetes, 17 pacientes com hiperlipidemia e 27 com controle
metabolico normal. Foram avaliados indice de placa, sangramento a sondagem,
profundidade de sondagem, perda de insercdo e titulos de anticorpos para
A.actinomycetemcomitans, P. intermédia e P. gingivalis determinados por ELISA.
Os resultados encontrados sugerem que o descontrole da glicose é um fator
predisponente para diabetes melito, mas nao é um indicador de risco para doenca
periodontal, porém o metabolismo de lipidios parece ser um indicador de risco
para doenca periodontal.

Kawamura et al. (2001) observaram fatores comportamentais relacionados
com a saude geral, controle da dieta, dieta regular, controle metabdlico e com a
saude bucal, acumulo de placa, célculo, profundidade de sondagem em 102
pacientes com diabetes tipo 2. Os autores sugerem que a severidade do diabetes
e doenca periodontal parece estar indiretamente ligada aos cuidados com a saude
geral, dieta, e cuidados com a higiene oral.

Guthmiller et al. (2001) avaliaram a condicdo gengival de pacientes
gestantes diabéticas insulino-dependentes comparando-as com pacientes nao
diabéticas. Os autores concluiram que as pacientes diabéticas apresentaram
maior indice gengival, profundidade de sondagem e posicionamento apical da
margem gengival em relagdo as pacientes ndo diabéticas.

Aren et al. (2003) estudaram trés grupos de criancas: 16 com diabetes tipo
2, 16 com diabetes tipo 1 e 16 saudaveis. Os autores concluiram que o nivel de
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glicose era maior para o grupo com diabetes, a capacidade do pH da saliva era
menor para pacientes diabéticos e que o indice de placa foi maior para diabéticos
do tipo 1 do que para tipo 2 e ambos maior que o controle. Sendo a profundidade
de sondagem semelhante para todos os grupos. O indice gengival foi maior para
0s pacientes com diabetes tipo 2.

Rodrigues et al. (2003) monitoraram o efeito do tratamento periodontal nao
cirurgico sobre o controle da glicemia em pacientes com diabetes melito tipo 2. 30
pacientes com doenca periodontal foram divididos em dois grupos, grupo 1
recebeu raspagem e alisamento radicular boca toda associado a amoxicilina/
875mg acido clavulanico e grupo 2 recebeu apenas raspagem e alisamento
radicular boca toda. Os parametros clinicos, glicose e HbA1c foram avaliados no
inicio e ap6s 3 meses. Nao foi observado diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos para o nivel clinico de insercao apos 3 meses, houve reducao de
HbA1c em ambos os grupos, sendo apenas estatisticamente significante para o
grupo que recebeu raspagem e alisamento radicular sem uso de antibiéticoterapia.

Faria-Almeida et al. (2006) avaliaram a resposta do tratamento periodontal
convencional em pacientes com e sem diabetes melito tipo 2 a partir do controle
clinico e metabdlico por periodos de 3 e 6 meses. Os autores compararam indice
de placa, indice gengival, perda de insercdo, nivel da margem gengival e a
resposta clinica para HbA1c e glicose nos grupos com e sem diabetes. Os autores
concluiram que ambos o0s grupos encontraram melhoras dos parametros
periodontais apds o tratamento periodontal convencional e que houve melhora do
controle metabdlico apds o tratamento periodontal.

Schara et al. (2006) avaliaram a terapia periodontal mecénica realizada na
boca toda em uma uUnica sessdo no periodo inicial 3 e 6 meses e o controle
metabdlico de pacientes diabéticos tipo 1 com pobre controle metabdlico. Os
autores concluiram que este protocolo pode ser aplicado a cada 3 meses para
controle da doenca periodontal e glicémico do paciente com diabetes tipo 1.
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3 PROPOSICAO

O proposito deste estudo foi realizar avaliagbes clinica, hematologica e
microbiolégica de pacientes com e sem diabetes melito tipo 2 portadores de
doenca periodontal crénica submetidos a tratamento de raspagem e alisamento

radicular realizados em Unica sessao apds acompanhamento de 3 meses.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Desenho experimental

Trata-se de estudo prospectivo, paralelo, comparativo realizado em duas
populacdes de individuos com doenca periodontal crénica generalizada. O periodo
do estudo foi de 3 meses constando de exame inicial e final para obtencao de
todos os parametros.

4.2 Selecao da amostra

Foram selecionados 20 pacientes com doenca periodontal crdnica generalizada,
divididos em dois grupos, 10 pacientes com diabetes melito insulino-dependentes
tipo 2 (DM) e 10 pacientes sem alteracdes sistémicas (NDM). Todos os pacientes
foram obtidos durante o processo de triagem na Area de Periodontia da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba. Inicialmente, os voluntarios foram submetidos ao
exame clinico para identificar condigdes que os elegessem ou impedissem de
participar do estudo. A seguir, ap0s a selecado dos pacientes, foram selecionados
sitios com doenca periodontal, exceto em regides de terceiros molares, para a
realizacdo do tratamento periodontal composto de raspagem e alisamento
radicular supra e subgengival realizados em Unica sessao.

4.3 Critérios de Inclusao

De acordo com os critérios de inclusao estabelecidos poderiam participar do
estudo pacientes com diagndstico de periodontite crénica generalizada, com ou
sem diabetes melito tipo 2, insulino-dependentes, como condicdo Unica de
modificagcao da resposta periodontal frente ao biofilme dental bacteriano.

4.4 Critérios de Exclusao
Foram excluidos pacientes: gestantes, lactantes, fumantes, alcodlatras,
imunodeprimidos, com alteracdes hormonais, estresse fisico/emocional e que

estivessem fazendo uso de medicamentos que interferissem com os tecidos
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periodontais e/ou que tenham recebido tratamento periodontal nos ultimos seis

meses anteriores ao procedimento.

4.5 Aspectos Eticos da Pesquisa

Os voluntarios desta pesquisa foram tratados de acordo com a resolucdo CNS
196/96 e com aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, projeto aprovado sob numero 119/2006 (Anexo 1). Os
voluntarios receberam todas as informagdes referentes ao estudo e, se de acordo,

assinaram o consentimento livre e esclarecido.

4.6 Tratamento periodontal
Todos os pacientes foram submetidos a exame clinico, radiografico, hematol6gico
e microbiolégico.

Apls a triagem dos pacientes, foi solicitado exame radiografico periapical
completo, realizado na area de Radiologia Odontolégica da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba.

A seguir, todos os pacientes foram submetidos a avaliagcdo hematolégica no
laboratério de Analise Clinica da Prefeitura Municipal de Piracicaba. Para andlise
hematoldgica foram solicitados exames de hemograma, coagulograma, glicemia
em jejum para todos os pacientes e a hemoglobina glicosilada foi solicitada
apenas para os pacientes diabéticos. Esses exames foram solicitados de acordo
com o controle médico realizado pelos pacientes diabéticos.

