ANA PAULA SASSA BENEDETE

Niveis salivares e de fluido gengival de Mieloperoxidase/Peroxidase em
pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodontite

cronica generalizada

Sao Paulo
2013



ANA PAULA SASSA BENEDETE

Niveis salivares e de fluido gengival de Mieloperoxidase/Peroxidase em
pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodontite

crénica generalizada

Versao Corrigida

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sé&o
Paulo, para obter o titulo de Mestre, pelo
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias
Odontoldgicas.

Area de Concentracéo: Periodontia

Orientador: Prof. Dr. Luiz Antonio Pugliesi
Alves de Lima

Sao Paulo
2013



Autorizo a reproducgéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacéo-na-Publicacéo
Servico de Documentagdo Odontoldgica
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo

Benedete, Ana Paula Sassa.

Niveis salivares e de fluido gengival de mieloperoxidase/peroxidase
em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodontite
cronica generalizada / Ana Paula Sassa Benedete; orientador Luiz
Antonio Pugliesi Alves de Lima. -- Sdo Paulo, 2013.

60 p.: fig., tab., 30 cm.

Dissertacao (Mestrado) -- Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias
Odontolégicas. Area de Concentracdo: Periodontia. -- Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo.

Versao corrigida

1.Diabete mellitus tipo Il. 2. Periodontite crbnica. 3. Tratamento
periodontal. 4. Saliva. |. Lima, Pugliesi Alves de. II. Titulo.




Benedete APS. Niveis salivares e de fluido gengival de Mieloperoxidase/Peroxidase
em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodontite cronica
generalizada Dissertacao apresentada a Faculdade de Odontologia da Universidade
de Sao Paulo para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Odontologicas.

Aprovado em: 26/06/2013

Banca Examinadora

Prof(a). Dr(a).

Instituicao: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).
Instituicao: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).
Instituicao: Julgamento:




Dedico este trabalho a

Deus.....obrigada por me iluminar sempre que necessitei, por nunca ter me
abandonado, por me presentear a cada dia com suas béncaos e por colocar

pessoas abencoadas em minha vida. Sinto sua presenca intensamente. Obrigada

Aos meus pais Nelson e Aparecida que me propiciaram uma vida maravilhosa onde
eu pudesse crescer, acreditando que tudo é possivel, desde que sejamos honestos,
integros de carater e que sonhar e concretizar os sonhos s6 dependerdo de nossa
vontade. E ndo bastaria um muito obrigado, a vocés, que se doaram inteiros e
renunciaram aos seus sonhos, para que, muitas vezes, pudéssemos realizar 0s
nossos. Aos meus queridos vd Bido e vo Nida fonte de humildade, bondade e
sabedoria. Aos meus irmdos Gustavo, Nagilla e Isabela que sempre me ajudaram
nessa conquista (vocés foram excelentes babas). EU AMO MUITO VOCES!!!!

Ao amor da minha vida Fabio, meu exemplo de carater, sabedoria, humildade, amor
e familia. Que me deu de presente meus tesouros mais preciosos Vitor e
Guilherme. Vitor, divido esse momento com VOcCé, pois VOcé esteve presente desde
o primeiro dia em que entrei no mestrado (dentro de mim) e continuou meu
companheiro até o fim. Foi em vocé que tirava forcas todos os dias para eu
continuar, no seu sorriso e no seu olhar encantador, precisava deixar vocé bem
cedinho com a Didinha, para terminar meus créditos e minha pesquisa. Foi por vocé

gue eu néo desisti, para te mostrar que com o estudo conseguimos alcancar nossos

nos vimos pessoalmente mas o amor que ja sinto por vocé é incondicional e infinito,

nao vejo a hora de te pegar em meus bracos....

A Stella (Didinha) mais irma que cunhada. Como vocé me ajudou durante esses
anos, amamentou, cuidou e amou meu filho na minha auséncia. Acordava ainda na
madrugada para ficar com ele. Fez o que muitas irmé&s de sangue néo fariam. Muito
obrigada mesmo!!!! Aos meus sogros James e Dulce que me deram todo o apoio e
atencdo que precisa para seguir em frente, aos meus cunhados André, Luana,

Eduardo, Stella e Eden sempre presentes.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Aos pacientes que participaram desse estudo. Obrigada por confiarem em nosso
trabalho, pela dedicacao, pontualidade e paciéncia. Aprendi muito com cada um de

vocés, vocés foram fundamentais para a construcao do meu saber.....

Ao meu Orientador Prof. Dr. Luiz Anténio Pugliesi Alves de Lima. Obrigada por
ter me aceitado como aluna, por ter apoiado minhas idéias e acreditado no meu
potencial. Sempre muito educado e atencioso, esclarecia todas as minhas davidas e
tornava os problemas do nosso projeto faceis de serem resolvidos. Nao hesitava em

me ensinar, Obrigada.....

A minha primeira Orientadora de vida académica Silvia Vanessa Lourenco,
obrigada por ter me mostrado a importancia do conhecimento cientifico, ter me

despertado a paixao pela pesquisa e por ter acreditado e “cuidado” tdo bem de mim

A aluna de mestrado Daniela Yumie Takahashi, agradeco pela sua dedicacéo,
responsabilidade, amizade e companheirismo durante esses anos que passamos
juntas. Tentei encontrar outra palavra para vocé, mas a Unica que me surgiu foi
ANJO, e é exatamente isso que vocé foi pra mim......um anjo que Deus colocou na

minha vida. OBRIGADA por tudo e pode ter certeza que sempre estarei pronta a te



AGRADECIMENTOS

Aos colegas da pés-graduacdo Dida, Caio, Carlos Mafra, Ecinele, Flavia,
Henrique, Isabella, Livia, Marcelo Sirolli, Mari Rabelo, Mari Rocha, Michelle,
Priscila, Rodrigo Santos, Rodrigo Nahas, Vanessa, Verbnica, Samuel e Karin,
obrigada pela amizade, parceria e companheirismo foi um privilégio té-los como

amigos.

Aos Professores da Disciplina de Periodontia FOUSP, Prof. Dr. Claudio Mendes
Pannuti, Prof. Dr. Francisco Emilio Pustiglioni, Prof. Dr. Giuseppe Alexandre
Romito, Prof. Dr. Giorgio De Micheli, Prof. Dr. Jo&do Batista Cesar Neto, Profa
Dra. Marinella Holzhausen, Prof. Dra. Luciana Saraiva de Campos, Prof. Dr.
Cesario Antbénio Duarte, Prof. Dr. Marco Anténio Paupério Georgetti e Prof.
Dra. Marina Clemente Conde, agradeco infinitamente o quanto vocés foram
importante na minha trajetoria académica, desde a graduacéo até a pés-graduacao,
sempre dispostos a me ensinar, todos vocés tem um pouquinho de “culpa” por eu ter

me apaixonado pela periodontia, OBRIGADA!!!!

A Profa Dra. Marinella Holzhausen sempre disposta a me ajudar e a esclarecer
minhas duavidas. Obrigada pelas orientacdes e sugestbes durante meu estudo.

Obrigada pela sua contribui¢cao no laboratério.

As minhas amigas de longa data Rogéria e Simone, obrigada pela ajuda e

dedicacdo desde o inicio da pesquisa, quantas coisas passamos juntas e Gracas a

As minhas amigas Elaine, Gislene e Hilana, obrigada pela amizade, pelo
companheirismo e a ajuda que vocés me deram quando eu precisei.....Até foram pro
laboratério me ajudar.....Obrigada por terem tornado meu mestrado mais leve,
divertido e agradavel....Espero que nossos almocgos continuem pra semprell!l ‘A

gente ndo faz amigos, reconhece-os” (Vinicius de Moraes)



Ao responsavel pela Clinica Odontologica Adauto que sempre abria uma excecéo

para eu usar a clinica quando um paciente aparecia inesperadamente. Obrigada

A Marcia e Marilia, equipe administrativa da Disciplina de Periodontia, muito
obrigada pela disposi¢do, paciéncia, auxilio com os prazos, relatérios e com o0s

pacientes.

Aos funcionarios da FOUSP, muitos deles participaram da pesquisa, obrigada pela
educacdo e respeito que sempre tiverem comigo e com meus pacientes, muitas
vezes acompanhavam pacientes perdidos, orientavam e esclareciam suas duvidas

com muita gentileza.

Ao Prof. Dr. Sérgio Atala Dib, responsavel pelo Centro de Diabetes da UNIFESP,
sempre muito gentil e prestativo no esclarecimento de davidas sobre os pacientes
com diabetes, obrigada por ter aberto as portas do seu ambulatério para triarmos 0s

NOSS0s pacientes.

Ao Prof. Dr. Marcelo Nicolas Muscara e a Simone Aparecida Teixeira, obrigada
por terem aceitado e acreditado em nosso estudo, por terem sido tdo prestativos e
participativos durante as andlises das amostras, por estarem sempre dispostos a

esclarecer minhas davidas sobre as reacdes e resultados. Obrigada por tudo!!!!

Aos Professores do Departamento de Biomateriais e Biologia Oral Dr. Fernando
Neves Nogueira e Dra. Alyne Sim8es Goncalves, a aluna de doutorado Flavia
Ibuki e ao técnico Douglas Nesadal, obrigada por todo o apoio e orientacdo que
vocés me deram, sempre dispostos a esclarecem minhas davidas, sempre presentes
durantes as reacdes, pela disponibilidade de tempo, nunca me deixaram sozinha no
laboratorio, obrigada pela gentileza de armazenarem minhas amostras no freezer e

cederem gelo seco para minhas coletas. Vocés foram um exemplo de parceria!!!!

Aos Professores da Banca Examinadora, agradeco por terem aceitado o convite e

por enriquecerem esse trabalho com suas sugestdes e criticas.

A FAPESP, pelo Auxilio & Pesquisa (protocolo n® 2009/16373-5).



A CAPES, pela bolsa de mestrado no Programa de Demanda Social.

