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Pereira AL. Terapia periodontal ndo-cirurgica: avaliacao de eficiéncia por parametros
clinicos microbianos e salivares [Dissertacdo de mestrado]. Taubaté: Universidade
de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2009. 68p.

RESUMO

Hipotese do estudo: O presente estudo parte do pressuposto de que a terapia
periodontal ndo cirurgica é eficaz no tratamento da doenca periodontal. Objetivos:
este estudo de intervencdo avaliou a eficacia dos procedimentos de raspagem e
aplainamento radicular utilizando como ferramenta de validacdo parametros clinicos,
microbianos e salivares em individuos diagnosticados com gengivite e periodontite
comparando-os a controles saudaveis. Método: Foram alocados no presente estudo
89 individuos assim caracterizados: 31 periodontalmente saudaveis (K), 27 com
gengivite (G) e 31 com periodontite crénica (P). Avaliou-se 0s seguintes parametros
clinicos: indice de placa, indice de sangramento, profundidade de sondagem e nivel
de insercdo clinica. Avaliou-se ainda a presengca dos periodontopatdégenos
Campylobacter rectus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Tanerella forsythia, Treponema denticola e Prevotella intermedia por meio
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Finalmente, a presenca salivar de
arginase e proteina total — por meio de espectrofotometria — foi também
considerada. Todos estes parametros foram mensurados em pré e pdés terapia
periodontal. Tratamento estatistico dos dados intragrupo foi realizada pelo teste de
Wilcoxon, enquanto os dados intergrupos foram avaliados pelos testes Mann-Witney
e Kruskal-Wallis, adotando-se significancia estatistica quando p<0,05. Resultados:
Verificou-se melhora dos parametros clinicos nos grupos G e P apés o tratamento
(p<0,05). Houve reducédo da atividade de arginase e proteina total salivares nos
grupos P (p<0,05) e G, equiparando-se ao grupo controle (K). T. forsythia reduziu no
grupo G (p<0,05), enquanto P. gingivalis, T. denticola, P. intermedia e T. forsythia
apresentaram reducdo no grupo P (p<0,05). Conclusao: O pressuposto
apresentado neste estudo foi confirmado, tendo como validagdo a utilizacdo dos
parametros clinicos, microbiologicos e salivares.

Palavras-chave: Periodontite; Gengivite; Bactérias; Arginase.



Pereira AL. Non-surgical periodontal therapy: evaluation of efficacy by clinical,
microbiological and salivary parameters. [Dissertacdo de mestrado]. Taubaté:
Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2009. 68p.

ABSTRACT

Hypothesis of the study: the present study assumes that non-surgical periodontal
therapy is efficient on the periodontal disease treatment. Aims: this interventional
study evaluated the efficacy of the scaling and root planing procedures by using as a
tool of validation, clinical, microbiological and salivary parameters in subjects
diagnosed with gingivitis and periodontitis comparing them with healthy controls.
Methods: In the present study, 89 subjects were characterized as follows: 31
periodontal healthy (K), 27 with gingivitis (G), and 31 with chronic periodontitis (P).
The following parameters were evaluated: plaque index, bleeding index, probing
depth, and clinical attachment level. The presence of the periodontalpathogens
Campylobacter rectus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Tanerella forsythia, Treponema denticola, and Prevotella intermedia were
also evaluated by polymerase chain reaction (PCR). Finally, the presence of salivary
arginase and total protein by spectrophotometry were also considered. All these
parameters were measured before and after periodontal treatment. Intra-group
statistical analysis were performed by Wilcoxon’s test while the inter-group analysis
were evaluated by Mann-Witney and Kruskal-Wallis tests, adopting a statistical
significance when p<0,05. Results: An improvement of the clinical parameters was
verified in the G and P groups after treatment (p<0,05). There was a significant
reduction of the salivary arginase activity and protein content in the P and G groups
compared to the control group (K). T. forsythia was diminished in the G group
(p<0,05), while P. gingivalis, T. denticola, P. intermedia and T. forsythia showed a
decrease in the P group (p<0,05). Conclusion: the hypothesis of the present study
was confirmed being validated by clinical, microbiological and salivary parameters.

Key words: Periodontitis; Gingivitis; Bacteria; Arginase.
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1 INTRODUCAO

A doenga periodontal € uma das enfermidades mais comuns da cavidade
bucal. Sua natureza é infecciosa, essencialmente provocada por bactérias
especificas que induzem inicialmente a uma inflamacdo gengival (gengivite),
caracterizada clinicamente pela presenca de sangramento a sondagem e pela
auséncia de perda de insercao. A gengivite pode evoluir para uma periodontite em
funcdo de alguns fatores microbianos e do hospedeiro. A periodontite, por sua vez,
caracteriza-se clinicamente por um aumento da profundidade de sondagem, perda
de insercao e destruicdo do osso alveolar de suporte. Esta progressao pode ocorrer
de forma continua ou por surtos episédicos de atividade destrutiva (Jeffcoat &
Reddy, 1991; Lée et al., 1986).

A periodontite pode ser classificada em cronica e agressiva. A crbnica é
caracterizada por ter uma evolucgao lenta, pela quantidade de fatores irritativos locais
compativeis com a severidade da destruicdo periodontal e por acometer mais
frequentemente individuos adultos. J& a periodontite agressiva é caracterizada por
uma rapida progressao da perda dos tecidos de suporte, por uma incompatibilidade
entre a presenca de fatores irritativos locais e o grau de destruicdo periodontal que
ela provoca, por uma tendéncia familiar e por acometer predominantemente
individuos mais jovens (Armitage, 1999).

Um dos grandes enfoques da periodontia moderna é a prevengado que €
buscada tanto na perspectiva clinica — tentando estabelecer métodos adequados
de controle de biofilme, impedindo, assim, a proliferacdo do biofilme dentario —
quanto na perspectiva diagnéstica, buscando formas apropriadas de se prever nao

apenas o surgimento, mas também o momento em que esta doenga podera evoluir.
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Quanto mais precocemente esta previsdo acontece, e a terapéutica adequada é
instituida, possivelmente, menor destruicdo tecidual o paciente apresentara
(Kirkwood et al., 2007).

Para isso, alguns investigadores tém buscado métodos laboratoriais e
marcadores mais eficientes que permitem avaliar, com maior precisdo, se a doenca
estd ou ndo em atividade destrutiva ou 0 momento em que esta atividade esta
prestes a ocorrer (Sanz et al., 2007).

Outra aplicabilidade destes métodos € o monitoramento de individuos
tratados, em que é feita a quantificacdo destes marcadores antes e apds o
tratamento na tentativa de se verificar se 0 paciente passou de uma condicdo de
doenca para uma condicao de saude periodontal. Diversas substancias podem ser
utilizadas para este fim; elas podem ser encontradas no fluido crevicular presente no
sulco gengival ou na bolsa periodontal e na saliva de individuos afetados pela
doenga periodontal podendo ser derivadas tanto dos microrganismos quanto do
hospedeiro (Armitage, 2004; Gheren et al., 2007).

A identificacdo de microrganismos em pacientes com doenga periodontal
também tem sido recomendada, tanto para fins de diagndstico quanto para fins de
monitoramento. O conhecimento das espécies envolvidas na doenga periodontal traz
luz sobre a patogénese da doenca periodontal, e faz com que ela seja
adequadamente tratada (Nishihara & Koseki, 2004).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi verificar a eficacia da terapia
periodontal ndo cirurgica, por meio de parametros clinicos — indice de placa, indice
gengival, profundidade de sondagem e nivel de inser¢ao clinica — microbiolégicos
— Campylobacter rectus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia, Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia e Treponema denticola —

e salivares — proteina total e arginase — em individuos com gengivite e
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periodontite, pré e pds-terapia ndo cirurgica, tendo como controle individuos

periodontalmente saudaveis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS CLINICOS

Ha tempos, a doenca periodontal vem sendo diagnosticada por meio de
observacdes clinicas. Num passado mais distante, estas observacdes eram bastante
empiricas, o que dificultava uma padronizacao na obtencdo de dados. Da segunda
metade do século passado em diante, observou-se uma crescente preocupacao com
a forma com que os dados eram obtidos e, assim, foram desenvolvidos diversos
indices com a finalidade de se medir a extensdo e a severidade da doenca
periodontal (Papapanou & Lindhe, 2005).

O estudo classico de Loe et al. (1965) — Gengivite Experimental em
Humanos — avaliou 11 individuos que se abstiveram de sua higiene bucal até que,
apo6s um periodo de dez a 21 dias, todos desenvolveram gengivite. Eles utilizaram
indices de placa e de sangramento para verificar a presencga de depdsitos sobre os
dentes e a presenga de inflamacao gengival.