Apds o exame hematolégico foi realizado exame clinico na Clinica de
Especializacdo em Periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba. Esse
exame foi composto de anamnese, foram obtidos os dados cadastrais, dados
referente ao perfil do paciente como: idade, tempo de diabetes, tempo de
consumo de insulina e quantidade de consumo de insulina diaria e avaliagbes dos
parametros clinicos foram realizadas com o uso de sonda manual (PCP 15, Hu-
Friedy, Chicago, IL) para obtencéo do: indice de Placa (IP) (Ainamo & Bay 1975),
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indice gengival (IG) (Ainamo & Bay 1975), Profundidade de Sondagem (PS), Nivel
da Margem Gengival (NMG) e Nivel Clinico de Insercao (NCI).

A seguir, foram selecionados sitios para o tratamento periodontal
subgengival. Esses sitios foram isolados, secos e a placa supragengival removida
com gaze. Os sitios selecionados para o tratamento periodontal foram divididos de
acordo com profundidade de sondagem >5 mm, em dentes unirradiculares e sitios
com bifurcagdes, em dentes multirradiculares e coletas foram realizadas de
amostras do biofilme subgengival com auxilio curetas 5/6, 7/8, 11/12, 13/14 tipo
Gracey. Posteriormente as coletas, foram realizadas raspagens e alisamento
radicular supra e subgengival em Unica sessao de todos os sitios com 0s mesmos
instrumentais. A sensibilidade foi controlada com anestesia por infiltracdo local ou
blogueio regional (Lidocaina DFL Industria e Comércio Ltda, Brasil).

Apés a terapia periodontal os pacientes foram instruidos quanto a higiene
oral, ou seja, foram indicados os tipos de escova que eles deveriam adquirir
(escovas macia, interdental e bitufo), e a realizagdo da técnica de escovacao de
Bass modificada. Todos os pacientes foram instruidos quanto ao uso de fio dental
e raspador de lingua. Os pacientes utilizaram somente técnica manual para
escovacao e nao utilizaram nenhuma solugao de bochecho durante o estudo.

Todos os pacientes diabéticos foram atendidos em horarios matinais, apds
2 horas do consumo de insulina.

Todos os parametros foram avaliados no periodo inicial e 3 meses. Ap6s o
tratamento inicial todos os pacientes foram incluidos em programa de higiene oral
com visitas regulares a cada duas semanas para coleta de IP e IG até
completarem 3 meses. As avaliagdes hematoldgicas foram realizadas previamente

ao tratamento periodontal no periodo inicial e final.
4.8 Analise Microbiolégica

AplGs as coletas, as amostras subgengivais foram numeradas de acordo com o
seguinte critério: a) paciente, b) tempo inicial e final, c) “pool” de biofilme dental
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subgengival por profundidade de sondagem >5mm ou regido de bifurcacao. As
amostras obtidas foram imediatamente ressuspensas em 500ul de RTF.

Todas as amostras subgengivais foram processadas no laboratério da
disciplina de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba.

A Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Slots et al. 1995) foi realizada
em segundo momento, a mesma trata-se de uma avaliacdo molecular para
identificar através do DNA bacteriano, microrganismos especificos,
periodontopatdégenos como A. actinomycetencomitans, T. forsythensis e P.
gingivalis, que foram selecionados para esse estudo para avaliar a presenca dos
mesmos e compatibilidade com a saude dos tecidos periodontais. Todas as
coletas do biofilme dental subgengival foram obtidas nos periodos inicial e 3
meses e foram devidamente congeladas para posterior analise. O numero total de
coletas foram 2 por paciente em dois periodos inicial € 3 meses, perfazendo um
total de 40 para cada periodo e 80 amostras no total. Foram feitas 240 analises

para verificar a presenca e freqiiéncia dos trés microrganismos.

4.8 Realizacao do teste de PCR
O teste de PCR foi realizado nos periodos inicial e 3 meses. A técnica foi utilizada
com o objetivo de detectar A. actinomycetemcomitans, T. forsythensis e P.
gingivalis através da amplificagdo de uma sequéncia especifica de DNA. Os
“primers” (Invitrogen/ Life Technologies do Brasil Ltda.) foram sintetizados
segundo as sequéncias propostas por Benkirane et al. (1995), Slots et al. (1995) e
Ashimoto et al. (1996), descritas no Quadro 1.

Primeiramente foi realizada a extracdo do DNA das amostras previamente
coletadas nos periodos das devidas avaliagdes.

4.8.1 Extracao do DNA

Foram realizadas extracbes de DNA de todas as amostras através do método
adaptado de Doyle & Doyle (1990). De acordo com o protocolo a seguir:
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. Preparo do material: Para a amostra clinica foi realizada: agitacao
mecanica, centrifugacao (10 minutos/ 10000 rpm), seguida de remogao do
sobrenadante;

Tampao de extragdo com proteinase K foi adicionada a amostra numa
aliquota de 700ul, a mesma foi agitada e deixada em banho Maria por 30

minutos, sendo homogeneizada suavemente a cada dez minutos;

. Cloroférmio/ alcool isoamilico (CIA) foi adicionado (600ul), homogeneizado
até formar uma emulsdo. Ap6s a amostra sera centrifugada a 12000 rpm

por sete minutos;

. Tampao de extracdo sem proteinase K: a fase aquosa formada com a
adicao de CIA sera transferida para novo tubo eppendorf de 1,5 mL e 200yl

de tampao de extracdo sem proteinase K;

. Em seguida, adicionou-se 650ul de CIA e centrifuga a 12000rpm por sete
minutos. Novamente a fase aquosa formada foi transferido para outro
eppendorf . A adicdo de CIA sera repetida por mais uma ou duas vezes, até

a obtencao de uma fase aquosa transparente e limpida;

. Precipitagdo do DNA: apds se obter a fase aquosa transparente e limpida,
precipitou-se o0 DNA com adicdo de 500ul de alcool isopropilico a

temperatura ambiente;

. Removeu-se o alcool isopropiico e 50ul de alcool etilico a 70% foi
adicionado para lavar a superficie do DNA precipitado, sem ressuspender.
Novamente o precipitado foi centrifugado, seguido da remocéao do etanol;

. Terminada a lavagem, o tubo de eppendorf foi deixado aberto ao lado de
um bico de Bussen até a secagem do precipitado;

. Para finalizar, o DNA foi ressuspendido em 50ul de Tris-EDTA (pH 8,0) com
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RNAse.

A concentragdo de DNA foi calculada medindo a absorbancia a 260nm e a
qualidade do DNA isolado foi estimada pela razéo Azgo/Azso.