Agradeco a toda minha familia (tios(as), primos(as), sobrinhos(as)) e aos meus
amigos pessoais que de alguma forma participaram de todo o processo do meu
mestrado, pela compreensdao de minha auséncia em muitas festas e reunides
familiares. Obrigada de coragcdo, pois vocés foram fundamentais nessa minha

conquista, sozinhos ndo somos nem conseguimos nada de importante em nossas



“Tomara

Que a tristeza te convenca
Que a saudade ndo compensa
E que a auséncia ndo da paz
E o verdadeiro amor de quem se ama
Tece a mesma antiga trama
Que néo se desfaz

E a coisa mais divina

Que ha no mundo

E viver cada segundo

Como nunca mais...”

Vinicius de Moraes



RESUMO

Benedete APS. Niveis salivares e de fluido gengival de Mieloperoxidase/Peroxidase
em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodontite crénica
generalizada [dissertacdo]. S&o Paulo: Universidade de Séao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2013.Verséao Corrigida.

Objetivos: Avaliar os niveis de mieloperoxidase do fluido gengival (MPO) e de
peroxidase salivar (SPO) de pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com
periodontite cronica generalizada (DMDP) antes e apds o tratamento periodontal.
Material e Métodos: Participaram do estudo 31 individuos com DMDP, 31 controle
com DM 2 (DM), 31 com periodontite cronica generalizada sem diabetes (DP) e 31
Controles(C) saudaveis periodontalmente e sistemicamente. Foram coletados dados
de parametros clinicos como profundidade clinica de sondagem (PCS), nivel clinico
de insercado (NCI), sangramento a sondagem (SS), indice de placa (IP) e amostras
de sangue para hemoglobina glicada, saliva e fluido gengival (FG) de todos os
pacientes antes e 30 dias apdés o tratamento periodontal (TP). A atividade das
enzimas foi determinada pela técnica de espectrofotometria. Os dados clinicos e
enzimaticos foram analisados por métodos estatisticos néo-paramétricos.
Resultados: No baseline, a atividade da MPO estava maior no grupo DMDP:
1893,27 comparado ao grupo DM: 1202,73 (p[10,015) e ao grupo C: 6,46 (pr10,001).
Também se mostrou mais elevada no grupo DP: 2196,10 em relacdo ao grupo C:
6,46 (p10,007). O tratamento periodontal se mostrou efetivo na reducdo de MPO
nos grupos DMDP e DP (p(10,004). A atividade da SPO estava mais elevada na
comparacao entre os grupos DMDP: 138859,10 e grupo C: 26927,453 (p(10,001) e
DMDP com o grupo DP: 59115,99(p<0,02). O tratamento periodontal se mostrou
eficiente para a reducéo dos niveis de SPO nos grupos DMDP e DP, mas apenas foi
significante para o grupo DP (p<0,005). Concluséo: A SPO apresentou niveis mais
elevados nos grupos DMDP comparado ao grupo DP e ao grupo C. A MPO
apresentou niveis mais elevados no grupo DMDP comparados aos grupos DM e C.
E o grupo DP mostrou maiores niveis de MPO em comparagdo ao grupo C. O
tratamento periodontal foi efetivo na melhora dos parametros clinicos periodontais,

no volume do FG nos grupos DMDP e DP que se refletiu na reducdo dos niveis de



SPO no grupo DP e de MPO nos grupos DMDP e DP. Ap6s o tratamento
periodontal, os niveis de MPO se mostraram maiores para o grupo DMDP

comparados aos niveis observados no grupo DP.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 2. Periodontite cronica. Mieloperoxidase.

Peroxidase. Saliva. Fluido Crevicular Gengival. HbAlc.



ABSTRACT

Benedete APS. Salivary and gingival crevicular fluid levels of Myeloperoxidase/
Peroxidase in type 2 diabetes mellitus patients with generalized chronic periodontitis.
[dissertag&o]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2013.Versao Corrigida.

Objectives: To evaluate the levels of gingival crevicular fluid (GCF)
myeloperoxidase (MPO) and salivary peroxidase (TSP) in type 2 diabetes mellitus
patients with generalized chronic periodontitis (DMDP) before and after the non-
surgical periodontal treatment (PT). Material and Methods Thirty-one individuals
were included in each group: DMDP, DM, chronic periodontitis (DP), control (C).
Plaque index (PI), bleeding on probing (BOP), probing depth (PD) and clinical
attachment level (CAL), blood, saliva and GCF of all patients were collected at
baseline and 30 days after PT. The enzyme activity was determined by
spectrophotometer. Clinical and enzymatic data were analyzed by non-parametric
statistical methods. Results: At baseline, the MPO activity was significantly higher in
the DMDP: 1893.27 compared to the DM group: 1202.73 (p10.015) and to C group:
6.46 (p10.001). Results also showed significantly higher levels in the DP group:
2196.10 compared to the C group: 6.46 (p10.007). PT reduced MPO levels in DP
and DMDP groups (p[10.004). TPS activity was significantly higher in DMDP:
138859.10 and C: 26927.453 groups (pJ0.001) when compared with DMDP and DP:
59115.99 groups (p<0.02). PT effectively reduced TPS levels of DMDP and DP
groups, but achieved statistical significance for the PD group (p <0005). Conclusion:
TPS showed higher levels for DMDP groups compared to PD and C group. MPO
showed higher levels for DMDP group compared to DM and C. PD group showed
higher levels of MPO compared to C group. Periodontal treatment resulted in
significant improvement of clinical parameters and FG volume for both groups DP
and DMDP. That was reflected in the low levels of TPS in DP group and the low
levels of MPO in DP and DMDP groups. After periodontal therapy, MPO levels were
higher for DMDP group compared to the levels observed in PD group.



Keywords: Diabetes mellitus type 2. Chronic periodontitis. Myeloperoxidase.
Peroxidase. Saliva. Gingival crevicular fluid. HbAlc
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1 INTRODUCAO

O sistema de peroxidase salivar € um dos mais importante sistemas de
defesa inata na saliva. Ele consiste da peroxidase salivar (SPO), originaria das
glandulas salivares e a mieloperoxidase (MPO) enzima encontrada nos granulos
azurofilos dos neutrofilos, originaria do fluido gengival (FG) (Tenovuo; Pruit 1984). A
SPO contribui para a manutencéo da saude oral devido a sua agéo bactericida que
protege os dentes e mucosas pela regulacdo das espécies microbianas e de seu
namero (Mandel, 1989). Ela também previne o acumulo de produtos toxicos como
peréxido de hidrogénio (H.O,) e inativa inGmeros compostos carcinogénicos e
mutagénicos (Tenovuo; Pruit 1984). A MPO em combinagdo com H;O, e cloreto

(CI"), constitui um potente sistema antimicrobiano (Klebanoff, 2005).

Niveis elevados de MPO no FG estdo associados com a severidade da
doenca periodontal (Wei et al., 2004). Tanto os niveis de SPO (Smith et al., 1984)
qguanto o de MPO na doenca periodontal (Smith et al., 1986; Cao; Smith, 1989; Wei
et al., 2004; Marcaccini et al.,, 2010; Hernandez et al., 2010) estdo aumentados,
sendo que apdés o tratamento periodontal (TP) esses niveis diminuem
significativamente (Buchmann et al., 2002; Goncalves et al., 2008; Marcaccini et al.,
2010; Hernandez et al., 2010). Dessa forma, alguns autores sugerem que a MPO no
FG possui um potencial como marcador de doenca periodontal (Smith et al., 1992;
Jentsch et al., 2004, Aras et al., 2007; Borges et al., 2007).

Com relacdo aos pacientes portadores de diabetes, a literatura sugere uma
limitacAo na capacidade fagocitica assim como na capacidade microbicida
relacionada a atividade da MPO (de Souza Ferreira et al., 2012). A alteracdo na
atividade da MPO nesses pacientes pode ser resultado da hiperglicemia, modulando
negativamente a sua atividade enzimética, essa hipotese sugere que a presenca de
altas concentragdes de glicose no plasma pode causar alteragdes na conformacgao
da enzima ou em seu sitio catalitico, possivelmente pela glicacdo de aminoéacidos,
levando a uma inativacdo enzimatica e perda da funcéo fisioloégica (lkeda et al.,
1996; Ahmed et al., 1997). Existem poucos estudos que avaliam a atividade da

MPO/SPO em pacientes portadores de diabetes mellitus tipos 2 (DM2). Dentre esses



18

poucos estudos estdo o de Dodds et al. (2000) e Wiersma et al. (2008), que
relataram maiores niveis de MPO/SPO nos portadores de DM2. E o estudo de
Goncalves et al. (2008) que mostrou que a atividade da MPO estava menor nos

individuos portadores de DM2 e DP.

Considerando a importancia desse biomarcador na resposta inflamatoria em
pacientes com periodontite cronica, a reducdo de seus niveis apds o tratamento
periodontal e a limitada informacé&o disponivel na literatura a respeito de seus niveis
em pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 e doenca periodontal
(Goncalves et al., 2008) torna-se importante avaliar os niveis de mieloperoxidase do
fluido gengival e de peroxidase salivar de pacientes portadores de diabetes mellitus

tipo 2 com periodontite crénica generalizada (DMDP).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Diabetes Mellitus € uma doenca metabdlica caracterizada pela triade classica
polidipsia, polidria e polifagia, consequéncia da quebra da homeostase no
metabolismo da glicose. O diabetes afeta cerca de 246 milhdes de pessoas em todo
o mundo, a estimativa é de que, até 2025, esse numero aumente para 380 milhdes
(ADA, 2011).

A ocorréncia média de diabetes, segundo o relatério publicado pelo centro de
controle e prevencao do diabetes nos Estados Unidos (EUA) é de 25,8 milhdes de
pessoas( 8,3% da populacao) (ADA, 2011) e no Brasil esse nimero passa de 5,2%
da populacdo geral (Ministério da Saude). Aproximadamente 90% dos casos
mundiais correspondem a pacientes portadores de diabetes do tipo 2 (Mealey,
2000).