Ainamo & Bay (1975) idealizaram um indice dicotémico para avaliar as
presencas de biofilme e de inflamagdo em determinados sitios dos dentes. Assim,
podemos utiliza-lo para verificar qual o percentual de sitios afetados por estes
parametros tanto antes quanto ap6s alguma modalidade de tratamento, avaliando,
desta forma, a sua eficacia. Muitos estudos, tanto observacionais quanto de
intervencao, tém utilizado este indice para esta avaliacao (Toassi & Petry, 2002;
Deery et al., 2004; Gheren et al., 2007; Mariath et al., 2008).

Quando ha a necessidade de se avaliar a periodontite, os critérios clinicos

mais utilizados tém sido a profundidade de sondagem e o nivel de inser¢ao clinica. A
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profundidade de sondagem é a medida da distancia entre a margem e o fundo do
sulco gengivais, enquanto que o nivel de insercdo clinica € a medida da distancia
entre a juncao cemento-esmalte e o fundo do sulco gengival (Papapanou & Lindhe,
2005). Eles avaliam nao apenas o estado atual da doenca periodontal, mas também
seus efeitos acumulativos sobre os tecidos de suporte dos dentes. Estes critérios
tém sido aplicados em varios estudos clinicos, ndo apenas de observacdo, mas
também de intervencédo, como forma de validar resultados de terapias periodontais
nao cirargicas (Van der Weijden & Timmerman, 2002; Cobb, 2002; Colombo et al.,

2005; loannou et al., 2009).

2.2 TRATAMENTO PERIODONTAL NAO CIRURGICO

2.2.1 Controle mecanico do biofilme

Desde que Lb6e et al. (1965) comprovaram a natureza infecciosa da
doenga periodontal, mudou-se o seu paradigma. Eles demonstraram que a gengivite
surge pela auséncia de higiene bucal correta; e que um retorno a esse habito &
capaz de devolver ao individuo a sua saude gengival em poucos dias. Fica evidente,
portanto, que o controle mecanico de biofilme nédo € apenas um método preventivo
para a doenga, mas também uma forma adequada de trata-la.

Pacientes que higienizam mais frequentemente seus dentes exibem mais
saude periodontal (Vysniauskaite & Vehkalahti, 2009). Até mesmo mudancas no
desenho das escovas tém sido sugeridas para se conseguir uma maior efetividade

na remocao do biofilme (Battaglia, 2008).
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A Academia Americana de Periodontia (The American Academy of
Periodontology, 2001) endossou esta modalidade de tratamento para pacientes com
gengivite, destacando que o controle de biofilme feito adequadamente pelo paciente
€, na maioria das vezes, suficiente para uma correta abordagem terapéutica da
gengivite.

Um estudo recente (Versteeg et al., 2008) comparou o efeito do
afilamento das cerdas da escova dental nos controles de biofilme e de gengivite. Foi
confirmado que escovas com cerdas afiladas e com cerdas convencionais foram
efetivas na reducdo dos indices gengival e de placa e que a gengivite foi
adequadamente tratada por meio de ambos os dispositivos.

Os mesmos resultados foram conseguidos por Terézhalmy et al. (2008a).
Em seu estudo, compararam, entre duas escovas dentais, a sua eficacia de remocao
de biofilme. Concluiram que ambas as escovas foram efetivas para o controle de
biofilme nos quarenta individuos arrolados para a pesquisa.

Terézhalmy et al. (2008b) avaliaram a efetividade de remocgéo de biofilme
por meio da escovagao, associada ou ndo a quatro tipos de fio dental (elétrico, sem
cera, trangado e ndo desfiante) em 25 individuos. Todos os quatro tipos de fio
associados com a escovacao manual foram mais eficazes na remoc¢ao do biofilme
do que a escovagao isoladamente. Houve evidéncia de superioridade para o fio
dental elétrico, mas ndo entre os fios dentais convencionais.

De igual modo, outros autores comprovaram a eficiéncia do fio dental na
remocao de biofilme interproximal (Yost et al., 2006; Ishak & Watts, 2007).

Varios outros métodos mecéanicos tém sido sugeridos para o controle do
biofilme, como escovas elétricas (Deery et al., 2004; Rosema et al., 2008), palitos de
madeira (Zanata et al., 2008) e escovas interdentais (Wolff et al., 2006; Ishak &

Watts, 2007).
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2.2.2 Raspagem e alisamento radicular

Nos casos em que existe bolsa periodontal ou presenca de célculo,
apenas o controle de biofilme feito pelo paciente pode nao ser efetivo para eliminar
0s sinais e sintomas da doenca periodontal. Desta forma, os procedimentos de
raspagem e alisamento radicular sao benéficos para se conseguir reducdes da
inflamacado gengival e da profundidade de sondagem, melhora do nivel de insergao
clinica e uma diminui¢cdo da flora microbiana subgengival patogénica (The American
Academy of Periodontology, 2001).

Numa revisdo sistematica, Van der Wijden & Timmerman (2002)
concluiram que, em pacientes com periodontite cronica, a raspagem subgengival
acompanhada do controle de biofilme supra gengival é um tratamento efetivo para a
reducao da profundidade de sondagem e o ganho de insergao clinica. Observacdes
semelhantes foram feitas por Cobb (2002) que afirmou que a raspagem e alisamento
radicular € um metodo tradicional para o controle da microflora subgengival por meio
da remocgéao de microrganismos aderidos e ndo aderidos a superficie radicular, bem
como de depdsitos de calculo e de cemento contaminado.

Num outro estudo, Colombo et al. (2005), avaliando pacientes brasileiros
com periodontite crénica nunca tratada, concluiram que a raspagem e o alisamento
radicular foi um método efetivo para o tratamento da doenca, melhorando os
parametros clinicos, diminuindo algumas espécies de patdgenos periodontais e
aumentando as espécies benéficas.

Tamaki et al. (2009) avaliaram os efeitos da terapia periodontal ndo
cirdrgica sobre os metabdlitos de oxigénio reativos em pacientes com periodontite

cronica. Eles foram submetidos a raspagem e alisamento radicular e a orientacéo de
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higiene bucal. Ap6s dois meses da terapia, observou-se uma melhora
estatisticamente significativa (p<0,05) para profundidade de sondagem, nivel de
insercao clinica, sangramento a sondagem e indice de placa, além de uma reducéo
estatisticamente significativa (p<0,05) dos niveis sangiineos de metabdlitos de
oxigénio reativos.

Gheren et al. (2007) avaliaram os efeitos do tratamento periodontal nao
cirdrgico sobre a reducdao dos niveis de arginase salivar em pacientes com
periodontite.  Concluiram que esta modalidade de tratamento reduziu
significativamente os niveis de arginase salivar, além de melhorar os parametros
clinicos da doenca periodontal, isto é, reducdo da profundidade de sondagem,
ganho de insercéo clinica e reducao dos indices gengival e de placa.

Além disso, o tratamento periodontal ndo cirdrgico pode ser efetivo no
tratamento de crescimento gengival induzido por medicacdes (Aimetti et al., 2008);
pode reduzir a progressdo da doenca periodontal em dentes com progndstico pouco
favoravel, reduzindo a necessidade de extra¢des (Ekuni et al., 2009); pode reduzir a
severidade de doencas como artrite reumatéide (Ortiz et al., 2009); reduzir o risco de
nascimento de bebés prematuros em maes portadoras de periodontite (Tarannum &
Faizuddin, 2007); melhorar o controle glicémico em pacientes com diabetes (Kiran et
al., 2005); minimizar o risco de doencas cardiovasculares (Offenbacher et al., 2009);

e reduzir inflamacgéo sistémica (D’Aiuto et al., 2004).

2.3 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

A relacdo entre a doenca periodontal e as bactérias presentes na

cavidade bucal foi demonstrada de maneira clara por Lée et al. (1965). Assim,
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identificar e conhecer esses microrganismos torna-se importante para
compreendermos, de forma mais abrangente, como a gengivite e a periodontite se
desenvolvem. Detectar a presenca de bactérias especificas mais fortemente
relacionadas a doenca periodontal pode ser extremamente Gtil, principalmente para
se identificar individuos com risco para o desenvolvimento de atividade periodontal
destrutiva.

Um dos meios utilizados tem sido a Reacédo da Polimerase em Cadeia
(PCR). Esta € uma técnica que promove a amplificagdo do DNA bacteriano presente
na amostra, permitindo assim sua deteccéao, bem como sua identificacao.

P. intermedia € um bastonete anaer6bio Gram-negativo associado a
doenga periodontal. Estudos recentes tém demonstrado que ela é bastante
prevalente em pacientes com atividade periodontal destrutiva (Brennan et al., 2007).
Além disso, Guan et al. (2008) demonstraram que ela pode contribuir para a
destruicdo dos tecidos periodontais durante a periodontite crénica por meio da
indugéo da producao de metaloproteninase da matriz-9 por fibroblastos humanos.