Géis de qualidade foram realizados ao longo de todo estudo, com o objetivo de
verificar a presenga de DNA no material analisado (amostras).

Uma reacgado inicial de PCR foi realizada para detectar a presenca de
eubactéria através do uso de “primers” universal do gene 16S (QUADRO 1).
Dentro das seguintes condi¢des para deteccao:

- Universal 16S para deteccdo de eubactéria (Weisburg et al. 1991):
primeiramente um passo de desnaturagido a 94°C por 3 minutos, seguido de 30
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30
segundos, extensdao a 72°C por 2 minutos e um passo final de elongamento a
72°C por 10 minutos.

4.8.2 Reacao de PCR

Para a reacao de PCR foi processado 50ul de uma mistura de reagentes contendo
36,25uL de agua deionizada bi-destilada, 5uL de solucado tampao (10X Reaction
Buffer, INVITROGENg/ Life Technology do Brasil), 2,5mM de MgCl,, 1ImM de cada
dNTP (DNA Polimerization Mix - INVITROGENg/ Life Technology do Brasil), 1,5ul
de cada “primer’, 2,5U (0,25ul) de Tag DNA Polymerase (INVITROGENe/ Life
Technology do Brasil). Estes tubos foram submetidos a um agitador por 5
segundos para homogeneizagdo e, em seguida foi adicionada a mistura de
reagentes a uma aliquota de 5,0ul da amostra clinica (DNA extraido). Além das
amostras, foram utilizados controles positivos das amostras de DNA gendmico
purificado de detectar A. actinomycetemcomitans (ATCC 29522), T. forsythensis
(ATCC 43037), e P. gingivalis (ATCC 33277) e negativo (agua bi-destilada e

deionizada) em cada experimento. Em seguida, esta mistura reagente foi
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submetida a um aparelho termociclador convencional (GeneAmp PCR System
2400 — Perkin Elmer, Applied Biosystems, Syngapore) de acordo com a seguinte
programacao para cada uma das bactérias selecionadas:

A. actinomycetemcomitans: A reacdo iniciou-se com a desnaturacdo do DNA a
95°C por 2 min, seguida de 36 ciclos — fase de desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, fase de hibridizacdo dos “primers” 55°C por 1 minuto, e fase de
extensao a 72°C por 2min — finalizando a reacao a 72°C por 10 minutos (Ashimoto
et al. 1996).

T. forsythensis: A reagao iniciou-se com a desnaturacdo do DNA a 95°C por 2 min,
seguida de 36 ciclos — fase de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, fase de
hibridizacao dos “primers” 60°C por 1 minuto, e fase de extensao a 72°C por 1min
— finalizando a reacéo a 72°C por 2 minutos (Slots et al. 1995).

P. gingivalis: A reacgéao iniciou-se com a desnaturacdo do DNA a 94°C por 5 min,
seguida de 30 ciclos — fase de desnaturacdo a 94°C por 1 min, fase de
hibridizacao dos “primers” 70°C por 1 minuto, e fase de extensédo a 72°C por 1 min

— finalizando a reagao a 72°C por 2 minutos (Benkirane et al. 1995).

4.8.3 Eletroforese

As amostras, apés a reacao de PCR (produtos de amplificacdo), foram
conservadas a 4°C ou analisadas imediatamente por eletroforese em gel de
agarose a 1% (INVITROGENg/ Life Technology do Brasil) em tampéao Tris-borato-
EDTA (pH 8,0). Foi incluido em cada gel, um padrdo de peso molecular de 100pb
(DNA ladder, INVITROGENg/ Life Technology do Brasil). Apds o término de cada
corrida (60 volts/1 hora), o gel foi corado com brometo de etidio (5ug/mL-
INVITROGENg/ Life Technology do Brasil) e as bandas foram observadas com
auxilio de um transluminador de luz ultravioleta (Pharmacia LKB — MacroVue). A
documentacéao fotografica dos géis foi obtida com o Sistema Image Master — VDS
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(Pharmacia Biotech) e a captura das imagens foram realizadas pelo programa
computacional LISCAP.
Quadro 1 - Primers que foram utilizados para identificacao das diferentes espécies

bacterianas:
ESPECIE SEQUENCIA
(SUPERIOR/INFERIOR)
Primer universal 16S 5°'AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG &

Para verificacdo de presenca de DNA 5'AAG GAG GTG ATC CAG CC 3°

bacteriano nas amostras clinicas

Actinobacillus actinomycetemcomitans | 5’AAA CCC ATC TCT GAC TTC TTC TTC 3°

557pb (Ashimoto et al. 1996) 5°ATG CCA ACT TGACGT TAAT 3’
Tannarella forsythensis 5°GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 3
641pb (Slots et al. 1995) 5°TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T3’
Porphyromonas gingivalis 5°AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3’
593pb (Benkirane et al. 1995) 5°GGG TTG CTC CTT CAT CAT AC 3’

4.9 Analise Estatistica

Inicialmente foi realizada analise descritiva dos dados (média e desvio padrio)
para os grupos Diabetes Melito e ndo diabéticos nos tempos inicial e 3 meses.
Apoés analise exploratoria dos dados usando o PROC LAB do programa estatistico
SAS (Institute Inc., Cary, NC, USA, Versdao 9.1, 2003) o qual indicou a
transformagéo logaritmica para a variavel 1G. Foi, entdo, realizada analise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas para comparar grupos (DM e NDM),
nos tempos (inicial e 3 meses) e a interacao entre eles para as variaveis, indice de
placa, indice gengival, nivel clinico de insergao, profundidade de sondagem, nivel
da margem gengival, hemacias, hematécrito, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM,
leucécitos, linfécitos, eosindfilos, metamielécitos, segmentados, mondcitos,
plaguetas, TC e TS. Para as variaveis que nao atenderam as pressuposicoes da

andlise paramétrica (baséfilo, bastonetes e glicemia) foram realizados testes de
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Mann Whitney para os grupos DM e NDM e Wilcoxon para comparagcdo dos
tempos inicial e 3 meses.

A analise da frequéncia de bactérias foi realizada de acordo com os sitios
com profundidade de sondagem > 5mm e sitios com bifurcagcdes nos grupos
diabetes melito (DM) e nao diabéticos (NDM), entre os periodos inicial e final pelo
teste exato de Fisher obtido pelo programa Minitab (Versdo 14,12 http//

www.minitab.com) e comparagéo entre a presenga e auséncia de bactérias entre

os tempos inicial e final pelo teste Mec Nemar obtido pelo programa MedCalc

(Verséo8,1, http//www.medcalc.be). Todos os parametros analisados

consideraram o nivel de significancia p<0,05.

27



5 RESULTADOS

Os resultados encontrados estdo apresentados nos graficos e tabelas abaixo.