A alteracdo do metabolismo da glicose, lipidios e proteinas no diabetes
produz alteracdes na circulacdo macro e micro-vasculares que estdo associadas a
cinco complicacdes classicas da doenca como retinopatia, neuropatia, nefropatia,
complicagbes cardiovasculares e alteracdes na cicatrizacdo de feridas (Mealey;
Oates 2006). A doenca periodontal é indicada como a sexta complicacdo do
diabetes, baseado na alta frequéncia da presenca de ambas as doencas no mesmo
paciente (Mealey, 2000; Mealey; Oates, 2006, Loe, 1993; Grossi; Genco, 1998).
Nesses pacientes a doenca periodontal se apresenta em forma mais severa e evolui
mais rapidamente do que no paciente sistemicamente saudavel (Cianciola et al.,
1982; Papapanou, 1996). E importante ressaltar, ainda, que a doenca periodontal
interfere negativamente no controle glicEmico desses pacientes (Mealey; Oates,
2006).

DM2 resulta na combinacdo do aumento da resisténcia a insulina endégena

com o defeito na secrecado dessa substancia (Soskolne, 1998).

A periodontite é uma doenca inflamatdria crénica multifatorial desencadeada
por um biofilme bacteriano composto por um complexo de periodontopatégenos que
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interagem com os tecidos e células do hospedeiro. Em individuos susceptiveis, tais
patégenos se propagam no sulco gengival/bolsa periodontal, liberam seus antigenos
e promovem alteracdo na integridade dos tecidos periodontais, levando a destruicédo
das estruturas de suporte do dente (cemento, ligamento periodontal e 0sso alveolar)
(Bosshardt; Lang, 2005).

A importancia clinica da periodontite se reflete na sua alta prevaléncia na
populacdo mundial. Baseado em um estudo recente, mais de 47% da populacdo dos
EUA sofrem de periodontite cronica, nos adultos com 65 anos ou mais, 64%
apresentam periodontite moderada ou severa (Eke et al., 2012). No sul do Brasil,
66% da populacédo jovem (15-21 anos) apresenta doenca periodontal (Susin et al.,
2011).

2.1 Diabetes como fator de risco para a doenca periodontal

Pacientes diabéticos apresentam maior prevaléncia (trés vezes maior),
progressdo e severidade para a doenca periodontal comparados a pacientes
sistemicamente saudaveis (Cianciola et al., 1982; Papapanou, 1996).

Os mecanismos nos quais o diabetes pode influenciar negativamente a salde
periodontal sdo originarios do prejuizo na defesa imune local e na reducdo da
renovacao dos tecidos periodontais. Nos individuos diabéticos, as fungbes alteradas
das células imunes resultam de um lado na reducdo da eliminacdo das bactérias
periodontopatégenas e por outro lado aumenta a secrecdo das citocinas pro-
inflamatorias (Mealey; Oates, 2006). Estas citocinas pro-inflamatorias promovem
destruicdo periodontal e, além disso, possuem um papel decisivo na patogénese da
periodontite. Aléem do mais, maiores niveis de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs) podem ser encontrados no periodonto de diabéticos comparados aos de
individuos néo diabéticos (Schmidt et al.,1996). A interacdo entre AGEs e colageno
gera macromoléculas de colageno altamente instaveis, que sao resistentes a

degradacdo enzimética fisiologica (Monnier et al., 1996). Por isso, a renovacao de
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todo o tecido periodontal é efetivamente comprometida em individuos diabéticos,
especialmente quando o controle glicémico é deficiente. Esse fendbmeno explica, em
parte, as razfes pelas quais os pacientes com diabetes sdo trés vezes mais

propensos a desenvolver periodontite do que individuos néo diabéticos.

2.2 Doenca periodontal como um fator de risco para o diabetes

A formacdo e acumulo excessivos de AGEs nos tecidos é a maior causa das
complicacBes diabéticas. A ligacdo dessas moléculas aos neutréfilos produz um
estado hiperinflamatorio que amplifica a resposta as citocinas. Esses neutrdfilos
previamente ativados também mostram uma resposta intensificada ao fazer contato
com os LPS das bactérias gram-negativas, presentes no biofilme subgengival,
desencadeando a cascata inflamatoria e aumentando a destruicdo do tecido

conjuntivo periodontal e a severidade do diabetes (Serrano-Rios; Corbaton, 2005).

A periodontite pode influenciar negativamente contribuindo para a resisténcia
a insulina e, portanto, agravando o controle glicémico. Em individuos com
periodontite, mesmo o0 simples ato de mastigar pode causar uma disseminacao
sistémica de patégenos periodontais e seus produtos metabdlicos (Geerts et al.,
2002). Esta disseminagdo pode induzir bacteremia ou endotoxemia que é
caracterizada pelo aumento dos niveis séricos de mediadores inflamatorios como a
proteina C-reativa (CPR), IL-6 e fibrinogénio. Neste contexto, os dados cientificos
tem demonstrado que a terapia periodontal pode reduzir a quantidade de
mediadores pro-inflamatérios circulantes e ainda pode contribuir para melhora do

estado glicémico (Gurav, 2012; Marcaccini et al., 2010).
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2.3 Mieloperoxidase/Peroxidase Salivar

A saliva possui um papel importante na cavidade bucal, constituindo a
primeira linha de defesa contra os agentes agressores. Os principais constituintes
dos sistemas de defesa existentes na saliva séo: lisozima, lactoferrina, antioxidantes
enzimaticos (superoxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase), antioxidantes
ndo-enzimaticos (vitamina E, coenzima Q, &cido ascorbico, flavondides), células
fagociticas, imunoglobulinas e peroxidases (peroxidase salivar e mieloperoxidase)(
Mandel, 1989; Halliwell, 2007). J& o FG consiste de uma complexa mistura de
substancias derivadas do soro sanguineo, leucdcitos, células estruturais do
periodonto e microrganismos bucais. E composto de soro e materiais localmente
gerados, como produtos da desorganizacéo dos tecidos, antioxidantes, mediadores
imunes e inflamatérios contra os patdégenos presentes no biofilme subgengival
(Genco, 1992; Armitage, 2004; Halliwell, 2007).

s

O sistema de peroxidase salivar é um dos mais importantes sistemas de
defesa inato que contribui para a manutencédo da saude oral. Ele é constituido de
peroxidase salivar (SPO) proveniente das células acinares das glandulas salivares e
de mieloperoxidase (MPO) de origem leucocitaria proveniente do fluido gengival e de
outros componentes. Este sistema contribui para a manutencdo da saude bucal por
meio de sua acdo antioxidante e antibacteriana (Tenovuo; Pruitt, 1984), a SPO
catalisa a reacao de H,O, com o ion tiocianato (SCN ), derivado da secrecao
salivar, gerando o ion hipotiocianito (OSCN ) com efeito citotoxico aos
microorganismos (Thomas et al., 1980). A MPO catalisa a conversao H,O;, e CI" em
acido hipocloroso (HOCI), um potente oxidante produzido pelos neutréfilos, com forte

atividade antimicrobiana (Klebanoff, 2005).

Nos sitios com doenca periodontal ocorre 0 aumento do volume de FG
(Payne et al., 1975). A saliva e o FG tém muitas substancias associadas a defesa do
hospedeiro. Os niveis aumentados de FG estdo relacionados com a doencga
periodontal e podem permitir monitorar 0s pacientes com possibilidade de

progressao da periodontite (Armitage, 2004; Lamnster; Ahlo 2007).
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A literatura sugere que a MPO presente no FG pode ter um grande potencial
como marcador de doenca periodontal (Aras et al., 2007; Smith et al., 1992).
Estudos como os de Smith et al. (1986); Cao; Smith (1989), Yamalik et al. (2000),
Wei et al. (2004); Marcaccini et al. (2010) e Hernandez et al. (2010) demonstraram
que ha um aumento no nivel de MPO no fluido gengival na presenca de doenga
periodontal em pacientes sistemicamente sadios. O tratamento periodontal
convencional (Smith et al 1986; Wolff et al., 1988; Hernandez et al., 2010; Marcaccini

et al., 2010) pode produzir uma diminuicéo significante da atividade da MPO no FG.

Existem poucos estudos que avaliam a atividade da MPO/SPO em pacientes
portadores de DM2. Dentre esses poucos estudos estdo o de Dodds et al. (2000) e
Wiersma et al. (2008), que relataram maior atividade da MPO/SPO nos portadores
de DM2 em saliva e plasma respectivamente. Entretanto, o estudo de Gongalves et
al. (2008) mostrou que a atividade da MPO estava menor nos individuos portadores
de DM2 e doenca periodontal e ndo mostrou diferencas significativas nos niveis de

SPO naqueles pacientes.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem o propdsito de:

¢ Avaliar os niveis de mieloperoxidase do fluido gengival e de peroxidase
na saliva de pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com
periodontite cronica generalizada (DMDP) e compara-los aos de
pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodonto saudavel
(DM), aos de pacientes saudaveis sistemicamente com periodontite

cronica generalizada (DP) e a pacientes sem periodontite (C).

e Avaliar o efeito do tratamento periodontal ndo-cirargico nos niveis de
mieloperoxidase do fluido gengival e de peroxidase na saliva nos

pacientes com periodontite cronica generalizada (DMDP e DP).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selegao da Amostra

Os pacientes, num total de 961, foram triados no periodo de fevereiro de 2011
a outubro de 2012. Desses, 720 eram portadores de DM2 e passaram por avaliagéo
no Centro de Diabetes da UNIFESP. O restante, 241 pacientes sistemicamente

saudaveis foram avaliados na Clinica de Pds-Graduacéo de Periodontia da FOUSP.

Dos 241 pacientes triados saudaveis sistemicamente com e sem doenca
periodontal 138 eram homens e 103 eram mulheres. Desses 179 foram excluidos

por ndo se enquadrarem ao perfil da pesquisa (critérios de inclusdo e pareamento).