C. rectus é um vibrido moével, anaerébio, Gram-negativo que tem se
mostrado mais prevalente em individuos com doenca periodontal do que em
individuos saudaveis (Socransky & Haffajee, 2005; Ebersole et al., 2008; Surna et
al., 2009). Brennan et al. (2007) demonstraram que ela € altamente prevalente em
mulheres na pos-menopausa e que aquelas que a possuiam apresentaram maior
probabilidade de terem perdas désseas periodontais. Além disso, Miyamoto et al.
(2009) demonstraram que este microrganismo, provavelmente, € um precursor para
outras bactérias periodontopatogénicas em pacientes com maior susceptibilidade a
doenca.

A. actinomycetemcomitans € um bastonete imdével, Gram-negativo,

microaerofilico que tem sido encontrado principalmente em sitios de pacientes com
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periodontite agressiva, mas pode ser detectado em outras formas de periodontite e
em individuos saudaveis também. Isto sugere que essa bactéria pode apresentar
diferencas no que diz respeito ao seu potencial patogénico (Guthmiller et al., 2001).
Ele é capaz de produzir varios fatores de viruléncia, sendo o mais conhecido deles a
leucotoxina, uma proteina citotéxica que apresenta algumas propriedades
patogénicas bastante peculiares, dentre elas a capacidade de produzir a lise seletiva
de monécitos e leucdcitos polimorfonucleares humanos (Taichman et al., 1980).
Além disso, tem sido demonstrado que o0s lipopolissacarideos de A.
actinomycetemcomitans promovem um desequilibrio da homeostase do metabolismo
de colageno gengival, facilitando a fagocitose destas fibras pelos fibroblastos
gengivais (Takahashi et al., 2008).

T. forsythia € um bastonete, anaerdbio, Gram-negativo, fortemente
associado a DP, tanto em periodontite crénica quanto em periodontite agressiva
generalizada (Imbronito et al., 2008). Sua presencga em altos niveis no sulco gengival
de pacientes doentes tem sido associada significativamente com uma maior perda
de insercao (Hamlet et al., 2008), enquanto que uma redugdo dos seus niveis foi
associada a uma reducado dos sinais e sintomas da periodontite (Tanner & lzard,
2006; Tanner et al., 2007).

P. gingivalis € um bastonete imovel, anaerébio, Gram-negativo, que tem
sido fortemente relacionado a DP (Tanner et al., 2007). Ele é capaz de invadir
células do organismo humano (Lamont et al.,, 1995; Jandik et al., 2008) e tem a
propriedade de induzir agregagcdo de plaguetas humanas (Xiangfeng et al., 2008).
Isto poderia elevar as chances de um paciente apresentar infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral (Castro et al., 2000).

T. denticola € uma espiroqueta anaerdbia, Gram-negativa, associada a

DP que é capaz de invadir tecidos bucais e estimular a producao de varios
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mediadores inflamatérios como interleucina-6, interleucina-8, &xido nitrico e
prostaglandina Ep, contribuindo significativamente para a progressdao da doenca
(Tanabe et al.,, 2008). Em estados de saude periodontal, estas bactérias estao
presentes em niveis muito baixos ou, as vezes, indetectaveis. No entanto, durante a
gengivite e na progressao para a periodontite, ocorre um aumento substancial da
proporcao destas bactérias no biofilme (Holt & Ebersole, 2005). Estes mesmos
autores afirmaram que ela também tem a propriedade de anular algumas moléculas
protetoras e alterar fungdes celulares do hospedeiro.

Em um estudo de observagédo conduzido no Brasil, nos estados de Goias
e do Tocantins, incluindo a cidade de Goiania, Tavares et al. (2007) observaram que
C. rectus, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia também tém sido
encontrados em niveis aumentados em individuos com gengivite e periodontite.

P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola tém sido correlacionados ao
aumento da profundidade de sondagem e a presenga de sangramento gengival por
meio de uma interagdo simbidtica entre elas, havendo um sinergismo entre os seus
fatores de viruléncia. (Mineoka et al., 2008).

Num estudo recente, Haffajee et al. (2009) fizeram uma comparacéao entre
reagcdo em cadeia da polimerase e checkerboard DNA hybridization para detecgéao
de bactérias em amostras de biofilme subgengival. Constataram que ambas as
técnicas apresentaram resultados semelhantes e detectaram diferengas bacterianas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre individuos saudaveis e com
periodontite para as seguintes espécies: P. gingivalis, P. intermedia, T. denticola, A.
actinomycetemcomitans, C. rectus, T. forsythia, F. nucleatum, E. corrodens e E.
nodatum.

Outro estudo também recente, conduzido por Ramseier et al. (2009),

verificou a prevaléncia de microrganismos em diferentes severidades da doenca
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periodontal. Foi observado que pacientes com periodontite moderada e severa
tinham significativamente mais bactérias P. gingivalis, P. intermedia, T. denticola, C.
rectus e T. forsythia em relacdo aos pacientes saudaveis e com gengivite. A
conclusao dos autores € que a deteccado desses microrganismos torna o diagndstico

de periodontite mais preciso.

2.4 ASPECTOS SALIVARES

A saliva apresenta muitos componentes que podem ser Uteis como
marcadores bioquimicos que poderiam fornecer uma abordagem nao invasiva e de
boa relagdao custo/beneficio para o monitoramento de doencas da cavidade bucal
(Cortelli et al., 2009).

Glandulas salivares podem secretar muitas glicoproteinas, que podem
ligar-se a hidroxiapatita, participando da formacdo da pelicula adquirida, sendo,
assim, constituintes do biofilme dentario (Vitorino et al., 2004).

Zambon et al. (1985) conduziu um estudo em que avaliou os niveis de
proteina total salivar em pacientes com periodontite. Apds raspagem e alisamento
radicular, além de administracdo de tetraciclina por 14 dias, os autores verificaram
uma reducao estatisticamente significativa (p<0,05) dos niveis salivares de proteina
total que foi acompanhada por uma melhora também significativa dos parametros
clinicos.

A arginase € uma enzima chave no ciclo da uréia que tem como funcéo
essencial eliminar a aménia, que € téxica ao organismo. Ela atua sobre a arginina
produzindo uréia e ornitina. Outra enzima — a Oxido nitrico sintetase — compete

pelo mesmo substrato, a arginina, para produzir 6xido nitrico.
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Existe em duas isoformas: arginase tipo | e arginase tipo Il. A do tipo | €
sintetizada exclusivamente no citosol de células hepéticas ou da glandula salivar
submandibular sob condi¢gdes normais e catalisa a ultima etapa da sintese da uréia.
A do tipo Il € expressa na matriz mitocondrial de tecidos do intestino delgado e rim
(Mori, 2007).

Essa enzima desempenha um importante papel na resposta imune do
organismo, bem como na cicatrizacdo de tecidos. Jacobsen et al. (2007)
demonstraram que ela € liberada a partir dos granulos de neutréfilos ativados em
areas com infeccdo com o propdsito de modular a resposta imune e de promover
regeneracao tecidual. King et al. (2004) relataram o papel da arginase como
marcador da resposta alérgica respiratoria, estando ela igualmente envolvida em
multiplos aspectos de varias doencas.

E interessante ressaltar também que um aumento da arginase — com
consequente diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico — esta envolvido na
hiperagregabilidade plaquetéria e contribui para complicagées cardiovasculares em
pacientes hipertensos (Moss et al., 2009). Ela também promove disfuncdo nas
células endoteliais e células musculares lisas vasculares, por meio da formagéo de
poliaminas e L-prolina, que estimulam a proliferacdo da camada de células
musculares lisas e a deposi¢do de colageno. Somado a isso, o 6xido nitrico media a
expansao destas células por meio do bloqueio do crescimento celular e estimulo da
apoptose (Durante et al., 2007).

Observa-se também que o aumento da atividade da arginase parece estar
associado a um aumento do estresse oxidativo em pacientes diabéticos,
complicando suas alteragdes vasculares (Romero et al., 2008). Wu et al. (2009)

afirmaram que uma suplementagdo alimentar com arginina diminuiu os niveis
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plasmaticos de glicose, &cidos graxos e triglicérides, melhorando a sensibilidade do
individuo a insulina.

Esse mesmo autor afirmou que a suplementagao de arginina em gravidas
com pré-eclampsia reduziu a pressao sanguinea, prolongou a gravidez, melhorou o
crescimento fetal e diminuiu a frequéncia de nascimento de bebés de baixo peso.
Hirata et al. (2006), num estudo em ratas gravidas, afirmou ainda que um aumento
da atividade da arginase no final da gestacéo poderia estar implicado no aumento da
contragcdo miometrial.