Tabela 1: Média e Desvio Padrdo das variaveis que caracterizam o perfil dos
pacientes ndo diabéticos (NDM) e com Diabetes Melito (DM).

Variaveis NDM DM p
ldade (anos) 45,60 (7,64) 47,10 (13,01)  0,7570
Sitios com PS > 5mm (n) 20,1 (7,24) 33,6 (15,7)

Sitios com bifurcagdes (n) 4,4 (2,75) 5,4 (6,13)

Total de sitios (n) 102 (10,02) 93,2 (18,4)

Tempo de Diabetes (anos) 18,10 (11,37)

Tempo de consumo de Insulina 7,80 (6,72)

(anos)

Quantidade de Insulina Diaria (U.l.) 33,40 (16,09)

Teste “t” Student para idade, nivel de diferencga estatistica significativa (p<0,05).

Na tabela 1, os dados estao apresentados em média e desvio padrdo e
caracterizam o perfil dos pacientes selecionados para o estudo; a idade nao
apresentou diferencga estatistica significativa (P=0,7570; teste “t” Student pareado).
Para as outras variaveis, niumero de sitios com PS > 5mm, nimeros de sitios com
bifurcacées e numero total de sitios presente por paciente, foram obtidos apenas
média e desvio padrdo. Também foram obtidos, média e desvio padrao para as
variaveis especificas do grupo com DM (Tempo de Diabetes, tempo de consumo
de Insulina e a Quantidade de Insulina Diaria).

Os resultados dos exames de hemograma podem ser observados nas
tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Média e Desvio Padrao para Hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
V.C.M., H.C.M., C.H.C.M., leucécitos, eosinofilos, metamieldcitos,
segmentados, linfécitos, mondcitos, plaquetas para pacientes nao
diabéticos (NDM) e com Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e

3 meses.

Variaveis Tempo Média (DP) NDM Média (DP) DM
Hemacias 0 4,49 (0,33) Aa 4,81 (0,39) Aa

Mil/mm?® 3 meses 4,6 (0,33) Aa 4,88 (0,4) Aa
Hemoglobina 0 12,72 (1,45) Aa 13,37 (1,17) Aa
G% 3 meses 13,03 (1,36) Aa 13,8 (1,14) Aa
Hematdcrito 0 38,03 (3,44) Aa 39,61 (4,05) Aa
% 3 meses 39,9 (3,69) Ab 41,49 (3,03) Ab
V.C.M. 0 88,54 (5,92) Aa 83,45 (6,93) Aa
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Um?® 3 meses 85,94 (7,25) Ab 85,08 (5,97) Ab
H.C.M 0 28,37 (2,74) Aa 27,98 (2,61) A
PG 3 meses 28,27 (2,57) Aa 28,4 (2,54) Aa
C.H.C.M. 0 33,28 (1,54) Aa 33,49 (0,85) Aa
% 3 meses 32,93 (0,2) A 33,18 (0,87) Aa
Leucdcito 0 6,64 (1,24) Aa 7,15 (1 24) Aa
% 3 meses 5,68 (1,22) A 6,59 (1,92) A
Eosindfilo 0 1,36 (0,76) Aa 2,68 (2,22) A
% 3 meses 3,71 (2,95) Aa 243 (1,13) A
Metamielocitos 0 0 Aa 0 Aa
% 3 meses 0 Aa 0 Aa
Segmentados 0 61,74 (8,96) Aa 58,2 (10,31) Aa
% 3 meses 53,86 (10,77) Aa 58,88 (4,95) Aa
Linfécitos 0 31,93 (9,15) Aa 35,7 (9,63) Aa
% 3 meses 35,59 (9,61) Aa 31,51 (5,37) Aa
Mondcitos 0 3,7 (3,36) Aa 2,8 (1,75) Aa
% 3 meses 5,99 (1,61) Ab 6,7 (1,56) Ab
Plaquetas 0 2445 (63,74) Aa 250,3 (56,24) Aa
Mm? 3 meses 228,72 (59,29) Ab 190,9 (68,65)Ab

Médias seguidas de letras distintas (Mailscula na horizontal e mindsculas na vertical dentro de
cada variavel) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Na tabela 2, observa-se o resultado da contagem de células, a média e o
desvio padrdao para hemacias, hemoglobina, hematdcrito, V.C.M., H.C.M.,
C.H.C.M.,
monocitos e plaquetas, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os
grupos nao diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) (Hemacias (P=0,0681;
ANOVA), hemoglobina (P=0,2005; ANOVA), hematécrito (P=0,2106; ANOVA),
V.C.M. (P=0,7372; ANOVA), H.C.M. (P=0,9118; ANOVA), C.H.C.M. (P=0,5120;
ANOVA), leucécitos (P=0,2171; ANOVA), eosinéfilos (P=0,9755; ANOVA),
metamieldcitos (P=1; ANOVA), segmentados (P=0,8079; ANOVA), linfécitos
(P=0,9588; ANOVA), monécitos (P=0,8822; ANOVA) e plaquetas (P=0,6303;
ANOVA)) e entre os tempos inicial e 3 meses (Hemacias (P=0,1853; ANOVA),
hemoglobina (P=0,1076; ANOVA), H.C.M. (P=0,4086; ANOVA), C.H.C.M.
(P=0,2633; ANOVA), eosindfilos (P=0,0994; ANOVA), metamielécitos (P=1;
ANOVA), segmentados (P=0,2018; ANOVA), linfécitos (P=0,9159; ANOVA))
exceto para (hematécrito (P=0,0284; ANOVA), V.C.M. (P=0,0163; ANOVA),

leucécitos, eosindfilos, metamieldcitos, segmentados, linfocitos,
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leucécitos (P=0,0446; ANOVA), monécitos (P=0,0007; ANOVA) e plaquetas
(P=0,0007; ANOVA)).

Tabela 3: Média, Desvio Padrdao, Mediana, Minimo e maximo para basdfilos,
bastonetes e glicemia encontrados nos grupos nao diabéticos (NDM) e
com Diabetes Melito (DM) e entre os tempos inicial (0) e 3 meses.

Tempos Média (DP) NDM Media min ma Média (DP) DM  Media min max
na X na
Basofilos 0 0 0 0 0 0,54 (0,74) Aa 0 0 1,9
% 3 meses 0,12 (0,37) Aa 0 0 1,2 0,48 (0,81) Aa 0 0 2
Bastonet 0 1,1 (1,59) Aa 0,5 0 5 0,3 (0,94) Aa 0 0 3
es % 3 meses 0,4 (0,7) Aa 0 0 2 0,10 (0,31) Aa 0 0 1
Glicemia 0 93 (7,51) Aa 97,50 80 99 | 137,9 (66,28) Aa 124 70 267
Mg/dI 3 meses 88,86 (6,74) Aa 90 77,6 97 | 143,7 (47,11) Ab  136,5 85 204

Médias seguidas de letras distintas (Mailscula na horizontal) diferem entre si pelo teste Wilcoxon
(p<0,05). Médias seguidas de letras distintas (Minlsculas na vertical dentro de cada variavel)
diferem entre si pelo teste de Mann Whitney (p<0,05).