Durante a etapa do exame de hemoglobina glicada (HblAc), 70 foram
excluidos por apresentarem niveis de HbAlc superiores a 8,5%, pois deveriam estar
entre 6,5-8,5% HbAlc. Os niveis de HbAlc dos pacientes selecionados variou 6,5-
8,5% HbAlc.

Dos 720 pacientes com diabetes, restaram apenas 62 para o inicio do
tratamento. Esses numeros mostram a dificuldade na sele¢céo desse grupo, apenas
8,61% dos pacientes triados conseguiram finalizar o estudo.

De todos os 961 pacientes triados, foram selecionados 124 pacientes, sendo
31 individuos com diabetes tipo 2 e com periodontite cronica generalizada (DMDP),
31 individuos com diabetes tipo 2 saudaveis periodontalmente (DM), 31 individuos
sistemicamente saudaveis com doenca periodontal cronica generalizada (DP) e 31

individuos sistemicamente saudaveis e sem periodontite (C) (tabela 5.1).

Nos individuos sistemicamente saudaveis foram realizados a anamnese,
exame clinico periodontal, teste rapido para a verificacdo da glicemia na qual deveria
estar <100mg/dl (ADA), coletas de amostras da saliva total e do fluido gengival. E
nos individuos com diabetes tipo 2 além desses exames foi realizado também a

coleta de sangue periférico para a mensuracao da hemoglobina glicada.
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Os pacientes com DM2 foram triados no Centro de Diabetes da Universidade
Federal de S&o Paulo, com a supervisdo do Prof. Dr. Sérgio Atala Dib. Nesse centro

0s pacientes sao atendidos trimestralmente para o acompanhamento da diabetes.

Todos os individuos da pesquisa foram avaliados, examinados e suas
amostras coletadas na Clinica de Pds-Graduacgdo da Disciplina de Periodontia da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Séo Paulo.

4.2 Critérios de Inclusao

Todos os pacientes deveriam apresentar idade entre 35 e 70 anos e no
minimo 15 dentes naturais (excluindo os 3° molares). Foram incluidos individuos
diagnosticados com periodontite crénica generalizada, de acordo com 0s critérios
clinicos e radiogréaficos propostos pela Academia Americana de Periodontia (AAP
1999). Eles deveriam apresentar pelo menos 30% dos sitios com Profundidade
Clinica de Sondagem (PCS) > 5mm e no maximo 60% dos sitios com PCS < 7mm,
Nivel Clinico de Insercdo (NCI) >4mm, placa visivel e Sangramento a Sondagem

(SS). Individuos com bolsas periodontais >7mm foram excluidos do estudo.

Os pacientes portadores de diabetes tipo 2, deveriam ter no minimo 5 anos do
diagnéstico da DM2 e que apresentassem percentuais sanguineos de hemoglobina
glicada entre 6,5-8,5% no inicio do estudo. Foi reportado o uso e o tempo de uso de
medicamentos para o controle do diabetes (agentes hipoglicemiantes, o uso de
insulina ou a combinagdo de agentes hipoglicemiantes + insulina). Caso esses
pacientes apresentassem multiplas complicagbes decorrentes do diabetes
(retinopatias, cardiopatias, nefropatias ou neuropatias) seriam excluidos da

pesquisa.

A avaliacdo desses pacientes foi realizada por meio de uma ficha
clinica/anamnese. Todos o0s pacientes aceitaram participar do estudo mediante a
assinatura de um termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A),

previamente aprovado pelos Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
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Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (CEP/FOUSP: 152/2009 ,
Anexo B) e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Sao Paulo (CEP/UNIFESP: 0643/11, Anexo C).

4.3 Critérios de Excluséao

Foram excluidos os pacientes que apresentaram alguma condi¢cdo sistémica
(exceto diabetes) que pudesse afetar a progressdo da doenca periodontal (Ex:
desordens imunoldgicas) ou que tenham feito uso de medicamentos tais como
agentes anticoagulantes, antibioticos, anti-neoplasicos, contraceptivos ou
antidepressivos nos Ultimos 6 meses e também pacientes que tenham feito uso de
antiinflamatorios nos dltimos 3 meses antes do inicio do estudo. Os individuos com
histéria de reacfes anafilaticas, que utilizam aparelhos ortodénticos, fumantes e/ou
gestantes também foram excluidos deste estudo. Além disso, nenhum paciente
poderia ter recebido tratamento periodontal nos dltimos seis meses antes do inicio

deste estudo.

Pacientes que apresentaram niveis maiores que 8,5% HbAlc de hemoglobina
glicada foram excluidos do estudo, para melhor homogeneizar 0s grupos.

4.4 Critérios de Pareamento dos Grupos

Os grupos do estudo foram pareados de acordo com sexo, nhiumero de dentes
presentes (+ 3 dentes) e tempo de duragcédo de diabetes. Para os grupos DMDP e
DP, o pareamento foi realizado de acordo o numero de bolsas presentes < 7mm (+

3 bolsas).
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4.5 Exame Clinico Periodontal

O exame clinico periodontal foi realizado por um Unico examinador
previamente treinado e calibrado (k=0,92). Todos os dentes, exceto os terceiros
molares, foram avaliados em seis sitios (mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
meésio-lingual, lingual, disto-lingual), para os seguintes parametros na seguinte

ordem:

indice de placa (IP) (O’Leary et al., 1972) — indica a presenca de placa
bacteriana nas faces: mesial, distal, vestibular e lingual. O indice é calculado pela
divisdo do numero de superficies coradas multiplicada x 100 pelo nimero total de
faces.

Distancia da Linha esmalte-cemento a margem gengival (LEC-MG) — A
retracdo gengival serd mensurada em todos os sitios do dente (mesio-vestibular,

vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual).

Profundidade clinica de sondagem (PCS) — sondagem com sonda PCPUNC
15 (Hu Friedy, EUA) em seis sitios por dente (mesio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual). Corresponde, em milimetros, a
distancia entre margem gengival e a porcdo mais apical sondavel do sulco/bolsa

periodontal.

Nivel clinico de insercdo (NCI) — distancia, em milimetros, entre a jungao

esmalte-cemento e a por¢do mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.

Sangramento a sondagem (SS) — (Lenox et al., 1973): presenca (positivo) ou
auséncia (negativo) de sangramento ap0s 20 segundos da sondagem com sonda
periodontal milimetrada em cada sitio provavel (mesio-vestibular, vestibular, disto-
vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual). A porcentagem de sangramento
sera calculada por paciente pela divisdo do numero total dos sitios com
sangramento pelo numero total de sitios nesse paciente (nimero de dentes

presentes multiplicado por 6).
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As avaliagbes foram realizadas no inicio do estudo e 30 dias apos o
tratamento periodontal. Para estes exames foram utilizadas sondas periodontais
milimetradas tipo PCPUNC-BR 15 (HuFriedy EUA).

Todos os pacientes realizaram exame radiografico intrabucal por tomadas
periapicais. Essas radiografias foram utilizadas para o diagnostico, planejamento e

tratamento periodontal dos pacientes.

4.6 Coleta de Saliva Total

Primeiramente, os pacientes fizeram um bochecho com agua durante 1
minuto, depois realizaram a coleta de saliva total durante 5 minutos, depositando a
saliva em um coletor universal estéril. O fluxo salivar foi calculado dividindo o volume
coletado pelo tempo. O método para a coleta da saliva total utilizado foi néo-
estimulado (cuspidela). As amostras foram armazenadas em gelo picado e
posteriormente guardadas em biofreezer -80° C.
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4.7 Coleta do Fluido Gengival (FG)

As coletas foram realizadas por um unico profissional. Nos individuos com
periodontite foram coletados FG de cinco sitios doentes (PCS >5mm e NCI >4mm) e
para os grupos controles foram coletadas amostras de 5 sitios sadios (PCS< 3mm).
Os sitios ndo poderiam ser adjacentes e nem ser dois sitios diferentes do mesmo
dente. Os sitios selecionados foram isolados com roletes de algoddo e suavemente
secos com jato de ar por cinco segundos. A amostra do fluido gengival foi coletada
com 3 tiras de papel absorvente (PerioPaper, ProFlow Inc., Amityville, NY, EUA),
colocadas individualmente em cada sitio por 30 segundos cada tira (Rudin et al.,
1970). O volume das amostras do FG foi mensurado com o Periotron 8000
(Oraflow,Inc., NY, EUA). Essas amostras foram armazenadas em microtubos
plasticos estéreis. Para analise, foi feito um “pool” das amostras para sitios doentes
e outro para sitios sadios de cada paciente. As coletas foram realizadas por um
anico pesquisador e armazenadas em gelo seco e posteriormente armazenadas em
biofreezer -80°C. As amostras visivelmente contaminadas com sangue foram

descartadas.

4.8 Coleta de Sangue Periférico (%HbALc)

As coletas de sangue periférico foram realizadas por uma Unica enfermeira do
Servigo de Coletas Domiciliar do Laboratorio Lavoisier e levadas ao laboratorio para

0 seu devido processamento e andlise.

As coletas foram realizadas no baseline, apés 1 e 3 meses do tratamento

periodontal.

As coletas de sangue periférico, saliva total e fluido gengival foram realizadas
no mesmo dia em cada paciente, no periodo das 8h00 as 10h00 e eles deveriam

estar em jejum de 02 horas.
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4.9 Tratamento Periodontal

Os pacientes dos grupos controles (DM e C) receberam profilaxia oral e
orientacdes de higiene oral.

Os pacientes portadores de periodontite cronica generalizada (DMDP e DP)
receberam Tratamento Periodontal N&o Cirurgico, o qual se constituiu de sessoes:

1. Instrucdo de Higiene Oral para Controle de Placa Bacteriana e
Remocdo de Célculo Supragengival com o uso de curetas manuais
(HuFriedy, EUA) e Ultrassom.