Nos tecidos periodontais, a arginase € produzida por macréfagos ativados
(Salimuddin et al., 1999), podendo essa producao ser estimulada pela presenca de
bactérias periodontopatogénicas (Uematsu et al., 2006; Sosroseno et al., 2006).
Pode ser parte de um mecanismo natural de defesa nao-especifico contra bactérias
patogénicas ou, alternativamente, pode contribuir para a destruicao tecidual na
periodontite — em quantidade excessiva — (Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006). Desta
forma, a arginase tem um importante papel na doenga periodontal, pois o0 aumento
de sua atividade causa uma diminuicdo na sintese de 6xido nitrico (NO), o que
diminui as propriedades antibacterianas da saliva e torna os tecidos periodontais
mais susceptiveis aos periodontopatégenos (Ozmeric et al., 2000).

Gheren et al. (2007) realizaram um estudo prospectivo em que avaliaram
0s niveis de arginase salivar em 18 pacientes-teste com periodontite (antes do
tratamento e trinta dias depois) comparando-os a um grupo de 18 pacientes-controle
saudaveis. Os pacientes-teste foram examinados periodontalmente (indices gengival
e de placa, nivel de insercéo clinica e profundidade de sondagem) e tratados por
meio de raspagem e alisamento radicular e de orientagdo de higiene bucal. O estudo
concluiu que a arginase encontra-se em niveis mais elevados na saliva de individuos

com periodontite em relacdo aos individuos saudaveis, e que o tratamento
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periodontal basico reduz significativamente os seus niveis salivares, assim como os
niveis clinicos da doenca.

A hipétese de utilizacdo da arginase salivar como marcador de atividade
de doenga periodontal ainda merece ser estudada em detalhes, principalmente
quanto a avaliacao de possiveis diferencas de niveis dessa enzima em diferentes

graus de severidade da doenca.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento
periodontal ndo cirargico em individuos diagnosticados com gengivite e periodontite
utiizando como ferramenta de avaliacdo parametros clinicos, salivares e

microbianos.
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4 METODO

Neste estudo prospectivo de intervencao, foram avaliados individuos com
gengivite e com periodontite crénica (pré e pos-tratamento), bem como individuos
saudaveis (grupo controle).

Para o estabelecimento do numero de individuos que foram incluidos no
presente estudo, realizou-se um calculo amostral. Baseado em dados previamente
levantados da literatura, foi calculado o nimero minimo de individuos que deveriam
ser incluidos em cada grupo experimental para contemplar todos os parametros que
foram utilizados no presente estudo. Em todas as situacdes foi adotado nivel de
significancia estatistica de 95% e power de 90%. Para o estabelecimento do niumero
minimo de individuos foi aplicado o teste estatistico f de Student para amostras
independentes com o auxilio do Software Bio Estat 5.0.

De todas as situagdes de calculo amostral, a avaliagcdo de P. gingivalis em
individuos saudaveis (grupo controle) foi a que solicitou o maior numero de
individuos. Em funcdo dessa necessidade, e adotando 10% de margem de

seguranca, foram incluidos no presente estudo 89 individuos.

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo para gengivite foram os seguintes: o paciente
deveria apresenetar todos os sitios com profundidade de sondagem menor do que
4mm, auséncia de perda de insercao clinica e presenca de vermelhidao gengival e

sangramento a sondagem em mais de 25% dos sitios (Lépez et al., 2002).
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Os critérios de inclusdao para periodontite foram os seguintes: os
individuos deveriam ter a presenca de quatro ou mais dentes evidenciando um ou
mais sitios com profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm e com perda de
insercao clinica maior ou igual a 3mm no mesmo sitio em dentes n&o contiguos
(L6pez et al., 2002).

Foram considerados saudaveis aqueles individuos que nao apresentaram
profundidade de sondagem maior ou igual a 4mm, que nao apresentaram perda de
insercao clinica ou inflamacéao gengival.

Foram excluidos do estudo individuos que: usaram antibiéticos ou
antiinflamatérios (esteréides ou ndo) nos seis meses antecedentes ao inicio do
estudo (Miranda et al., 2007; Gomi et al., 2007); bem como 0s que apresentavam
doencas sistémicas que poderiam influenciar o comportamento da doenca
periodontal (The American Academy of Periodontology, 2000; Elter et al., 2002;
Skamagas et al., 2008); fumantes ou ex-fumantes (Bergeron et al., 2007); e os que
tivessem sido submetidos a tratamento periodontal nos ultimos seis meses (Man-
Ying et al., 1999).

Os individuos foram alocados na cidade de Goiania entre agosto de 2008
e abril de 2009, e posteriormente tratados em consultorio particular.

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Universidade de Taubaté (Protocolo CEP/UNITAU n® 386/08) (Anexo A).

4.2 OBTENCAO DOS DADOS CLINICOS

Os dados abaixo foram obtidos, no inicio do estudo em todos os grupos,

trinta dias apds a coleta inicial no grupo gengivite (G) e cinquenta dias apds o
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tratamento do grupo periodontite (P). As informacdes foram devidamente anotadas
em ficha clinica (Anexo B) especificamente elaborada para este projeto, que

continha também o termo de esclarecimento livre e consentido:

4.2.1 indice de placa

Apb6s a realizacdo de anamnese, os individuos incluidos foram
examinados para a obtencdo do indice de placa. Assim, foi feito um isolamento
relativo com gaze esterilizada e biofilme bacteriano foi removido do ter¢o cervical
das faces mesio-vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular e médio-
lingual/palatina de cada dente com o auxilio de uma sonda periodontal milimetrada
do tipo Williams (Hu-Friedy), sendo o resultado codificado em presente ou ausente

(Ainamo & Bay, 1975).

4.2.2 indice de sangramento a sondagem

Em seguida, uma sonda periodontal milimetrada de Williams foi
introduzida no interior do sulco gengival em quatro sitios por dente (mesio-vestibular,
meédio-vestibular, disto-vestibular e médio-lingual/palatina) a fim de se fazer a
avaliacdo da inflamacao gengival pela presengca ou auséncia de sangramento no
sulco gengival até trinta segundos apds a introducdo da sonda (Ainamo & Bay,

1975).

4.2.3 Profundidade de sondagem e nivel de insercao clinica
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Estes parametros foram avaliados utilizando-se uma sonda periodontal
milimetrada do tipo Williams (Hu-Friedy) em seis sitios por dente: mésio-vestibular,
vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual e disto-lingual.

A profundidade de sondagem foi avaliada por meio da distancia
encontrada entre a margem gengival e o fundo do sulco gengival ou bolsa
periodontal.

O nivel de insercao clinica foi avaliado por meio da medida da juncao
cemento-esmalte ao fundo do sulco gengival ou bolsa periodontal.

Todos os exames clinicos do presente estudo foram realizados por um

Unico examinador devidamente treinado e posteriormente calibrado.

4.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.3.1 Coleta microbiologica

As amostras microbianas foram coletadas por meio de cones de papel
previamente esterilizados inseridos no sulco gengival. Nos pacientes saudaveis, a
coleta foi feita na face mesial dos primeiros molares superiores, na face mesial de
um incisivo central superior e na de um inferior; na auséncia destes, ela foi feita nos
dentes imediatamente adjacentes. Nos pacientes com gengivite, a coleta foi feita na
face mesial dos primeiros molares superiores, na face mesial de um incisivo central
superior e na de um inferior; na auséncia destes, ela foi feita nos dentes
imediatamente adjacentes. Nos pacientes com periodontite, foram coletadas
amostras dos sitios com maior profundidade de sondagem — um de cada hemi-arco.

Ap6s a remocao do biofilme supragengival com uma gaze, os sitios foram isolados
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com rolos de algodao estéreis e um sugador de saliva foi utilizado para diminuir o
risco de contaminacéo salivar. Os dentes foram entdo delicadamente secos com jato
de ar por dez segundos. Os cones foram introduzidos no sulco gengival / bolsa
periodontal onde permaneceram durante trinta segundos sendo, em seguida,
colocados em microtubos do tipo eppendorf. Estes microtubos ficaram armazenados

em freezer a -80°C até o processamento das amostras.

4.3.2 Extracao do DNA

Os microtubos foram homogeneizados em agitador mecanico (Vortex®,
Phoenix, AP56) e entdo 300uL foram centrifugados por dez minutos (4690 X g).
Ap6s remogado do sobrenadante, 200uL de matriz comercial de extracdo e
purificacdo de DNA (Instagene, Bio-Rad®) foram adicionados ao pellet formado.
Apo6s homogeneizagao por dez segundos, o material foi mantido em banho-maria por
trinta minutos a 56°C. O material foi entdo novamente homogeneizado por trinta
segundos e mantido por mais oito minutos em banho-maria a 100°C. A conclusao do
processo de extragao e purificacdo deu-se pela homogeneizacao por trinta segundos

e centrifugagao por quatro minutos.