Na tabela 3, o baséfilo ndo apresentou diferenca estatistica significativa
para a comparacao entre grupos nao diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM)
para o tempo inicial e 3 meses (basofilo inicial (P=0,7055; Mann Whitney) e final
(P=0,7000; Mann Whitney) e entre tempos inicial e 3 meses (baséfilo inicial
(P=0,0600; Wilcoxon), baséfilo 3 meses (P=0,0600 Wilcoxon); bastonetes nao
apresentou diferenca estatistica significativa para a comparacao entre grupos nao
diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) para o tempo inicial e 3 meses
(bastonetes inicial (P=0,3447; Mann Whitney) e 3 meses (P=0,9699; Mann
Whitney) e entre tempos inicial e 3 meses (baséfilo NDM inicial (P=0,2249;
Wilcoxon), bastonetes 3 meses (P=0,1088 Wilcoxon) e glicemia apresentou
diferenca estatistica significativa para a comparacao entre grupos nao diabéticos
(NDM) e Diabetes Melito (DM) para o tempo inicial e 3 meses (bastonetes inicial
(P=0,1988; Mann Whitney) e 3 meses (P=0,0191; Mann Whitney) e entre tempos
inicial e 3 meses (baséfilo NDM inicial (P=0,0926; Wilcoxon), bastonetes 3 meses
(P=0,9594 Wilcoxon) mostrando que houve aumento da glicemia.
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Os parametros clinicos avaliados estao disponiveis nas figuras 1 a 6.
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Figura 1: Média e Desvio Padrdo do indice Placa (IP) para os grupos ndo diabéticos (NDM) e
Diabetes Melito (DM) nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias. Médias com letras
distintas (Maiuscula e minusculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Na figura 1, o indice de Placa (IP) ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre os grupos nao diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM)
(P=0,5881; ANOVA) e ocorreu diferenca estatistica significativa entre os tempos 0,
15, 30, 60, 75, 90 dias (P=0,0001; ANOVA). Houve diminuicdo do acumulo de
placa apds o controle de higiene oral realizado a cada 2 semanas até o periodo
final de 3 meses de avaliagao.
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Figura 2: Média e Desvio Padrao do indice Gengival (IG) para os grupos ndo diabéticos (NDM) e
Diabetes Melito (DM) nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias. Médias com letras
distintas (Maiuscula e minusculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Na figura 2, o Indice Gengival (IG) ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre os grupos nao diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM)
(P=0,5939; ANOVA transformacdo em log.) e ocorreu diferenca estatistica
significativa entre os tempos 0, 15, 30, 60, 75, 90 dias (P=0,0001; ANOVA
transformagdo em logaritimica). Houve diminuicdo do sangramento a sondagem
apds o controle de higiene oral realizado a cada 2 semanas até o periodo final de

3 meses de avaliagao.
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Figura 3: Média e Desvio Padrdo do Nivel Clinico de Inser¢do (NCI) para os grupos ndo diabéticos
(NDM) e Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Médias com letras
distintas (Mailscula e minusculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Na figura 3 o nivel clinico de insercao nao apresentou diferenga estatistica
significativa entre os grupos nao diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) (NCI
(P=0,0530; ANOVA) e ocorreu diferenga estatistica significativa entre os tempos
inicial e 3 meses (NCI (P=0,0001; ANOVA). Aproximadamente 1Tmm de ganho de
nivel clinico de insercao para ambos 0s grupos.
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Figura 4: Média e Desvio Padrao da profundidade de sondagem (PS) para os grupos nao
diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Médias com
letras distintas (MaiUscula e minusculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).
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Na figura 4, a profundidade de sondagem nao apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos nao diabéticos (NDM) e Diabetes Melito
(DM), PS (P=0,0706; ANOVA) e ocorreu diferenca estatistica significativa entre os
tempos inicial e 3 meses, PS (P=0,0001; ANOVA). Ocorreu diminuicdo da
profundidade de sondagem.
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Figura 5: Média e Desvio Padrao do Nivel da Margem Gengival (NMG) para os grupos nao
diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Médias com
letras distintas (MailUscula e minusculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

Na figura 5, o nivel da margem gengival ndao apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos néo diabéticos (NDM) e Diabetes Melito
(DM), NMG (P=0,1100; ANOVA, transformacdo em log.) e ocorreu diferenca
estatistica significativa entre os tempos inicial e 3 meses, NMG (P=0,0186;
ANOVA transformacado em log). O nivel da margem gengival apresentou dois
outlier para o grupo 1 paciente 5 valor discrepante 0 e 1 no periodo inicial e 3
meses. Houve retracdo da margem gengival para ambos os grupos NDM e DM.
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Figura 6: Média e Desvio Padrao do ganho de NCI, PS e NMG para os grupos nao diabéticos (NDM) e
Diabetes Melito (DM). Médias com letras distintas (Mailscula e minasculas) diferem entre si
pela ANOVA (p<0,05).

Na figura 6, ganho do nivel clinico de insercao, profundidade de sondagem
e nivel da margem gengival, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
N&o houve diferenca para os parametros clinicos avaliados NIC, PS e NMG.

Os resultados do controle metabdlico podem ser observados na figura 7.
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Figura 7: Média e Desvio Padréo para hemoglobina glicosilada (HbA1c) no grupo com Diabetes
Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Médias com letras distintas (Maiuscula)
diferem entre si pelo teste “t” Student (p<0,05).

A hemglobina glicosilada (HbA1c) obtida do grupo com diabetes melito nao

apresentou diferenca estatistica significativa entre o tempo inicial e 3 meses
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(P=0,7115; teste “t” Student pareado). Nao foi observada alteracao de HbA1c apds
o tratamento periodontal.

Tempo de Coagulacao
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Figura 8: Média e Desvio Padrdo para o Tempo de Coagulacdo (T.C.) para os grupos nao
diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Médias com
letras distintas (MaiUscula e mindsculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).
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Figura 9: Média e Desvio Padrdo para o Tempo de sangramento (T.S.) para os grupos nao
diabéticos (NDM) e Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Médias com
letras distintas (MaiUscula e minusculas) diferem entre si pela ANOVA (p<0,05).