2. Eliminacgéo de fatores retentores de placa

3. Raspagem, Alisamento e polimento corono-radicular com

instrumentacado manual e uso de ultrassom por sextante.
4. Integracéo Clinica

5. Revisédo dos Procedimentos Basicos.

A quantidade de sessdes necessarias foram definidas de acordo com as

caracteristicas e condi¢des apresentadas por cada paciente.

Apoés a fase dos Procedimentos Basicos, iniciou-se a fase de controle por um
periodo de 4 semanas. Dentro deste periodo, os pacientes receberam controle de
placa bacteriana profissional semanal (orientacdo de higiene bucal, raspagem e
profilaxia supra gengival) até 0 momento da Reavaliacao.

Na Reavaliacdo, os pacientes foram reexaminados clinicamente e foram

realizadas as coletas finais de saliva, FG e sangue periférico (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Cronograma dos procedimentos realizados:

30 7 dias
~
I 1 1 1 1 1 rd
N Exame Clinico Coleta Inicial Tratamento Reavaligao Coleta Final
Selegdo NCI PCS FG Periodontal e OH  Exame Clinico  FG
Pacientes g5 |p Saliva NCI PCS Saliva
Sangue SS IP Sangue

Legenda
NCI — nivel clinico de insercédo; SS — sangramento a sondagem; IP- indice de placa
PCS - profundidade clinica de sondagem; FG- fluido gengival; OH- orientac&o higiene oral

4.10 Preparacdo das Amostras para a Andlise Laboratorial

FG - Periopaper

A diluicdo das amostras foi realizada através de “pool” dos sitios coletados.
Todos os periopapers coletados de sitios doentes foram transferidos para
microtubos plasticos estéreis codificados de acordo com o cédigo de cada paciente
e foram entdo denominados de “pool sitios doentes”. Os periopapers coletados de
sitios sadios foram denominados de “pool sitios sadios” e os periopapers coletados
dos sitios doentes ap6s o tratamento periodontal foram denominados “pool sitios
tratados”. Em cada “pool” foi adicionado 400ul de PBS-DEPC e colocados no vértex
3x por 30 segundos cada repeticdo. Foram retirados com a pipeta 100ul do
sobrenadante para a realizagdo das analises laboratoriais. Para a anélise enzimatica

foi utilizada 50ul de amostra FG ja diluida.

Saliva

As amostras de salivas foram centrifugadas a 5000 rpm por cinco minutos a
4° C. Todo o sobrenadante foi removido e transferido para microtubos plasticos
estéreis codificados de acordo com o codigo de cada paciente. Para a analise

enzimatica foi utilizado 30ul de amostra de saliva



33

4.11 Anélise Enzimética SPO e MPO

A medida de atividade de Mieloperoxidase (MPO) baseia-se na velocidade de
oxidacdo do substrato o-dianisidina na presenca de H,O, e evidenciada pela
mudanca de absorbancia medida a 460 nm (Bradley et al., 1982). As amostras de
saliva e FG foram diluidas com solucéo de fosfato de potassio pH 6,0 contendo 0,5%
brometo de hexadeciltrimetilamonia (HTAB, Sigma Chem. Co, EUA). As misturas
foram aquecidas durante duas horas a 60°C para fins de inativacdo da catalase
enddgena (Ohta et al., 2003) e centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos 4°C. A 10
uL das solucdes foram acrescentados 200 uL de solucéo de fosfato de potassio (50
mM, pH 6) contendo 16,7 mg/mL de o-dianisidina (Sigma Chem. Co., EUA) e
0,0005% de H,0, em microplaca ELISA ( Molecular Devices, EUA).

A monitorizacdo da velocidade de formacdo do produto de oxidacdo da o-
dianisidina foi realizada registrando o aumento da absorbancia da mistura a 460 nm
(leituras coletadas em intervalos de 10 segundos durante 5 minutos). A atividade de
MPO foi calculada a partir da velocidade maxima da reac¢do e o resultado foi
expresso em UMPO/ul de fluido e a atividade da peroxidase salivar por UPO/mg
proteina. Uma unidade de MPO é definida como a quantidade em pumol de H,0,

degradada por minuto.

Quantificacéo das proteinas totais da saliva

Para analisar a concentracdo das proteinas totais na saliva foi utilizado o
método de Peterson, baseado nas reacdes do reagente biureto. O cobre em meio
alcalino reage com a proteina gerando um complexo, este complexo formado pelo
cobre e pela propria proteina apresenta aminoacidos fendlicos que reduzem o

reativo de Folin resultando em coloragéao azulada.
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Calculam-se as taxas correspondentes em uma curva de referéncia

estabelecida com a solugéo padréo de albumina (10pl/mL a 100pug/mL).

As amostras foram diluidas (1:100) em agua destilada, e a seguir adicionou-
se o composto formado por: Sulfato cuprico pentahidratado (0,2g/L) tartarato de
sédio e potassio (0,4 g/L), carbonato de sddio (20g/L), SDS 10% (5g/50ml) e
hidroxido de sodio 0,8N (3,29/100ml), as amostras foram agitadas e incubadas
durante 10 minutos. Adicionou-se, em seguida, o reagente Folin Ciocalteau 2N,
realizando-se nova agitacdo e incubacao por 40 minutos a temperatura ambiente.
Procedeu-se, entéo, a leitura das absorbancias a 700nm contra a agua destilada em
leitor de placas ELISA (Molecular Devices, EUA). A concentracdo de proteinas foi

expressa em pg/mL.

4.12 Anéalise Estatistica

Para a analise dos dados foi utilizado o programa SPSS para Windows versao
15.0. Foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov e a distribuicdo dos
dados ndo foi normal. Os dados clinicos e enzimaticos foram analisados por

meétodos estatisticos ndo-paramétricos.

Na comparacdo das medianas dos resultados dos parametros clinicos e das
analises laboratoriais entre os 4 grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Caso
houvesse diferenga estatisticamente significativa, as comparacdes mdultiplas foram
feitas pelo teste de Tukey. Na comparacdo entre duas medianas (intergrupos) foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Na comparacdo dentro do grupo (intragrupos)
antes e apoOs o tratamento periodontal foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para

significancia estatistica utilizamos p10,05.
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5 RESULTADOS

Todos os pacientes selecionados inicialmente (n=124) terminaram o estudo.

N&o houve nenhuma intercorréncia durante as etapas do estudo.

Os grupos DMDP e DM eram compostos de 31 pacientes cada, sendo 15
homens e 16 mulheres com idade média de 54 anos (DMDP: 38 a 70 anos e DP: 36
a 70 anos). A média de idade dos grupos DP e C foi de 47 anos (DP: 35a 64 e C: 35
a 61) e também eram compostos por 31 pacientes cada, sendo 15 homens e 16

mulheres (tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Dados demogréficos dos grupos

GRUPO N Sexo Idade
(frequéncia) Anos
(média)
DMDP 31 H-15 54
(48,4%)
M-16
(51,6%)
DM 31 H-15 54
(48,4%)
M-16
(51,6%)
DP 31 H-15 47
(48,4%)
M-16
(51,6%)
C 31 H-15 47
(48,4%)
M-16
(51,6%)

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis; DM: Grupo de pacientes com DM2 e
saudaveis periodontalmente; C: Grupo de pacientes saudaveis periodontalmente e sistemicamente. Teste estatistico chi-square.
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5.1 Resultados Clinicos

No baseline, os grupos com doenca periodontal (DMDP e DP) apresentaram
valores significativamente mais elevados para PCS, NCI, SS e IP (p10,001)
comparados aos grupos controles DM e C. O grupo DM apresentou maiores valores
para PCS (p=0,027) e para NCI (p=0,004) comparados ao grupo C. Para o exame
de HbAlc o grupo DMDP mostrou valores superiores em relacdo ao grupo DM
(p0,05) tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Medianas e quartis (25-75%) dos parametros clinicos dos grupos no BASELINE

DM DP (1) DP (2) DM (3) Controle (4) Valor de P
(n=31) (n=31) (n=31) (n=31)

PCS 3,14 3,03 1,98 1,75 1#3 p10,001
(mm) (2,88-3,47) (2,75-3,44) (1,86-2,25) (1,61-2,01) 1#4

2#3

2#4

3#4 p=0,027*
NCI 4,11 3,81 2,33 1,87 1#4 p(10,001*
(mm) (3,44-4,68) (3,58-4,48) (2,00-2,83) (1,68-2,13) 1#3

2#3

2#4

3#4 p=0,004*
SS 43,52 72,93 9,67 6,86 1#2 p(10,001*
% (24,50-59,67) (52,66-83,95) (4,16-14,70) (2,97-11,72) 1#3

1#£4

2#3

2#4
IP 70 89,92 14 17,50 1#2 p10,001*
% (62-88) (79,16-96,93) (11,00-20,00) (8,00-31,25) 1#3

1#4

2#3

2#4
HbAlc 7,90 7,10 1#3 p00,05**
% (7,10-8,40) (6,30-8,10)

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis; DM: Grupo de pacientes com DM2 e saudaveis
periodontalmente; C: Grupo de pacientes saudaveis periodontalmente e sistemicamente. PCS: Profundidade clinica de sondagem, NCI: Nivel clinico de
insercdo, SS%: porcentagem de sitios com sangramento a sondagem, IP%: porcentagem de indice de placa, HbAlc%: Exame de hemoglobina glicada;

Diferenga estatisticamente significante quando p<0,05. * Teste Tukey para PCI, NCI, SS e IP. **Teste utilizado Mann-Whitney para HbAlc.
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Os grupos com periodontite crénica (DMDP e DP), no baseline, mostraram
valores significativamente mais elevados de volume de FG (p(10,001) comparados
aos grupos saudaveis periodontalmente (DM e C). Em relacdo ao volume de saliva

total, ndo houve diferencas entre os quatro grupos estudados (tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Medianas e quartis (25-75%) para volume de FG e de Saliva no BASELINE

DM DP (1) DP (2) DM (3) Controle (4) Valor de P
(n=31) (n=31) (n=31) (n=31)
VOL FG 6,47 (5,54-9,03) 7,42 (4,75-9,88) 3,11 (2,20-4,20) 4,02 (3,07-4,87) 1#3 p[10,001
(ul) 1#4
2#3
2#4
VOL SALIVA 3 (2,50-4,00) 3 (2,00-5,00) 4 (2,75-4,00) 3(2,62-3,37) pi0,05

(ml)

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis; DM: Grupo de pacientes com DM2 e
saudaveis periodontalmente; C: Grupo de pacientes saudaveis periodontalmente e sistemicamente. VOL FG: Volume final de fluido gengival,
VOL SALIVA: Volume final de saliva total. Teste estatistico de Tukey.