4.3.3 Amplificacao do DNA extraido das amostras por PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador tipo
Mastercycler Gradient (Eppendorf®) na seguinte condi¢do: um ciclo inicial a 95°C/5

min., 35 ciclos 95°C/30seg., 55°C/30seg., 72°C/1min., € um ciclo final de 72°C/5min.
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Com a finalidade de verificar o sucesso do processo de extracdo de DNA,
todas as amostras envolvidas no presente estudo foram processadas inicialmente
utilizando primer especifico para o gene da actina humana. As amostras negativas
para 0 gene da actina humana foram novamente submetidas ao processo de
extracao e, posteriormente, amplificagcdo. A partir de DNA extraido de todas as
amostras, a presenca de A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, P. gingivalis, T.

forsythia e C. rectus foi avaliada empregando primers especificos.

4.3.4 Verificacao da PCR através de eletroforese

Para a analise dos produtos amplificados pela PCR, foi empregada
eletroforese conduzida a 10V/cm? em solugdo tamponada (TBE) por uma hora
empregando-se gel de agarose a 1% corados com Brometo de Etidio. A visualizagao
foi realizada em camara de irradiagao ultravioleta (UV). Marcador de peso molecular
(Ladder 100 — Invitrogen®), bem como, controles positivos e negativos foram
empregados em todos os géis, que foram fotografados e comparados com os

produtos amplificados a partir de cepas padrao, cedidas pelo Instituto Fio Cruz, RJ.

Tabela 1 — Descrigédo dos primers para as bactérias examinadas no estudo

Bactéria Sequéncia de nucleotideos 5" - 3’
C. rectus TTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTC
TTTCTGCAAGCAGACACTCTT
A. actinomycetemcomitans AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC
ATGCCAACTTGACGTTAAAT
P. gingivalis AGGCAGCTTGCCATACTGCG
ACTGTTAGCAACTACCGATGT
P. intermedia TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG
TCAACATCTCTGTATCCTGCGT
T. forsythia GCGTATGTAACCTGCCCGCA
TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
T. denticola TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT
TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA
Controle - B-actina CGTGACATAAAGAGAAGCTGTGC
ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG




Método 32

4.4 ANALISE SALIVAR

4.4.1 Coleta de saliva

A coleta de saliva foi feita de forma estimulada — sempre entre oito e 11h
da manha, por causa do ciclo circadiano — solicitando-se ao paciente que
mastigasse um pequeno pedaco de garrote estéril, sendo coletado 1mL de saliva.O
paciente nao deveria ter ingerido nenhum liquido ou alimento sélido 1h antes da
coleta. A primeira coleta foi realizada assim que o diagnéstico clinico foi
estabelecido. No grupo gengivite, uma nova colega foi feita trinta dias apés a
primeira e no grupo periodontite, cinquenta dias apdés o tratamento periodontal
basico. Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 4°C em 10.000rpm por dez
minutos Em seguida, foram armazenadas em freezer a -80°C e, posteriormente,

processadas para analise bioquimica.

4.4.2 Analise bioquimica da atividade da Arginase

O teste de atividade da arginase foi realizado por meio de um teste
colorimétrico que mediu a L-ornitina formada pela hidrélise da L-arginina, de acordo
com o protocolo estabelecido por Chinard (1952). Cinco microlitros de cada amostra
foram incubados a 37°C por trinta minutos com 500ul de solugao tampao de
carbonato a 60mM (pH9,8) contendo 20mM de L-arginina e TmM de MnCl,. A reacéo
foi entdo interrompida com a adicdo de 1,5mL de acido acético glacial. Em seguida,
0,5mL de solugéo de ninidrina (0,2mL H3PO4 a 6M; 0,3mL de acido acético glacial;

12,5mg de ninidrina) foi adicionada a cada amostra, misturada em vortex, selada e
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aquecida a 100°C por sessenta minutos, quando foi entdo resfriada em banho-maria
a temperatura ambiente e sua capacidade de absorcdo medida a 595nm. Cada
amostra foi analisada em duplicata. Solucbes preparadas contendo 10 a 200nmol de
ornitina foram usadas para construir uma curva padrao. A atividade final de arginase
foi expressa em nanomoles de ornitina formada por minuto por miligrama de proteina

(nmol/mg de proteina).

4.4.3 Proteina Total

A concentracao de proteina salivar foi determinada por um por um teste
de proteina colorimétrico (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA) baseado no método
de Bradford (1976). Dessa forma, a concentracado de proteina solubilizada foi medida
a 595nm com o auxilio de um aparelho espectrofotdmetro (Beckman DU-640 —
International MI-SS Inc., CA, USA). Calculou-se uma curva padrdo, usando-se

albumina sérica bovina e os valores finais foram expressos em mg/ml.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Apo6s completa tabulacdo dos dados clinicos, microbiolégicos e salivares
do presente estudo, os mesmos foram submetidos a tratamento estatistico
especifico.

Para tanto, foram utilizados os softwares Bio Estat 5.0 e SPSS 13.0,
sempre adotando significancia estatistica de 95% (p<0,05) e power de 80%, o que
determinou a inclusédo de pelo menos vinte e seis pacientes por grupo.

Em todas as situacées de analise de interesse, os agrupamentos foram

montados e a caracteristica de distribuicdo amostral foi testada.
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Para as diferentes situacdes de andlise e em funcédo da caracteristica de
distribuicdo dos dados, foram aplicados testes estatisticos. As amostras eram de
variavel quantitativa e distribuicdo ndo normal. Assim, para a andlise das amostras
dependentes (intra-grupo) foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para a analise das
amostras independentes (inter-grupo) foi utilizado o teste de Mann Whitney para dois

grupos e Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos.
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5 RESULTADOS

No presente estudo, foram incluidos 89 individuos, separados em trés
grupos, a saber: 31 no grupo saudavel (K); 27 no grupo gengivite (G) e finalmente 31

no grupo periodontite cronica (P). A tabela 2 ilustra a populacado examinada.

Tabela 2 — Distribuigao da populagéo estudada dividida por género e diagnéstico periodontal

Condicéao periodontal
K G = Total
Masculino 12 9 9 30
Feminino 19 18 22 59
Total 31 27 31 89
(MI£DP) (25,06+5,97) | (33,22£12,09) | (52,16%£11,54) | (36,98%15,37)

MI — Média de Idade em anos; DP — Desvio Padrédo; K — Controle; G — Gengivite; P — Periodontite

Em relagdo aos parametros clinicos avaliados, observou-se uma redugéao
do indice de placa e do indice gengival nos individuos do grupo G1 e P1. Diminuigcao
na profundidade de sondagem e melhora do nivel de insergdo clinica foram
observadas nos individuos com periodontite apds o tratamento periodontal basico
(Tabela 3). Os dados clinicos de toda a populagdo estudada, bem como a
significancia estatistica quando das diferencas entre os tempos pré (0) e pds-terapia

periodontal (1) estdo expressos na tabela 3
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Tabela 3 — Distribuicado dos parametros clinicos avaliados longitudinalmente de acordo com o
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diagnostico periodontal
Idade (anos) IP (%) 1G (%) PS (%) NIC (%)
Grupo N por grupo
MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP
K 25,06+5,97 31 N/A N/A N/A N/A
GO 33,22+12,09 27 70,48+ 19,73 | 71,78+ 22,59 N/A N/A
G1 33,22+12,09 27 25,33+ 17,10 | 23,44+ 12,28 N/A N/A
Valor de p N/A N/A <0,05 <0,05 N/A N/A
PO 52,16+11,54 31 79,00+ 17,90 | 75,03+ 18,27 | 3,00+ 0,45 | 2,25+ 0,98
P1 52,16+11,54 31 33,77+ 15,53 | 30,23+ 14,20 | 2,44+ 0,29 | 1,84+ 1,09
Valor de p N/A N/A <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

K — Controle; GO — Gengivite pré-tratamento; G1- Gengivite pos-tratamento; PO — Periodontite pré-
tratamento; P1 — Periodontite pos-tratamento; IP — Indice de Placa; IG — Indice Gengival; PS —
Profundidade de sondagem; NIC — Nivel de insergao clinica; NA — nao aplicavel

Tabela 4 — Distribuicdo dos parametros microbianos avaliados longitudinalmente de acordo com o
diagnéstico periodontal

Idade Bactérias (%)
Grupo N por grupo

MédiazDP Cr Aa Pg Pi Tf Td
K 25,06+5,97 31 96,7 6,7 7,0 13,3 33,3 13,3
GO 33,22+12,09 27 100,0 11,1 22,2 25,9 66,7 29,6
Gl 33,22+12,09 27 100,0 11,1 7,4 7,4 63,0 18,5

Valordep N/A N/A NS NS NS NS NS NS
PO 52,16+11,54 31 100,0 32,2 74,2 61,3 100,0 77,4
P1 52,16+11,54 31 100,0 29,0 19,4 19,4 58,1 29,0
Valorde p N/A N/A NS NS <0,05 <0,05 <0,05 | <0,05