O resultado do coagulograma mostrou que todos os pacientes dos grupos
NDM e DM apresentaram prova do laco negativa e os resultados do tempo de
coagulacédo e sangramento estdo apresentados na figura de 8 e 9. Na figura 8 € 9
foram avaliados o Tempo de Coagulacéo (T.C.) e o Tempo de Sangramento (T.S.)
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para o grupo nao diabéticos e diabetes Melito para os tempos inicial e 3 meses,
nao houve diferenca estatistica entre os grupos ((T.C. (P=0,1904; ANOVA) e T.S.
(P=0,1506; ANOVA)) e entre os tempos inicial e 3 meses ((T.C. (P=0,1904;
ANOVA) e T.S. (P=0,7243; ANOVA)).

Nas figuras 10 e 11 pode-se observar o resultado da porcentagem de

freqliéncia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythensis.

Porcentagem de freqiiéncia de microrganismos — PS > 5mm
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Figura 10: Porcentagem da freqiéncia de microrganismos presentes (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannarella forsythensis)
correspondente a amostra de sitios com profundidade de sondagem > 5mm em
pacientes ndo diabéticos (NDM) e com Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e
3 meses.

* Diferenga estatisticamente significante entre grupos pelo teste exato de Fisher

(p<0,05).
Na figura 10, estdo apresentados a distribuicido da freqiéncia de

microrganismos (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythensis)
correspondente a amostra de sitios com profundidade de sondagem > 5mm em
pacientes ndo diabéticos (NDM) e com Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0)
e 3 meses. Os resultados foram obtidos pelo teste exato de Fisher, ndo mostraram
diferenga  significativa entre os grupos no periodo inicial (A.
actinomycetemcomitans: P=1,000; P. gingivalis: P=1,000) exceto para T.
forsythensis: P=0,033 e 3 meses (A. actinomycetemcomitans: P=1,000; P.
gingivalis: P=1,000; T. forsythensis: P=0,650).
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Porcq@@gem de frequéncia de microrganismos — Bifurcacoes
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Figura 11: Porcentagem da freqiéncia de microrganismos presentes (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, =~ Porphyromonas  gingivalis, = Tannarella  forsythensis)
correspondente a amostra de sitios com bifurca¢des em pacientes nao diabéticos (NDM)
e com Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses.

* Diferenca estatisticamente significante entre grupos pelo teste exato de Fisher
(p<0,05).

Na figura 11, estdo apresentados a distribuicdo da freqiéncia de
microrganismos  (A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.forsythensis)
correspondentes a amostra de sitios com bifurcacées em pacientes nao diabéticos
(NDM) e com Diabetes Melito (DM) nos tempos inicial (0) e 3 meses. Os
resultados foram obtidos pelo teste exato de Fisher, ndo mostraram diferenga
estatistica  significativa entre os grupos no periodo inicial (A.
actinomycetemcomitans: P=1,000; P. gingivalis: P=1,000) exceto para T.
forsythensis: P=0,011 e 3 meses (A. actinomycetemcomitans: P=1,000; P.
gingivalis: P=1,000; T. forsythensis: P=1,000).

O teste de Mc Nemar foi realizado entre os periodos inicial e 3 meses para
observar a mudancga entre a presenca e auséncia de microrganismos nos sitios
com PS> 5mm e com bifurcacdo. Os resultados mostraram diferenca estatistica
significativa somente para T. forsythensis, P=0,0313 para o grupo NDM, sitios com
bifurcacdo e ndo mostraram diferenca estatistica significativa para os outros sitios

€ microrganismos.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foram selecionados dois grupos com doenca periodontal crénica
generalizada, divididos em NDM e DM, para observar as diferengas clinica,
hematoldégica e microbiolégica entre eles e apdés o tratamento da doenca
periodontal.

O diabetes melito € uma alteracao sistémica considerada fator de risco para
doenca periodontal, por isso avaliamos a resposta a terapia periodontal em
pacientes diabéticos tipo 2, insulino-dependentes. Os critérios de exclusdo
adotados foram rigorosos para minimizar o aparecimento de viés, por isso dentro
desta amostra foram excluidos pacientes fumantes, ao contrario de Grossi et al.
(1994), Moore et al. (1999), Katz et al. (2000) e paciente diabéticos tipo 2 néo
insulino-dependentes, estudados por Nelson et al. (1990), Emrich et al. (1991),
Kawamura et al. (2001), Donahue & Wu (2001), Rodrigues et al. (2003), Faria-
Almeida et al. (2006). O perfil dos pacientes estudados pode ser observado na
tabela 1.

Os resultados apresentados nas figuras 1 e 2 mostram a efetividade da
terapia no controle de placa e sangramento gengival. Pode-se observar a reducao
do indice de placa e sangramento gengival apés 3 meses de acompanhamento.
Os resultados encontrados para essas variaveis na literatura sdo divergentes.
Ternoven & Karjalainen (1997) e De Pommereau et al. (1992), encontraram
resultados semelhantes ao nosso estudo para o indice de placa, no qual, nao
encontraram diferencas entre os grupos diabéticos e nao diabéticos para o indice
de placa. No entanto, Bridges et al. (1996) encontraram maior indice de placa e
sangramento gengival para pacientes diabéticos e Kawamura et al. (2001) nao
encontraram relagdo entre acumulo de placa e a presenca da doenca periodontal,
pois segundo 0s autores o0s pacientes mantinham cuidados de higiene oral.
Quanto ao indice gengival, Aren et al. (2003) encontraram maior inflamacao
gengival para o grupo com diabetes do que para o grupo sem diabetes, assim
como Guthmiller et al. (2001) também encontrou maior sangramento gengival para

pacientes gestantes diabéticas do que nao diabéticas.
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A inflamagédo gengival pode estar relacionada com a falta de controle
glicémico do paciente com diabetes melito (American Academic Periodontology,
2000). De Pommereau et al. (1992) observaram maior inflamagdo gengival em
adolescentes do grupo com diabetes do que com o grupo controle nao diabéticos,
sendo que nao houve diferenca estatistica significativa para higiene oral em
ambos os grupos. Karjalainen & Knuuttila (1996) encontraram menor ocorréncia
de gengivite em pacientes bem controlados do que nos pouco controlados que
exibiram inflamagdo bem mais acentuada.

Quanto aos parametros clinicos avaliados, nivel clinico de insercéo,
profundidade de sondagem, nivel da margem gengival e ganho de insercao
clinica, apresentados nas figuras 3, 4, 5 e 6, ndo encontramos diferencas entre os
grupos DM e NDM avaliados apés a terapia periodontal realizada em Unica sessao
por meio de raspagem e alisamento radicular, porém encontramos redugcdo dos
parametros nivel clinico de insercado e profundidade de sondagem em ambos 0s
grupos NDM e DM e aumento da retracdo da margem gengival, como
demonstrado na figura 6. Esse posicionamento apical da margem gengival
também foi encontrado por Guthmiller et al. (2001) em pacientes gestantes
diabéticas e Seppala et al. (1993) apo6s avaliar pacientes diabéticos com pobre
controle metabdlico.