Em ambos os grupos portadores de periodontite crénica generalizada (DMDP
e DP), o tratamento periodontal promoveu significativas redu¢cdes nos parametros
clinicos avaliados. No grupo DMDP houve reducdes para PCS, NCI, SS e IP
(p10,001). No grupo DP, o tratamento periodontal promoveu redugdes para PCS e
SS (p210,001), NCI (p10,004) e IP (p10,003). Na comparacao intergrupos (DMDP e
DP), o parametro clinico de SS se mostrou mais elevado no grupo DP (p(10,001) e 0
IP se mostrou maior no grupo DMDP (p10,015). O tratamento periodontal nao
resultou em diminuicdo significativa nos valores de HbAlc apdés 1 e 3 meses

comparados aos valores do baseline (tabela 5.4).
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Tabela 5.4 - Comparacdo das medianas e quartis (25-75%) dos parametros clinicos dos grupos
DMDP e DP ANTES e APQOS tratamento periodontal

DMDP DP p**
(n=31) (n=31)
Antes 3,14(2,88-3,47) 3,03(2,75-3,44) p>0,7
PCS
(mm) .
Apos 2,34(2,20-2,63) 2,33(2,07-2,83)
p>0,8
p* p0,001 p0,001
Antes 4,11(3,44-4,68) 3,81(3,58-4,48) p>0,3
NCI
(mm) Apos 3,29 (2,98-3,98) 3,54(2,75-4,16) p>0,2
p* pL10,001 p[10,004
Antes 43,53(24,50-59,67) 72,93(52,66-83,95) p10,001
SS
% .
Apos 7,14 (3,93-18,00) 17,40(12,39-26,86)
p0,001
p* p10,001 p0,001
Antes 70,00(62,00-88,00) 89,92(79,16-96,93) p[10,001
IP
% Apos 18 (11,50-26,00) 14,78(10,62-23,76) p10,015
p* p10,001 p0,003
Antes 7,90(7,10-8,40)
HbAlc
% Apos 1 7,50 (6,80-8,60)
més
p* p=0,4
Apos 3 7,70 (6,90-8,27)
meses
p* p=0,4

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis. PCS: Profundidade clinica
de  sondagem, NCI: Nivel clinico de inser¢do, SS%: porcentagem de sitios com sangramento a sondagem, IP%: porcentagem de indice
de placa, HbA1c%: Exame de hemoglobina glicada. *Teste Wilcoxon para HbAlc. **Teste de Mann-Whitney.

ApoOs a terapia periodontal, os valores de volume do FG nos pacientes dos
grupos (DMDP e DP) diminuiram significativamente (p10,001). Os valores de saliva

total se mantiveram inalterados (tabela 5.5).
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Tabela 5.5 - Compara¢do das medianas e quartis (25-75%) para volume de FG e de Saliva para os
grupos DMDP e DP ANTES e APOS tratamento periodontal

DMDP DP p**
(n=31) (n=31)
Antes 6,47(5,54-9,03) 7,42(4,75-9,88) p>0,9
VOL FG
(ul) Apos 4,34(3,11-6,34) 4,56(2,96-5,55) p>0,9
p* p0,001 p0,001
Antes 3,00(2,50-4,00) 3,00(2,00-5,00) p>0,3
VOL
SALIVA Apos 3,00(2,00-4,00) 3,00(2,50-4,00) p>0,3
(ml)
p* p>0,5 p=0,4

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis. VOL FG: Volume de fluido
gengival, VOL SALIVA: Volume de saliva total. *Teste estatistico Wilcoxon. **Teste de Mann-Whitney

5.2 Resultados Enziméticos

No baseline, os niveis de SPO no grupo DMDP estava mais elevado
significativamente em compara¢do aos dos pacientes sistemicamente saudaveis,
DMDP= 138859,10 comparado a C= 26927,45 (p=0,001) e DMDP= 138859,10
comparado a DP= 59115,99 (p=0,024) (tabela 5.6). O tratamento periodontal foi
efetivo significativamente na reducdo dos niveis de SPO apenas no grupo DP
(p[70,005), o grupo DMDP também apresentou reducdes dos niveis dessa enzima,
porem nao significativas (p>0,5). Na comparacdo intergrupos apds a terapia
periodontal, ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos com periodontite
cronica (p>0,7) (tabela 5.7).

Os niveis de MPO, no baseline, estavam mais elevados nos grupos com
periodontite cronica (DMDP e DP). O grupo DMDP apresentou niveis de MPO
superiores comparados aos grupos C (p10,001) e ao grupo DM (p=0,015). Os niveis
dessa enzima estavam mais elevados no grupo DP comparado ao grupo C
(p=0,007) (tabela 5.6).
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Tabela 5.6 - Medianas e quartis (25-75%) dos parametros enzimaticos de SPO e MPO dos grupos no

BASELINE

DMDP (1) DP (2) DM (3) Controle (4) Valor de P

(n=31) (n=31) (n=31) (n=31)
SPO 138859,10 59115,99 92496,78 26927,45 1#4 p=0,001
(UPO/mg prot) (67326,56-248318,30) (21365,59-147202)  (30580,18-145615,84) (12357,03-106458,13) 1#2 p=0,024
MPO 1893,27 2196,10 1202,73 6,46 1#4 p10,001
(UMPO/ul (1256,52-4685,55) (1126,31-3725,74) (704,48-1957,81) (2,01-751,11) 1#3 p=0,015
fluido) 2#4 p=0,007

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis; DM: Grupo de pacientes com DM2 e
saudaveis periodontalmente; C: Grupo de pacientes saudaveis periodontalmente e sistemicamente. SPO: peroxidase salivar. MPO:
Mieloperoxidade. Teste estatistico Tukey.

O tratamento periodontal foi significativamente eficaz na reducdo nos niveis
de MPO em ambos os grupos com DP. No grupo DMDP a reducéao foi de 1893,27
para 1278,87 (p10,004). No grupo DP a reducédo foi de 2196,10 para 1170,33
(p[10,02). Na comparagdo intergrupos, também foi encontrada diferencas
significativas entre DMDP e DP (p(10,02) (tabela 5.7).

Tabela 5.7 - Medianas e quartis (25-75%) dos parametros enziméticos de SPO e MPO dos grupos
Antes e Apés Tratamento Periodontal

DMDP DP p**
(n=31) (n=31)
Antes 138859,09 59115,98
SPO (67326,55-248318,26) (21365,59-147201,96) p=0,024
(UPO/mg prot)
Apéds 102647,02 57368,89
(77460,16-141444,40) (20229,16-130197,88) p>0,7
p* p>0,5 p10,005
Antes 1893,27 2196,10 p>0,8
MPO (1256,52-4685,55) (1126,31-3725,74)
(l:mi";?)’)l" ApoOs 1278,87 1170,33 p10,02
(473,42-2765,91) (345,91-3070,01)
p* p0,004 p0,02

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com DP e sistemicamente saudaveis. SPO: peroxidase salivar. MPO:
Mieloperoxidade, *Teste estatistico Wilcoxon. ** Teste estatistico Mann-Whitney.

A diferenca observada entre os parametros enziméticos antes e apoés
tratamento periodontal ndo se mostrou significativa na comparacéo intergrupos
(tabela 5.8).
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Tabela 5.8 - Diferencas das reducdes de SPO e MPO Antes e Apés Tratamento Periodontal

DMDP DP P
(n=31) (n=31)
SPO Mediana -14102,68 -14356,46 p>0,2
(Ugg/tr)ﬂg 25%“?22% (-154469,84/31360,38) (-75233,32/657313,37)
Diferenca % -10,60 -56,91 p>0,7
zsa)uzrgz% (-58,12/81,82) (-72,92/496,90)
MPO Mediana -831,95 -869,38 p>0,7
“#.“35‘;’)“' 25?;2@?,% (-1320,87/92,24) (-1583,79/-89,03)
Diferenca % -0,40 -1,60 p>0,2
Quartis (-1,48/0,01) (-7,99/-0,30)

25% e 75%

DMDP: Grupo de pacientes com DM2 e DP; DP: Grupo de pacientes com
Mieloperoxidade. *Teste estatistico Mann-Whitney.

DP e sistemicamente saudaveis. SPO

. peroxidase salivar. MPO:
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6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os niveis de MPO no FG e de SPO em pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodontite crénica generalizada e
comparou-os aos de pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 com periodonto
saudavel, aos de pacientes saudaveis sistemicamente com periodontite crénica
generalizada e a pacientes com periodonto saudavel. E também se propés a avaliar
o efeito do tratamento periodontal ndo-cirdrgico nos niveis de MPO do fluido
gengival e de SPO nos pacientes com periodontite crénica generalizada (DMDP e
DP).

Os niveis de SPO nos pacientes diabéticos com periodontite crénica (DMDP)
se mostraram mais elevados quando comparados aos pacientes sistemicamente
saudaveis (DP e C). O fato de alguns pacientes portadores de DM2 apresentarem
uma leve infeccdo nas glandulas parétidas e também pela tendéncia desses
pacientes estarem mais dispostos a apresentarem infec¢bes orais comparados a
pacientes sistemicamente saudaveis podem justificar essa elevacdo dos niveis de
SPO nesses pacientes, como observado por Dodds et al. (2000) que mostraram
niveis de SPO estavam mais elevados em pacientes diabéticos tipo 2 e saudaveis
periodontalmente com pobre controle metabdlico.