K — Controle; GO — Gengivite pré-tratamento; G1- Gengivite pds-tratamento; PO — Periodontite pré-
tratamento; P1 — Periodontite pos-tratamento; Cr — C. rectus; Aa — A. actinomycetemcomitans; Pg —
P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf — T. forsythia; Td — T. denticola, NA — nao aplicavel; NS — nao
significante

Tabela 5 — Atividade dos parametros salivares avaliados longitudinalmente de acordo com o
diagndstico periodontal

Idade Arginase Ativ. Espec. Proteina Total (mg/mL)
Grupo N por grupo L.
Média+DP (mIU/mL) (Média+DP) (MédiatDP)

K 25,06+5,97 31 48,66 + 46,35 0,91£0,25

GO 33,22+12,09 27 88,56 + 69,05 1,03+0,41

G1 33,22+12,09 27 60,36 + 71,18 0,97+0,44
Valor de p N/A N/A NS NS

PO 52,16+11,54 31 185,63 +115,24 1,24+0,59

P1 52,16+11,54 31 87,14 +95,20 0,97+0,43
Valor de p N/A N/A <0,05 <0,05

K — Controle; GO — Gengivite pré-tratamento; G1- Gengivite pds-tratamento; PO — Periodontite pré-
tratamento; P1 — Periodontite pds-tratamento; NA — nédo aplicavel; NS — ndo significante
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Quanto a frequéncia bacteriana, observou-se que o grupo K apresentou
maior prevaléncia de C. rectus (p<0,05) em relacdo a T. forsythia, T. denticola, P.
intermedia e P. gingivalis. T. forsythia foi mais prevalente que A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis (p<0,05) (Figura 1). Ja4 o grupo G, apresentou
uma maior frequéncia de C. rectus (p<0,05) em relagédo a T. forsythia. Esta, por sua
vez, foi mais frequente (p<0,05) que T. denticola, P. intermedia, A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis (Figura 2). No grupo P, C. rectus e T.
forsythia foram mais prevalentes (p<0,05) do que T. denticola, P. gingivalis e P.
intermedia e estas mais prevalentes (p<0,05) do que A. actinomycetemcomitans

(Figura 3).
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Figura 1 — Prevaléncia(%) de bactérias no grupo K
Cr — C. rectus; Aa — A. actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf
— T. forsythia; Td — T. denticola; teste estatistico: Wilcoxon
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Figura 2 — Prevaléncia(%) de bactérias no grupo GO
Cr — C. rectus; Aa — A. actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf
— T. forsythia; Td — T. denticola; teste estatistico: Wilcoxon
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Figura 3 — Prevaléncia(%) de bactérias no grupo PO
Cr — C. rectus; Aa — A. actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf
— T. forsythia; Td — T. denticola; teste estatistico: Wilcoxon

Em relacdo ao grupo G, ndo houve reducéo estatisticamente significativa

(p>0,05) dos microrganismos pré e pos-tratamento (Figura 4).
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Figura 4 — Prevaléncia(%) de bactérias no grupo G

GO0 — Gengivite pré-tratamento; G1 — Gengivite pos-tratamento; Cr — C. rectus; Aa — A.

actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf — T. forsythia; Td — T.

denticola; teste estatistico: Mann-Whitney

Em relacdo ao grupo P, observou-se reducéo estatisticamente significante
(p<0,05) dos patégenos P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e T. denticola apés

terapia periodontal. Por outro lado, isso nao foi observado para C. rectus e A.

actinomycetemcomitans (Figura 5).
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Figura 5 — Prevaléncia(%) de bactérias no grupo P

PO — Periodontite pré-tratamento; P1 — Periodontite pds-tratamento; Cr — C. rectus; Aa -
A. actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf — T. forsythia; Td —
T. denticola; teste estatistico: Mann-Whitney
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Comparadas ao grupo K, as frequéncias bacterianas dos grupos GO e PO
evidenciaram uma maior prevaléncia da bactéria T. forsythia no grupo PO do que no
grupo GO (p<0,05) bem como uma maior prevaléncia dessa mesma bactéria no
grupo GO do que no grupo K (p<0,05). Ja as bactérias P. gingivalis, P. intermedia e
T. denticola apresentaram maior prevaléncia no grupo PO comparado aos grupos GO
e K (p<0,05). Apés o tratamento, apenas a bactéria T. forsythia dos grupos G1 e P1
apresentou maior frequéncia em relagao ao grupo K (p<0,05). Todas as outras dos

grupos com doenca foram reduzidas a niveis estatisticamente semelhantes aos do

grupo saudavel (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Prevaléncia(%) de bactérias inter-grupos

K - Controle; GO — Gengivite pré-tratamento; PO — Periodontite pré-tratamento; Cr — C.
rectus; Aa — A. actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf - T.
forsythia; Td — T. denticola; teste estatistico: Kruskal-Wallis
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Figura 7 — Prevaléncia(%) de bactérias inter-grupos

K — Controle; G1 — Gengivite pds-tratamento; P1 — Perioeontite pds-tratamento; Cr — C.
rectus; Aa — A. actinomycetemcomitans; Pg — P. gingivalis; Pi — P. intermedia; Tf - T.
forsythia; Td — T. denticola; teste estatistico: Kruskal-Wallis

Com relagao aos niveis de atividade de arginase, houve uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos GO e PO e o grupo K (Figura
8). Apds o tratamento, houve uma reducado dos niveis de arginase (p<0,05) no grupo
P. Os grupos doentes, apd6s o tratamento, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) em relagdo ao grupo saudavel (Figura 9). A
quantidade de arginase salivar no PO apresentou uma diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05) em relag&o ao grupo P1 (Figura 10).
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Figura 8 — Niveis de arginase salivar (mUI/mL) inter-grupo
K - Controle; GO — Gengivite pré-tratamento; PO — Periodontite pré-tratamento
teste estatistico: Kruskal-Wallis
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Figura 9 — Niveis de arginasesalivar (mUl/mL) inter-grupo
K - Controle; G1 — Gengivite pds-tratamento; P1 — Periodontite pds-tratamento
teste estatistico: Kruskal-Wallis
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Figura 10 - Niveis de arginase salivar (mUI/mL) antes e apds o tratamento periodontal
teste estatistico: Wilcoxon

Quanto a proteina total, observou-se uma reducdo estatisticamente
significativa para o grupo P apdés o tratamento (p<0,05), 0 que ndo ocorreu no grupo
G (Figura 11). Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) quando
comparados os niveis de proteina total entre os grupos K, G0 e PO e entre 0s grupos

K, G1 e P1.
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Figura 11 - Niveis proteina total (mg/mL) antes e apds o tratamento periodontal
teste estatistico: Wilcoxon
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6 DISCUSSAO

A doenca periodontal tem sido, por muito tempo, uma das maiores causas
de perdas dentarias. Devido a seus efeitos acumulativos, a medida que o tempo
passa sem que 0 paciente seja adequadamente diagnosticado e tratado, suas
sequelas tornam-se cada vez mais notérias. Isso inclui aumento de profundidade de
sondagem, presenca de recessdes gengivais, perda de insercao clinica e, como
amplamente observado recentemente na literatura cientifica, disseminacdo de
microrganismos pela corrente sangliinea, aumentando a chance do individuo
apresentar alteracdes sistémicas como doencas cardiovasculares (Beck et al., 1996;
Castro et al., 2000; Kinane et al., 2008), diabetes (Grossi & Genco, 1998; Kiran et al.,
2005) e parto prematuro (Offenbacher et al., 1998; Tarannum & Faizuddin, 2007).

Assim, quanto mais precocemente é feito o diagndstico da doenca
periodontal, ou ainda, quanto mais precocemente se determina a susceptibilidade de
um paciente a ela, melhores sdo as suas perspectivas de saude.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da terapia
periodontal em pacientes com gengivite e periodontite e compara-los a pacientes
saudaveis, utilizando, para isso, parametros clinicos, microbiolégicos e salivares.

Este estudo demonstrou melhora dos parametros clinicos, tanto da
gengivite quanto da periodontite, apds a terapia periodontal basica. Houve uma
reducdo significativa dos indices gengival e de placa nos pacientes com gengivite
apos a orientacéo de higiene bucal com escova e fio dental.

Estes dados estdo em concordancia com muitos estudos (Lée et al., 1965;
The American Academy of Periodontology, 2001; Rosema et al., 2008; Versteeg et

al., 2008; Claydon, 2008), que claramente demonstraram ser suficiente a realizacao
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e um controle diario do biofilme para a reducdo da gengivite e a manutencao da
condicao gengival saudavel em muitos individuos.