Complicagdes decorrentes da falta de controle metabdlico em pacientes
com diabetes melito podem agravar a condicdo periodontal. Papapanou (1996)
demonstrou que a maioria dos estudos mostra uma condi¢cao periodontal de maior
gravidade nos adultos com diabetes do que nos adultos sem diabetes. Seppéla et
al. (1993) avaliaram grupos de diabéticos controlados e ndo controlados por 2
anos e concluiram que o grupo de diabéticos ndo controlados apresentou maior
perda de insercdo, gengivite, sangramento a sondagem do que diabéticos
controlados e ndo diabéticos. Assim como, Taylor et al. (1998) demonstraram que
os diabéticos tipo 2 demonstraram progressdo de perda Ossea alveolar
significativamente maior para diabéticos do que nao diabéticos por periodo de 2

anos de acompanhamento.
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A opcéo pela terapia periodontal realizada por procedimento de raspagem e
alisamento radicular realizados em Unica sessdao em pacientes diabéticos foi
baseada no trabalho de Greenstein (2002), pois segundo o autor essa modalidade
de tratamento proporciona beneficio para o paciente, pois reduz o numero de
sessoes de raspagem, ou seja, a remocao de placa bacteriana e calculo ocorre
em uma unica sessao. Neste estudo, nao utilizamos o protocolo de Quirynen et al.
(1995) que utiliza esse tipo de terapia associada ao controle de placa e a
antimicrobianos (clorexidina), mas utilizamos a raspagem e alisamento radicular
associado a um rigoroso controle de higiene oral como sugerido por Ternoven &
Oliver (1993) e Moore et al. (1999).

Na literatura existem diferentes abordagens da terapia periodontal em
pacientes diabéticos. A terapia convencional foi utilizada por Christgau et al.
(1998) e Faria-Almeida et al. (2006) em pacientes diabéticos tipo 2 e néo
diabéticos. Os autores nao encontraram diferencas para a resposta clinica de
ambos os grupos. Assim como, Westfelt et al. (1996) também nao encontraram
diferencas na resposta clinica apds terapia convencional complementada por
terapia cirirgica em pacientes diabéticos tipo 1 e 2 e ndo diabéticos apds 5 anos
de acompanhamento. Rodrigues et al. (2003) utilizaram a terapia de raspagem e
alisamento radicular boca toda associada a administracdo de 875mg
amoxicilina/acido clavulanico em grupo teste por periodo de avaliagdo de 3 meses
em pacientes diabéticos tipo 2 nao insulino-dependentes e nao encontraram
diferenca na resposta clinica. Schara et al. (2006) utilizaram a terapia de
raspagem e alisamento radicular, boca toda, realizada em Unica sessao associada
a antimicrobianos, protocolo de Quirynen et al. (1995), e ndo encontraram
diferenca na resposta clinica entre os grupos com diabetes melito tipo 1 e sem
alteragbes sistémicas. Esses resultados também foram encontrados em nosso
estudo.

Os parametros metabdlicos selecionados neste estudo, glicemia, para
ambos os grupos NDM e DM, e hemoglobina glicosilada HbA1c, para o grupo de
diabetes, teve como finalidade, a glicemia de confirmar a auséncia de diabetes no

41



grupo controle entre os periodos inicial e final e verificar a glicemia dos diabéticos,
e a hemoglobina glicosilada HbA1c, teve a finalidade de monitorar a ligagao
estavel glicose/hemoglobina dos ultimos 90 dias nos pacientes diabéticos. Os
resultados encontrados mostraram que o nivel de glicose dos pacientes diabéticos
foram maiores no final do estudo, estes resultados podem ser observados na
tabela 3. O nivel de HbA1c para pacientes diabéticos ndo apresentou alteracoes
apos o tratamento periodontal (Figura 7).

Quanto a relacdo do controle metabdlico em diabéticos e o resultado da
terapia periodontal, Taylor et al. (2001) relatam que esta relacdo ainda nao esta
clara, pois pacientes diabéticos, com pouco controle da glicemia, podem
desenvolver ou ndo doenga periodontal, assim como diabéticos bem controlados,
com boa higiene oral, podem ou ndo desenvolver doenga periodontal. No entanto,
para esse estudo selecionamos duas variaveis, glicemia e hemoglobina glicosilada
para avaliar o controle metabdlico dos pacientes diabéticos com doenca
periodontal.

Segundo Ternoven & Karjalainen (1997) a influencia da condicdo do
diabetes na saude dos tecidos periodontais, pode ser significante se o controle
metabdlico for constante para HbA1c >10.0%, ocasionando o aparecimento de
outras complicagbes. No estudo de Ternoven & Karjalainen (1997) foram
estudados pacientes com pobre controle glicémico e os autores encontraram
menor resposta para a terapia periodontal nos pacientes com pobre controle
metabdlico quando comparados aos controlados e ndo diabéticos. Faria-Almeida
et al. (2006), Schara et al. (2006), Aren et al. (2003) relatam que apoés o
tratamento periodontal ocorre redugéo da glicemia em pacientes diabéticos.

Porém em nosso estudo ndo foi observado nenhuma redug¢édo no controle
metabdlico conforme observado na figura 7 e tabela 3, pelo contrario ocorreu
aumento da glicemia ap6és 3 meses. Isto ocorreu, pois 0s pacientes selecionados
para o estudo, ndo se apresentavam controlados, embora o atendimento clinico
tenha sido em horarios diurnos com indice de glicemia baixo. Estes pacientes

apresentavam variacoes apés as refeicdes e descontrole diario que refletiram nos
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resultados do controle metabdlico (HbA1c) e confirmam a dificuldade em controla-
los, portanto somente o tratamento periodontal isolado n&o foi capaz de promover
melhoras na reducdo do controle metabdlico, sugerindo que outras variaveis
podem estar envolvida com o controle do diabetes.

A infecgdo periodontal pode influenciar de maneira adversa o controle
glicémico do diabético. Taylor et al. (1998) examinaram individuos com diabetes
tipo 2 para determinar se a periodontite grave aumenta o risco do controle
inadequado da glicemia. Dos individuos selecionados para o estudo, alguns
apresentavam periodontite grave e outros nao, sendo que todos tinham a glicemia
bem controlada no inicio do estudo, como indicado pelos niveis de hemoglobina
glicosilada (HbA1) menores que 9%. No novo exame realizado apds 2 anos, uma
maior proporgao de individuos com periodontite grave mostraram mal controle da
glicemia (HbA > 9%) do que os individuos sem periodontite grave. A periodontite
grave no inicio dos estudos aumentou 6 vezes o risco de controle inadequado da
glicemia no acompanhamento do paciente.