Por outro lado, nossos resultados discordam daqueles observados por
Gongalves et al. (2008), na comparacdo entre os individuos diabéticos tipo 2 e
individuos saudaveis sistemicamente ambos com DP (DMDP e DP), que néo
encontraram diferencas nos niveis de SPO no baseline e apdés 3 meses de

tratamento.

Observadas as limitagdes de se comparar os resultados de trabalhos em
diabéticos tipo 2 com aqueles realizados em pacientes com diabetes tipo 1, mas
cientes da pouca disponibilidade de trabalhos para comparacdo de resultados

acrescentamos as comparagées que seguem.
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Outros estudos também avaliaram os niveis de SPO em pacientes portadores
de DM1. Guven et al. (1996) avaliaram a saliva de pacientes com DM1 comparados
a individuos sistemicamente saudaveis e mostraram que os niveis de SPO nos DM1
estavam mais elevados. Entretanto, Tenovuo et al. (1986) ndo mostraram diferencas

nos niveis de SPO nesses grupos de pacientes.

O tratamento periodontal foi efetivo e reduziu significativamente os niveis de
SPO apenas no grupo DP (p[10,005), enquanto o grupo DMDP nao apresentou
reducdes significativas (p>0,5). A reducdo dos niveis de SPO observada no grupo
DP justifica-se pela reducéo da inflamacao apos tratamento periodontal e estdo de
acordo com os trabalhos realizados por Smith et al. (1984), o qual mostraram, em
modelo de gengivite experimental, que os niveis de SPO diminuiram apds a
retomada da higiene oral e pelo estudo de Goncalves et al. (2008) que também
mostraram reducdes significativas dos niveis de SPO nos pacientes com DP
tratados periodontalmente. Ja para o grupo DMDP a reducédo nao significativa pode
se justificar por caracteristicas inerentes aos pacientes diabéticos como por exemplo
inflamacédo crbénica das glandulas salivares, predisposicdo a infeccdes orais
oportunistas (Candida albicans) e defeitos nas fun¢cBes neutrofilicas (fagocitose)
(Ueta et al., 1993).

O fato de encontramos niveis elevados de SPO no grupo DMDP mesmo apos
o tratamento periodontal quando comparados aos pacientes sistemicamente
saudaveis, sugere que sua atividade pode estar comprometida devido a
hiperglicemia, a glicose pode estar modulando negativamente a atividade dessa
enzima, como sugerido para a MPO, essa hipdtese sugere que a presenca de altas
concentracbes de glicose no plasma possa causar alteracdes na conformacao
molecular e/ou no sitio catalitico da enzima possivelmente decorrente da acdo das
AGE (Ahmed et al., 1997; Ashman et al., 2004).

Em relagdo aos niveis de MPO no FG, nosso estudo mostrou que nos
pacientes com periodontite crénica (DMDP e DP) esses niveis se encontravam mais
elevados, no baseline. Embora feitos em pacientes sistemicamente saudaveis,
alguns estudos demonstraram que os niveis de MPO estavam mais elevados em
sitios com periodontite (Wolff et al., 1988, 1997; Cao & Smith, 1989; Smith et al.,
1992; Yamalik et al., 2000; Wei et al., 2004; Borges et al., 2007; Marcaccini et al.,
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2010; Hernandez et al., 2010). Os altos niveis de MPO encontrados nos grupos
DMDP e DP chamam a atencdo para o alerta feito por Wei et al. (2004) de que
niveis elevados de MPO podem contribuir para a eficacia bactericida, mas por outro
lado, podem aumentar a formacédo de acido hipocloroso podendo ser destrutivo aos

tecidos periodontais, pela inibicdo de algumas anti-proteases (Yamalik et al., 2000).

Wiersma et al. (2008) encontraram niveis de MPO mais altos nos pacientes
com DM2, entretanto a analise foi realizada em plasma e ndo em FG. Ainda ndo ha
estudos na literatura que explicam claramente a relacdo entre MPO e diabetes
mellitus, Okouchi et al. (2003) demonstrou que a aderéncia dos neutrdfilos,
avaliadas pela atividade de MPO in vitro, foi aumentada pelo tratamento com
insulina e dessa forma os autores especulam que altos niveis de MPO no diabetes

podem estar relacionados com a hiperinsulinemia.

Diferente dos nossos resultados Goncalves et al. (2008) mostraram niveis
menores de MPO nos individuos com DM2 e portadores de DP. Esses autores
justificam seus resultados sugerindo a hipétese desses pacientes terem algum tipo
de deficiéncia no mecanismo de defesa primaria em resposta aos agentes
agressivos. Diferencas na metodologia e na amostra poderiam justificar os diferentes

resultados.

Embora em pacientes periodontalmente saudaveis, Sato et al. (1992) e
Kemona et al. (1985) observaram uma diminui¢cdo na atividade da MPO no sangue
de pacientes com pobre controle do DM, sugerindo que a melhora no controle
metabodlico ndo altera atividade enzimatica. Lanza (1998) reportou que pacientes
portadores de DM podem apresentar uma deficiéncia secundaria de MPO.

O nosso estudo mostrou que o tratamento periodontal foi significativamente
eficaz na reducdo dos niveis de MPO em ambos os grupos (DMDP e DP). Nossos
resultados corroboram com outros estudos (Buchmann et al., 2002; Gongalves et al.,
2008; Marcaccini et al., 2010; Hernandez et al., 2010).

Na comparacédo intergrupos, apos o tratamento periodontal, o grupo DMDP
mostrou niveis de MPO maiores do que o grupo DP (p<0,02). Isto ocorreu apesar do
SS ter se mostrado menor para o grupo DMDP do que no DP apds terapia
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periodontal. Esses resultados podem ser justificados pelo fato dos pacientes
diabéticos apresentarem algumas deficiéncias fisioldgicas, incluindo diminuicdo da
funcdo imunoldgica e da resposta inflamatéria (quimiotaxia, fagocitose e atividade
microbicida) levando a uma susceptibilidade maior de infec¢cdes bacterianas e
fungicas (Hotamisligil, 2006), consequéncia da disfungcéo neutrofilica causada pela
hiperglicemia (Kempf et al., 2007).

Nos grupos DMDP e DP o tratamento periodontal promoveu melhora
significativa em todos os parametros clinicos estudados e também reducbes no
volume de FG corroborando com as redu¢des encontradas nos niveis de MPO e

SPO. Essas reducdes refletem a reducéo da inflamacéo associada a DP.

No baseline, os niveis de HbAlc no grupo DMDP estavam significativamente
mais elevados comparados ao grupo DM. Essa diferenca pode se justificar pelo fato
dos pacientes do grupo DM serem saudaveis periodontalmente e pela conhecida
associacado da influéncia da doenca periodontal no controle glicémico do paciente
diabético (Taylor et al., 1996). Houve reducdes nos niveis de HbAlc no grupo DMDP
apos a terapia periodontal, embora nao significativa estatisticamente, essa reducdo
(0,4%HbALc) ap6s 1 més da terapia, € muito importante para o paciente diabético
do ponto de vista clinico, pois o valor de 7,5%HbAlc se aproxima ao nivel
recomendado pela ADA (7-6% HbA1c). Dos 31 pacientes do grupo DMDP avaliados
em nosso estudo, 08 conseguiram reduzir a HbAlc para niveis abaixo de 7%
HbAlc, apdés o tratamento periodontal. Nesses niveis ocorre uma reducao
importante das chances de complicacbes microvasculares e cardiovasculares,
relacionadas com a alta morbidade e mortalidade nesses pacientes (Stratton et al.,
2000).

A diferengca observada entre o0s parametros enzimaticos antes e apoés
tratamento periodontal ndo se mostrou significativa na comparacao intergrupos
como visto na tabela 5.8. Entretanto, nota-se valores semelhantes nas reduc¢des dos
niveis de SPO e MPO entre os grupos. O grupo DMDP apresentou a mesma ordem
de grandeza na reducdo dos niveis de SPO do que o grupo DP, porém
percentualmente essa reducdo se mostrou muito menor (DMDP: 10,6% e DP:
56,91%). O tratamento periodontal conseguiu reduzir os niveis de SPO de modo

semelhante em ambos 0s grupos, mas por motivos inerentes aos pacientes
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portadores de DM, como j& discutidos anteriormente, os niveis de SPO continuaram

mais elevados nesses pacientes.

Em relacdo a reducdo dos niveis de MPO entre os grupos, também foi
verificada uma redugcdo numérica similar entre 0os grupos e o0 mesmo se verificou
percentualmente (DMDP: 0,40% e DP: 1,60%) revelando que o tratamento
periodontal foi efetivo na reducdo de MPO no sulco gengival apds o

restabelecimento da saude periodontal.



47

7 CONCLUSOES

ApoOs analise dos resultados é possivel concluir que:

A SPO apresentou niveis mais elevados nos grupos DMDP comparado
ao grupo DP e ao grupo C.

A MPO apresentou niveis mais elevados no grupo DMDP comparados
aos grupos DM e C. E o grupo DP mostrou maiores niveis de MPO em
comparacédo ao grupo C.

O tratamento foi efetivo na melhora dos parametros clinicos
periodontais, no volume do FG nos grupos DMDP e DP que se refletiu
na reducdo dos niveis de SPO no grupo DP e de MPO nos grupos
DMDP e DP.

ApOs o tratamento periodontal, os niveis de MPO se mostraram
maiores para o grupo DMDP comparados aos niveis observados no
grupo DP.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIFESP
BARERQEANNE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO

1933

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de biomarcadores de estresse oxidativo em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 com periodonto saudavel e com

periodontite crénica generalizada, antes e ap0s tratamento periodontal.