Nos pacientes com periodontite, o tratamento periodontal basico —
raspagem e alisamento radicular — foi efetivo para a melhora dos sinais clinicos da
doenca, isto é, reducao da profundidade de sondagem e ganho de insercao clinica.
Muitos outros estudos corroboram nossos resultados (Van der Weijden &
Timmerman, 2002; Cobb, 2002; Colombo et al., 2005; loannou et al., 2009),
demonstrando que este é um método eficaz para o tratamento da periodontite.
Particularmente, o estudo de loannou et al. (2009) demonstrou que houve melhora
dos pacientes, tanto nos parametros clinicos quanto microbiolégicos, quando a
terapia periodontal basica foi utilizada. Além disso, em nosso estudo, os pacientes
com periodontite mostraram uma reducdo significativa dos indices de placa e
gengival. Isso pode ser explicado pelo fato de que, neste grupo, incorporamos
também o mesmo tratamento usado no grupo com gengivite, isto é, orientacdo de
higiene bucal. Apesar de fazer uma comparagao entre escovas elétricas e escovas
manuais, McCracken et al. (2004) demonstraram que ambas as escovas foram
efetivas na reducéo dos indices de placa e gengival, assim como da profundidade de
sondagem, em pacientes submetidos a tratamento periodontal basico com raspagem
e alisamento radicular. Portanto, ele demonstrou, como nds, que o controle
mecanico de biofilme foi efetivo para o controle da gengivite.

Além disso, Gomes et al. (2007-2008) avaliaram o efeito do controle de
biofilme supragengival em pacientes com periodontite, fumantes e nunca fumantes.
Cinquenta pacientes tiveram registrados os indices de placa e gengival, de
sangramento a sondagem, de profundidade de sondagem e perda de inser¢ao
clinica. Foram coletadas também amostras de biofilme subgengival para

quantificagdo, por meio de real time PCR, dos microrganismos P. gingivalis, P.



Discussao 46

micra, D. pneumosintes e A. actinomyctemcomitans. Em seguida, eles foram
submetidos a raspagem supragengival e instruidos quanto as praticas de higiene
bucal. Estas foram reforcadas semanalmente durante todo o periodo experimental
de seis meses. Os resultados evidenciaram reducdo significativa de todos os
parametros clinicos avaliados e uma redugdo da contagem de microrganismos
subgengivais, Os autores concluiram que o controle de biofilme supragengival
melhorou o ambiente subgengival e pode melhorar substancialmente a saude
periodontal e reduzir a necessidade de tratamentos periodontais mais complexos e
que esta pratica poderia ser implementada como rotina antes de intervencdes
subgengivais, evidenciando que o controle de biofilme feito assiduamente pelo
paciente é essencial para uma melhora da doenca.

Assim, ha uma justificativa plausivel na literatura para adotarmos o
protocolo de tratamento de gengivite e periodontite utilizado nesta pesquisa.

Ao avaliarmos o0s parametros microbianos no presente estudo,
observamos, no grupo K, uma presenca significativa de C. rectus (96,7%) que nao
diferiu significativamente dos grupos G e P. Isso estd em concordancia com os
resultados de van Winkelhoff et al. (2002) e de Tavares et al. (2007). E possivel que
a grande prevaléncia dessa espécie tenha relacdo com seu perfil de distribuicao.
Hayashi et al. (2006) avaliaram, por meio de PCR, a distribuicdo de C. rectus e T.
forsythia em varios sitios periodontais de criangas de quatro a seis anos de idade e
constataram que C. rectus era um microrganismo bastante prevalente, detectavel
com 95% de possibilidade com coleta em apenas dois sitios periodontais; por outro
lado, T. forsythia precisara de coletas em sete ou mais sitios para ser detectada com
essa mesma possibilidade. Além disso, Kénénen et al. (2007) avaliaram, por meio de
PCR, a presencga de alguns periodontopatégenos na saliva de pacientes adultos e

concluiram que espécies distintas apresentam diferentes perfis de distribuicao,
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dependendo de variaveis como idade, nivel educacional e estado periodontal. Desta
forma, podemos inferir que fatores inerentes a distribuicdo microbiana podem
justificar estes resultados encontrados em nosso estudo.

Quanto a prevaléncia de microrganismos no grupo GO, nossos resultados
concordam com os de Tavares et al. (2007) em que foi observado uma alta
prevaléncia de C. rectus (96,5%) e uma diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) de T. forsythia em relacdo ao grupo K. Esses dados sugerem que um
aumento da prevaléncia de T. forsythia possivelmente implique numa transicao de
saude para gengivite e, posteriormente, de gengivite para periodontite. Tanner et al.
(2007) afirmaram que essa bactéria — comumente detectada em sitios com
periodontite cronica avangada — pode ser encontrada em pacientes com
periodontite incipiente que exibem atividade de doenca, demonstrando a relacéao
dessa bactéria com a evolucao da doenca periodontal.

Observamos também que, apds o tratamento, ndao houve uma reducgao
estatisticamente significativa (p>0,05) dos microrganismos estudados no grupo com
gengivite. Uma provavel explicagdo para isso € que as bactérias alvo deste estudo
estdo mais diretamente associadas aos individuos que apresentam periodontite.
Surna et al. (2009) identificaram E. nodatum e E. corrodens como sendo bactérias
mais frequentemente encontradas em pacientes com gengivite. Outros autores
(Teles et al., 2007) realizaram um estudo prospectivo por trés anos em que
avaliaram se os beneficios clinicos obtidos com um programa de prevengao
periodontal de pacientes com gengivite eram acompanhados por uma melhora da
microbiota subgengival. Eles observaram que houve uma redugéo estatisticamente
significativa (p<0,05) dos parametros clinicos da gengivite, bem como de bactérias
do género Actinomyces, Capnocytophaga, Campylobacter, Fusobacterium e

Prevotella. Estes resultados diferem dos nossos para o género Campylobacter e
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Prevotella. 1sso pode ser explicado pela diferenca de protocolo de tratamento; ele
utilizou a raspagem supragengival e a profilaxia, além de acompanhar os pacientes
por trés anos, reforcando a orientacao de higiene bucal a cada seis meses durante o
periodo do estudo. Somando-se a isso, no grupo com gengivite, em nosso estudo,
observamos uma reducdo na frequéncia de P. intermedia, apesar de nao ser
estatisticamente significativa (p>0,05).

Em relacdo ao grupo K, os pacientes do grupo G1 ndo apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (p>0,05), exceto para T. forsythia.

No grupo P, nosso estudo mostrou uma prevaléncia estatisticamente
significativa (p<0,05) para C. rectus, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e T.
denticola. Isso estd em concordancia com outros estudos (Cortelli et al., 2005;
Brennan et al., 2007; Tanner et al., 2007; Guan et al., 2008; Tanabe et al., 2008;
Mineoka et al., 2008; Imbronito et al., 2008; Hamlet et al., 2008). Também, Haffajee
et al. (2008) relataram a presencga desses microrganismos entre aqueles que fazem
parte dos complexos vermelho e laranja, ou seja, do grupo de bactérias mais
fortemente envolvido no estabelecimento e desenvolvimento da periodontite crénica.
A baixa prevealéncia de A. actinomycetemcomitans deve-se ao fato deste
microrganismo estar mais especificamente envolvido na periodontite agressiva, o
que nao fazia parte de nosso estudo. No entanto, Tavares et al. (2007) relataram
uma presenca estatisticamente significativa (p<0,05) para A.
actinomycetemcomitans, o que nao encontramos em nossa amostra. Uma provavel
explicagcdo para isso consiste no fato de que seu estudo teve um delineamento do
tipo transversal, o que requereu uma amostra maior da populacdo. Outra
possibilidade € que o estudo de Tavares et al. (2007) n&o fez uma distincdo entre

periodontite crénica e agressiva. Convém ressaltarmos que, tanto este quanto o
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nosso estudo foram conduzidos na mesma regido do Brasil, na cidade de Goiania-
GO, o que traz um esclarecimento maior sobre 0os nossos achados.

Apés o tratamento do grupo P, houve uma significativa redugao intragrupo
das bactérias P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e T. denticola. Nossos
resultados estdo de acordo com os apresentados por Del Peloso Ribeiro et al. (2008)
para as bactérias P. gingivalis e T. forsythia. Semelhantemente ao nosso estudo,
estes mesmos autores — além de Swierkot et al. (2009) — relataram uma reducao
nao significativa para A. actinomycetemcomitans. 1sso possivelmente se deve ao fato
de que essa bactéria tende a penetrar no interior dos tecidos moles (Saglie et al.,
1982; Makoto et al., 2004), o que implicaria na necessidade de se utilizar
antibioticoterapia para se reduzir os numeros dessa espécie. Resultados
semelhantes foram encontrados por loannou et al. (2009), inclusive para T.
denticola, e por Swierkot et al. (2009) para P. intermedia. No entanto, este ultimo
autor ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) para P.
gingivalis.