Segundo Grossi (2001) a infecgdo bacteriana e viral tem mostrado aumento
da resisténcia a insulina e agravamento do controle glicémico. Isto ocorre tanto em
diabéticos quanto em nao diabéticos. A resisténcia a insulina persiste por um certo
periodo, semanas ou meses, apds a recuperacao clinica da infecgdo. No diabético
tipo 2, o paciente que ja apresenta resisténcia a insulina, mostrara resisténcia
reforcada pela infeccdo, podendo exacerbar consideravelmente o controle
inadequado do diabetes. No diabético tipo 1, as doses prescritas de insulina
podem ser suficientes para manter um bom controle glicémico na presenca de
infeccdo, que induza a resisténcia dos tecidos. Grossi (2001) relatam que é
possivel que infecgbes crbnicas periodontais com Gram-negativos possam
também resultar em resisténcia a insulina e controle glicémico inadequado. O
tratamento periodontal realizado para diminuir o efeito bacteriano e a inflamagao
podem restaurar a sensibilidade a insulina ao longo do tempo, resultando em um
melhor controle metabdlico. Segundo Grossi (2001) a melhora no controle
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metabdlico pode ser observada nos estudos que combinaram tratamento
mecanico periodontal e antibidticoterapia, podem apoiar esta hipétese.

A melhora do controle metabdlico tem sido coincidente com a melhora das
condi¢cdes periodontais. Miller et al. (1992) sugeriram que a melhora da saude
periodontal pode vir acompanhada da melhora do controle metabdlico dos
diabéticos e pode indicar beneficios potenciais sistémicos do tratamento
periodontal nos diabéticos pouco controlados com periodontite, pois encontraram
reducado do controle metabdlico dos pacientes diabéticos descontrolados. Porém,
Christigau et al. (1998) avaliaram individuos com bom e moderado controle de
diabetes e com periodontite, que receberam tratamento de raspagem e alisamento
radicular sem antibidticoterapia sistémica, mas nado encontraram alteracdo no
controle da glicemia a despeito da melhora obtida nos parametros periodontais. O
mecanismo pelos qual a antibiticoterapia pode induzir alteragdes positivas no
controle glicémico, combinada com o tratamento mecénico periodontal ainda nao
sd0 conhecidos até o momento. E possivel que a melhora do controle metabdlico
esteja associada a eliminacdo dos microrganismos patogénicos quando
associados a antibidticoterapia.

Porém, Sastrawijoto et al. (1989) avaliaram a presenca e contagem de
Actinobacillus actinomycetemcomytans, Bacteroides intermedius e
Capnocytophaga sp em pacientes diabéticos insulino-dependentes controlados e
nao controlados, em sitios saudaveis e com doenca periodontal. Os autores nao
encontraram diferenga entre pacientes diabéticos controlados e descontrolados
para a presenca de Actinobacillus actinomycetemcomytans, Bacterdides
intermedius, no entanto, baixos niveis de Capnocytophaga sp foram observados
ao contrario de Mashimo et al. (1983) que relataram que Capnocytophaga sp sao
predominantes na microflora subgengival de diabéticos tipo 1.

Neste estudo foram avaliados trés tipos de microrganismos, Actinobacillus
actinomycetemcomytans, Porphyromonas gingivalis. e Tannarella forsythensis, e
foi observado diferenca estatistica significativa, reducdo de microrganismos,
apenas para T. forsythensis em ambos os grupos NDM e DM apés 3 meses, como
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pode ser observado nas figuras 11 e 12. Nossos achados concordam com
Christgau et al. (1998) que avaliaram diabéticos insulino-dependentes, diabéticos
ndao insulino-dependentes e pacientes sem diabetes, todos com doenca
periodontal e avaliaram a presenca de A. actinomycetemcomytans, P. gingivalis,
P. intermedia, F. nucleatum antes e ap6s 4 meses de tratamento periodontal
convencional. Os autores desse estudo ndo encontraram predominancia de uma
das espécies avaliadas e relataram que os periodontopatégenos apresentaram
niveis similares de microrganismos entre os grupos. Esses achados também
concordam com os achados de Sbordone et al. (1995) que encontraram
composicao da microflora subgengival similar para pacientes diabéticos e nao
diabéticos. Porém, os nossos resultados devem ser avaliados com cautela, pois
ndo encontramos nenhum outro estudo que tenha realizado avaliacdo
microbiolégica em pacientes diabéticos submetidos a terapia de raspagem e
alisamento radicular, em Unica sessao, para compararmos nossos resultados.

A andlise dos parametros hematolégicos avaliados, hemacias,
hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular
média, concentracao de hemoglobina corpuscular média, leucdcitos, eosindfilos,
metamieldcitos, segmentados, linfocitos, mondcitos, plaquetas, bastonetes,
basofilos, tempo de coagulagao e sangramento, estdo apresentados na tabela 2 e
3 e figuras 8 e 9 demonstram que nao houve alteracbes desses valores que
representasse algum significado clinico, ou seja, a manifestagdo de alguma outra
complicagdo, como por exemplo, a anemia. Embora em algumas variaveis da
tabela 2, apresentaram diferenca entre tempos, essas diferencas se mantiveram
dentro dos limites normais para contagem de células, ndo representando alteracao
clinica para os pacientes. Ndo foi encontrado nenhum outro trabalho clinico que
apresentassem a contagem de células vermelhas e brancas que pudessem ser
comparados com esse estudo.

Baseado nos resultados encontrados neste estudo, concluimos que a
terapia periodontal realizada por meio de raspagem e alisamento radicular, boca

toda, em Unica sessao associada ao controle rigoroso de placa, ndo demonstrou
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diferenca estatistica significativa dos parametros clinicos e hematoldgicos
avaliados nos grupos NDM e DM, mas foi capaz de demonstrar redugdo na
presenca de T. forsythensis, para o grupo NDM, sitios com bifurcagcédo, apds o
periodo de avaliagcdo de 3 meses. Portanto, devido a poucos relatos na literatura,
sugerimos que novos estudos longitudinais com maior tempo de acompanhamento

sejam realizados para observar se esses resultados serdo mantidos.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo conclui-se que os pacientes com diabetes melito
(DM) apresentaram resposta clinica, hematoldgica e microbiol6gica semelhante ao
grupo nao diabético (NDM) apds a terapia periodontal realizada em uma Unica
sessdo. Esses achados sdo confirmados, pois ambos os grupos apresentaram
melhora clinica, ndo apresentaram alteragcbées nos hemograma e coagulograma e
obtiveram resposta microbiolégica similar ap6s o periodo de avaliagdo de 3

meses.
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