1. Dados de Identificacdo do Sujeito da Pesquisa ou Responsavel Legal:
Nome:
N° do Documento de Identidade:

Sexo:M( ) F( ) Data de Nascimento: / /
Endereco:

Bairro: Cidade Estado:__
CEP: Telefone( )

2. Informacdes sobre a pesquisa cientifica:

Este documento contém informacdes sobre esta pesquisa, da qual o Sr. (a) podera
participar. Por favor, leia atentamente e, em caso de duvidas, estaremos a sua disposi¢cédo
para esclarecimentos.

2.1. Objetivos da pesquisa
Esta pesquisa pretende verificar se o tratamento da sua gengiva traz melhoras para a sua
condicdo, no que se diz respeito a Diabetes Tipo 2.

2.2. Beneficios ao paciente
A pesquisa dara ao Sr. (a) o diagnéstico de sua condicao periodontal, além do tratamento
odontoldgico, que deve resultar na melhora da sua saude bucal.

2.3. O que seré realizado no paciente
ApoOs sua selecdo e seu consentimento, devidamente assinado ao final deste termo, o Sr. (a)
serd encaminhado para a clinica de pos-graduacao da Faculdade de Odontologia da USP,
localizada na Av. Prof. Lineu Prestes, 2227, Cidade Universitaria, onde serdo realizadas as
consultas odontoldgicas, para 0 exame e tratamento periodontal, assim como a coleta de

sangue. Serdo realizados: exame gengival, que visa saber a condicdo de sua gengiva;
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orientacdo de higiene bucal e o tratamento periodontal, que é a raspagem dos dentes para
remover a placa e o tartaro acumulados. A raspagem serd feita com anestesia local, se
preciso. Iremos também recolher amostras de sangue e saliva antes e ap0s o tratamento
periodontal, para podermos analisar sua glicemia e outros valores que podem influenciar
sua diabetes, e também iremos aferir sua pressdo arterial. Em torno de 1 més apos o
primeiro tratamento, iremos fazer um novo exame gengival, e, se preciso, iremos
complementar o tratamento. A complementagédo do tratamento pode ser com apenas uma
nova sessdo de raspagem. Esses procedimentos sdo seguros e ndo provocam dano fisico
ou moral ao Sr. (a). Em caso de eventuais duvidas relacionadas aos aspectos éticos da
pesquisa, disponibilizamos o endereco do comité de ética em pesquisa da UNIFESP: Rua
Botucatu, 572- 1° andar - conj. 14-CEP 04023-062-S&o Paulo/ Brasil. Telefone: (11) 5571-
1062/ (11) 5539-7162. E também do comité de ética em pesquisa da FOUSP: Av. Prof.
Lineu Prestes, 2227, Cidade Universitaria, (11) 3091-7830.

2.4. Se houver necessidade de outro exame para diagndéstico?
Caso haja necessidade, os exames odontolégicos e de sangue serédo repetidos.

2.5. Compensacgéao
N&o ha previsao de indenizacbes ou pagamentos aos pacientes, pois ndo existirdo gastos
ou riscos graves relacionados a pesquisa. Os procedimentos realizados fardo parte de rotina
de tratamento.

2.6. Garantias ao paciente
Como participante dessa pesquisa, 0 Sr. (a) terda acesso aos resultados obtidos e permitira o
acesso dos mesmos aos pesquisadores envolvidos e aos membros da Comissdo de Etica.
Os resultados desse trabalho poderdo ser apresentados em congressos ou publicados em
revistas cientificas, sendo a identidade do Sr. (a) sempre preservada. O Sr.(a) terd acesso, a
qgualquer tempo, as informacdes sobre os procedimentos, riscos e beneficios da pesquisa.
Além disso, o Sr. (a) tera direito a privacidade e todas as informacdes obtidas dos
prontuérios clinicos e ambulatoriais, permanecerdo confidenciais, nos ambitos da lei,
assegurando a protecdo de sua imagem e identidade. Esta assegurada ao Sr.(a) a liberdade
de retirar seu consentimento a qualquer momento, e de deixar de participar da pesquisa,
sem que isto lhe traga qualquer prejuizo. Caso seja necessario, o contato com 0s
pesquisadores responsaveis podera ser feito pelos telefones: Ana Paula Sassa Benedete
(11)7138-3616 e Prof. Luiz Antébnio P.A de Lima (11)3091-7833. Em caso de dano
decorrente ao estudo, 0os pesquisadores responsaveis prestardo assisténcia integral ao

paciente que sofreu o dano.
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CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

Declaro que, tendo lido e compreendido o termo de informagdo e consentimento para a
pesquisa clinica, concordo em participar deste estudo. Sei que minha participacdo é
voluntéria e que posso interrompé-la a qualquer momento, sem penalidades. Autorizo a
utilizacdo dos dados obtidos pelos pesquisadores para a publicacdo em revistas cientificas e
apresentacdo em Congressos. Recebi uma cépia do termo de informacao para participar da
pesquisa. Todas as paginas do termo de consentimento livre e esclarecido devem ser

rubricadas pelo pesquisador principal e pelo paciente/responsavel legal.

Assinatura do Paciente

Assinatura do Responsavel Legal

Assinatura do Pesquisador

Sao Paulo, de de
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ANEXO B — Parecer Comité de Etica em Pesquisa - FOUSP

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER DE APROVAGAO
FR 306536
Protocolo 152/2009

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa
APROVOU o protocolo de pesquisa “Avaliagdo de biomarcadores de
estresse oxidativo em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 com
periodonto saudavel e com periodontite crénica generalizada, antes e
apés tratamento periodontal”, de responsabilidade do(a) Pesquisador(a)
Ana Paula Sassa Benedete, sob orientagéo do(a) Prof.(a) Dr.(a.) Luiz Antonio
Pugliesi Alves de Lima.

Tendo em vista a legislagéo vigente, devem ser encaminhados a este
Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao término
cépia do trabalho em “cd”’. Qualquer emenda do projeto original deve ser
apresentada a este CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

S30 Paulo, 08 de dezembro de 2009.

Prof. Dr. ﬂﬁ@rﬁe%ﬁﬁﬁr?wz

Coordenador do CEP-FOUSP



ANEXO C — Parecer Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP
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S30 Paulo, 1 de julho de 2011.
CEP 0643/11

llmo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) LUIZ ANTONIO PUGLIESI DE LIMA

Co-Investigadores: Sergio Atala Dib, Luiz A P Alves de Lima (orientador), Ana Paula Sassa Benedete
Disciplina/Departamento: Endocrinologia/Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S0 Paulo
Patrocinador: FAPESP.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo de biomarcadores de estresse oxidativo em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 com periodonto saudavel e com periodontite crénica generalizada, antes e apods

tratamento periodontal”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Intervengéo terapéutica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforto leve, envolvendo coleta de sangue.
OBJETIVOS: Avaliar a presenca de biomarcadores relacionados com a doenca periodontal na saliva e no fluido
gengival de pacientes diabéticos do tipo 2 antes e ap6s o tratamento periodontal ndo-cirdrgico..

RESUMO: Serso incluidos 30 pacientes portadores de Diabetes tipo 2 e com periodontite cronica generalizada, 30
pacientes portadores de Diabetes tipo 2 e periodontalmente saudaveis, 30 pacientes sistemicamente saudaveis com
periodontite cronica e 30 pacientes sistemicamente saudaveis sem periodontite. Todos os pacientes deverédo
apresentar idade entre 35 e 65 anos e no minimo 15 dentes naturais. Serfo incluidos pacientes portadores de
diabetes tipo 2 por no minimo 5 anos, com HbA1c > 7%. Os pacientes serdo triados na clinica de Pos graduagéo da
disciplina de Periodontia da Faculdade de Odontologia da USP. Sera realizada a coleta de sangue nesses pacientes
no mesmo dia e hora das coletas de saliva e fluido gengival pelo servigo de coleta domiciliar do Laboratério Delboni
Auriemo. Nos pacientes sistemicamente saudaveis sera realizado teste de glicemia rapida para comprovar a glicemia
que ndo podera ser superior a 100mg/dL. Sera realizado exame clinico periodontal. Os pacientes dos grupos
controles que ndo apresentarem doenca periodontal receberdo profilaxia oral e orientagbes de higiene oral. Os
pacientes portadores de periodontite crénica receber&o tratamento periodontal ndo cirurgico. Os pacientes receberéo
tratamento por um periodo de 4 semanas Sera realizada coleta de saliva total, de fluido crevicular (FC) de 5 sitios
sadios e 5 sitios doentes. Serdo realizadas quantificacdes da atividade de MPO, peroxidagéo lipidica e atividade da
arginase, na salivar e no FC. Seréo determinados: atividade enzimatica da peroxidase e status total antioxidante.Os
pacientes serdo triados ne ambulatério de Diabetes da UNIFESP. A coleta das amostras de saliva, fluide e sangue
bem como o tratamento periodontal serdo obtidos da clinica Odontolégica da Faculdade de Odontologia da FOUSP.
O processamento e analise das amostras seré realizado no Laboratério de Farmacologia do ICB-USP..
FUNDAMENTOS E RACIONAL: Fortes evidéncias revelam que a diabetes é um fator de risco para o aumento da
severidade da gengivite e da periodontite. Nos sitios de periodontite, ocorrem inimeras alteracdes tais como o

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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aumento da vascularizagéo do tecido periodontal, metabolismo do coladgeno, incluindo o aumento do fluxo do fluide
crevicular gengival..

MATERIAL E METODO: Estdo descritos os procedimentos do estudo, apresentando carta de aprovagéo do estudo
no CEP- FOUSP.

TCLE: Apresentado adequadamente.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: FAPESP - R$ 8400,00.

CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 25/6/2012 e 25/6/2013.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sd0 Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livie e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apos
analise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos ¢rgdos competentes.

Atenciosamente,

Prof. Dr.4)sé Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sédo Paulo 0643/11

RECOMENDAGAO DO CEP: ENCAMINHAR APROVAGAO DA FAPESP ASSIM QUE FOR OBTIDA

Rua Botucatu, 572 - 1° andar ~ conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162