E interessante notar que C. rectus ndo apresentou reducdo intra ou
intergrupo. Isso esta de acordo com os estudos de Van Winkelhoff et al. (2002),
Cortelli et al. (2005), Tavares et al. (2007) e Cortelli et al. (2008). Miyamoto et al.
(2009), avaliando a presenca de periodontopatégenos na saliva e a sua relagdo com
alguns estreptococos, demonstraram que este microrganismo estava relacionado a
pelo menos uma das bactérias do complexo vermelho (P. gingivalis, T. denticola e T.
forsythia) E provavel, portanto, que esse microrganismo seja um precursor para
outras bactérias periodontopatogénicas em pacientes com maior susceptibilidade a
doenca.

Uma observacdo importante € que a frequéncia de P. gingivalis, P.

intermedia, e T. denticola no grupo P1 tornou-se semelhante a do grupo K,
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demonstrando que, do ponto de vista microbiologico, os individuos do grupo P
tornaram-se saudaveis.

Riep et al. (2009) sugeriram em seu estudo que a associacado de bactérias
especificas com estado de saude ou de doenca periodontal requer futuras
avaliacboes. Eles cogitaram que algumas bactérias frequentemente associadas a
periodontite estariam muito mais associadas a evolucao da doenca periodontal, por
meio do aumento da profundidade de sondagem, do que propriamente a um
diagnostico especifico. Curiosamente, Ramseier et al. (2009) afirmaram que uma
combinacdo entre biomarcadores salivares e biofilme patogénico aumentaria a
possibilidade de uma correta categorizacdo da doenga periodontal. Dessa forma,
nosso estudo demonstrou, por meio da associacao de trés parametros — clinicos,
microbioldgicos e salivares — uma correta alocagao dos individuos de acordo com o
seu diagnostico, bem como demonstrou que o tratamento tornou individuos doentes
em individuos saudaveis, segundo esses mesmos trés parametros.

Conforme descrito anteriormente, a arginase esta envolvida no
mecanismo de varias doencgas, especialmente daquelas de natureza inflamatoria
(Ugar-Cankal & Ozmeric, 2006). Assim, quando avaliamos seus niveis em pacientes
com gengivite e periodontite, percebemos que eles estavam estatisticamente
diferentes entre si e em relagdo ao grupo controle. Ozmeric et al. (2000)
demonstraram isto em seu estudo. Quando compararam a arginase salivar de
pacientes saudaveis a de pacientes com periodontite, verificaram que estes tinham
estatisticamente mais arginase salivar que aqueles. Entretanto, esses autores néo
incluiram um grupo com gengivite e ndo avaliaram a arginase salivar dos pacientes
com periodontite apds tratamento.

Gullu et al. (2005) avaliaram a arginase presente no tecido gengival de

pacientes com periodontite crénica antes e apds dois tipos de tratamento: (a)
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raspagem e alisamento radicular e (b) retalho de Widman modificado. Seus
resultados, curiosamente, mostraram haver um aumento estatisticamente
significativo da arginase apds a terapia, em ambas as modalidades de tratamento,
exatamente o oposto do encontramos em nosso estudo. Essa divergéncia pode ser
explicada pelo fato de que eles mediram a arginase diretamente nos tecidos
gengivais por meio de biopsia, além do fato de que, no estudo de GiillU et al. (2005),
a Oxido nitrico sintetase estava elevada. Dessa forma, como ambas as enzimas
competem pelo mesmo substrato e niveis elevados de ambas sdo nocivos ao
paciente, a arginase mais elevada apds a terapia poderia ser uma tentativa do
organismo de balancear essa relacao. Outra possivel diferenca esta no fato de que a
amostra desse autor constituiu-se de apenas 13 individuos, enquanto, no nosso, de
31 individuos.

Comparados aos do estudo de Gheren et al. (2007), nossos resultados
foram bastante semelhantes. Eles fizeram uma comparagéo dos niveis de arginase
salivar entre pacientes com periodontite e pacientes saudaveis, subdividindo o grupo
teste em dois subgrupos: um com nivel de insercao clinica de até 6mm e outro com
nivel de insercdo clinica de mais de 6mm. Nao foram incluidos pacientes com
gengivite. Assim como em nosso estudo, eles observaram uma reducgéo
estatisticamente significativa (p<0,05) para a arginase e para todos os parametros
clinicos pré e poés-tratamento. No entanto, n&o observaram diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05) para a arginase entre os dois subgrupos da
periodontite. Nosso estudo, por outro lado, comprovou uma diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos K, GO e PO e entre os grupos
PO e P1. Gheren et al. (2007) também nao fizeram uma comparag¢ao entre o grupo
teste pds-tratamento e o grupo controle. Por outro lado, apds o tratamento, nossos

grupos teste (G1 e P1) tiveram niveis de arginase salivar estatisticamente
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semelhantes aos do grupo controle. Assim, também pelo parametro salivar,
podemos inferir que os pacientes do grupo P tornaram-se saudaveis.

Em nosso estudo, ndo houve diferenca estatistica dos niveis de arginase
salivar entre os grupos GO e G1. Isso pode ser explicado pelo fato de que a arginase
€, em parte, sintetizada por macrofagos ativados nos tecidos periodontais
(Salimuddin et al., 1999), sendo que essa produgcdo pode ser estimulada pela
presenca de bactérias periodontopatogénicas (Uematsu et al., 2006; Sosroseno et
al., 2006). Como o grupo G tinha pouca prevaléncia de bactérias
periodontopatogénicas e o0s macrofagos sao células mais caracteristicas da
periodontite, isso pode ter determinado uma menor quantidade de arginase salivar e,
consequentemente, uma menor reducao intragrupo.

Quanto ao grupo P, a reducao de arginase ap0s a terapia periodontal nao
cirdrgica foi estatisticamente significativa (p<0,05). Este dado pode ser explicado
pela reducéo da frequéncia de bactérias periodontopatogénicas e pela redugéao do
processo inflamatério gengival (Salimuddin et al., 1999; Uematsu et al., 2006;
Sosroseno et al., 2006). Nossos resultados divergem daqueles de Gullu et al. (2005),
possivelmente pelos motivos ja explicitados anteriormente.

Quanto a proteina total, houve diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) apenas no grupo P (PO>P1). Como a presenca aumentada de proteina na
saliva é reflexo do aumento da atividade inflamatéria bucal (Nieminen et al., 1993),
podemos inferir que a reducéo da atividade inflamatoria da periodontite reduziu os
niveis de proteina total apds a terapia. Nossos resultados divergem dos de Cortelli et
al. (2009), apesar do método utilizado ser diferente. Eles compararam os efeitos da
terapia full-mouth de estagio unico com Oleos essenciais em relagdo a terapia full-
mouth de estagio Unico com placebo em pacientes com periodontite. Seus

resultados ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05)
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para o grupo controle, que foi submetido a raspagem e placebo. Quando
comparamos nossos resultados aos de Nieminen et al. (1993), observamos uma
concordancia em relacéo a reducao estatisticamente significativa (p<0,05) no grupo
P apéds a terapia. No entanto, em nosso estudo ndo houve diferenca entre o grupo

PO e K.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, podemos concluir que os
parametros clinicos, microbiolégicos e salivares parecem endossar a terapia
periodontal nao cirdrgica como um método eficaz para o tratamento de individuos

com gengivite e periodontite.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCTARFECTTMD
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TfTL'T_D:_ “Aszpciagdo dos mivels de aovidade da argimase salver com a sevemidade da despcs periedomtalr Avaliache clnica
picrabiologica & feumEsiogica; pré & pos terapia nio-cirtrmea™,
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ANEXO

ANEXO A - Declaracdo do Comité de Etica em Pesquisa

PRPPG-Pré-reitoria de Pesquisa e Pés-graduagio
Comité de ética em Pesquisa

Rua Visconde do Rio Branco, 210 Gentro Taubaté-SP 12020-040
Tel.: (12) 3625.4143 — 36351233 Fax: (12) 3632.2047
cep@unitau.br

UNITAU

DECLARACAO N° 385/08

Protocolo CEP/UNITAU n° 386/08 (Esse atimero de registro devera ser citado pelo pesquisador nas correspondéncias

referentes a este projeto)
Projeto de Pesquisa: Associacdo dos niveis de atividade de Arginase Salivar com a severidade da
doenca Periodontal: Avaliacdo clinica, microbioldgica e imunoldgica, pré e pés terapia ndo-
cirirgica
Pesquisador(a) Responsavel: Alexandre Lustosa Pereira

O Comité de FEtica em Pesquisa, em reunifo de 08/08/2008, ¢ no uso das
competéncias definidas na Resolugdo CNS/MS 196/96, considerou o Projeto acima aprovado, apés

atendimento as pendéncias.

Taubaté, 28 de agosto de 2008

Prof. Robison Baroni
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Taubaté
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