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RESUMO

O Diabetes Mellitus € uma doenca internacional com crescente impacto na salde publica
mensurado varios indicadores. A deteccdo precoce da doenca pode ajudar no seu tratamento
eficaz. No Brasil, no entanto, o tratamento do Diabetes geralmente comeca somente depois que
um paciente se apresenta em uma clinica de satide com sintomas severos e em estagio avancado.
Novas ferramentas ndo invasivas de diagndstico precoce da patologia tém o potencial de ajudar
a diminuir as consequéncias econdmicas e sociais no sistema publico de saude brasileiro.
Recentemente, foi demonstrado que a flora bacteriana dos pacientes com diabetes é diferente
dos pacientes normais e, portanto, que a deteccdo de bactérias orais poderia formar a base de
ferramentas diagnosticas precoces ndo invasivas para o diabetes. Neste estudo, caracterizamos
cuidadosamente as condicdes socioecondmicas e de saude bucal de um grupo de pacientes
diabéticos e ndo diabéticos comparaveis que frequentam a UBS Dr. José Figlioulo em Manaus
(Brasil) e foi investigado as amostras de saliva coletadas desses pacientes armazenando-as em
cartdes FTA Whatman que podem ser usados para detectar bactérias orais. Consistente com
estudos anteriores de saude bucal, foram encontradas diferencas significativas entre nossos
grupos de estudo diabético e controle quando comparamos: CPOD (Dentes Cariados, Perdidos
e Obturados, p = 0,005), PSR (Registro Periodontal Simplificado, p = 0,025), periodontite
(0,01) e CA (Circunferéncia Abdominal, p = 0,001). Utilizando um ensaio PCR — Reagdo em
Cadeia Polimerase - bacteriano 16S (muito semelhante a um anteriormente usado para uma
ligacdo entre diabetes e bactérias orais) amplificamos com sucesso 0 DNAr 16S de 46 (92%)
das amostras de saliva do nosso grupo de estudo e usamos RFLP — Polimorfismos de Tamanhos
de Fragmentos de Restricdo - para confirmar os polimorfismos de sequéncia no nosso grupo de
estudo. Os resultados confirmam que os pacientes diabéticos atendidos na clinica de salide José
Figlioulo, em Manaus, tém condi¢bes socioeconémicas e de saude bucal semelhantes aos
pacientes com diabetes no Brasil e em outros lugares. Os resultados também mostram que 0s
cartbes FTA Whatmann podem ser usados para coletar e armazenar DNA (Acido
Desoxirribonucleico) para analise de DNA bacteriano oral e, que possuem o potencial de serem
usados como uma ferramenta de diagndstico de diabetes mellitus baseado em biomarcadores

bacterianos.

Palavras-Chave: Odontologia, Diabetes Mellitus Tipo Il, Saide Publica



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a growing international disease burden. Early detection of the disease can
assist with its effective treatment. In Brazil, however, diabetes treatment often begins only after
a patient presents at a health clinic with severe late-stage symptoms. New early-diagnosing non-
invasive tools have the potential to help relieve the disease burden that diabetes places on the
Brazilian public health system. Recently, it has been shown that the bacterial flora of diabetes
patients is different from normal patients and thus that oral bacteria detection could form the
basis of non-invasive early diagnostic tools for diabetes. In this study, we have carefully
characterised the socioeconomic and oral health conditions of a group of diabetic and
comparable non-diabetic patients that attend the Dr. José Figlioulo health clinic in Manaus
(Brazil) and investigated if saliva samples collected from these patients and stored on whatman
FTA cards might be used to detect oral bacteria. Consistent with previous oral health studies,
significant differences between our diabetic and control study groups were found when we
compared: DMFT (p =0.005), PSR (p = 0.025), periodontitis (0.01) and CA (p =0.001). Using
a bacterial 16S PCR assay (very similar to one previously used to a link between diabetes and
oral bacteria) we successfully amplified 16S rDNA from 46 (92%) of the our study group’s
saliva samples and using RFLP analysis confirmed sequence polymorphisms among our study
group. Our results confirm that diabetes patients attending the José Figlioulo health clinic in
Manaus have similar socioeconomic and oral health conditions to diabetes patients in Brazil
and elsewhere. Our results also show that whatman FTA cards can be used to collect and store
DNA for oral bacterial DNA analysis and thus that these cards have the potential to be used in

an oral-bacteria-based diabetes mellitus diagnostic tool.

Keywords: Dentistry, Diabetes Mellitus Type 1l, Public Health
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Diabetes

Diabetes € um disturbio metabélico relacionado a falta de secrecao de insulina ou a sua
ndo efetividade no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. Se ndo devidamente
controlada o portador sofre degeneracdo fisica através dos problemas renais, circulatérios e
metabdlicos até a morte (OMS, 2016; IFD, 2017). O pancreas por varios motivos como falha
na secrecdo das células B, tumores malignos, inflamacéo do 6rgdo dentre outras causas deixa
de excretar o hormonio; ou o proprio organismo deixa de estar sensivel a esta substancia,
resultando na resisténcia insulinica, seja dado a algum erro na producéo de receptores que se
acoplam a insulina ou na transducéo do sinal para as enzimas responsaveis pela captagdo da
glicose, provocando um aumento dos niveis de aglcar na corrente sanguinea e todo um
descontrole metabdlico. (ALVES, 2006; NELSON e COX, 2014; BAYNES e
DOMINICZACK, 2012)

Caso nédo haja uma melhora na mudanga do comportamento da sociedade, envolvendo
novos habitos alimentares, modo de vida ou modelo de producdo, 0s paises arcardo com um
alto custo para o tratamento desses pacientes, desde absenteismo no sistema de trabalho e custos
com auxilios a medicamentos e recursos humanos no atendimento a satde destes (BRASIL,
2001, FRANCA, et al. 2014, SEMSA, 2018).

1.2 Panorama

Em 2016, Margaret Chan, diretora geral da OMS (Organizacdo Mundial de Saude),
lanca o primeiro relatorio global sobre diabetes usando as seguintes palavras em seu prefécio:
“ Temos uma enorme tarefa em maos”, sinalizando a preocupacdo dos lideres mundiais com
relacdo a esta patologia que além de mutiladora e mortal, prejudica em nivel global a economia
de todos os paises (WHO, 2016).

No relatorio do ano de 2014, 422 milhdes de pessoas viviam com diabetes, e em 2012,
1,5 milhdes de pessoas morreram decorrentes desta patologia. Pela OMS a diabetes custa a
economia global o valor de 827 bilhdes de dolares ao ano. Zacharias, et al. (2016) relata que o
custo do tratamento ambulatorial dos pacientes com Diabetes Mellitus no SUS (Sistema Unico
de Saude), no Brasil, sdo da ordem de US$ 2.108,00 por paciente por més, sendo que
US$1.335,00 com custos diretos. A FID (Federacéo Internacional de Diabetes) na oitava edi¢éo

de seu atlas em 2017 relatou ratificando dados da OMS que 425 milhGes de pessoas na faixa
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etaria entre 20 a 79 anos tém esta patologia (Fig.1). A previsao utilizando esta faixa etaria é que
se chegue a 629 milhdes de pessoas em todo 0 mundo no ano de 2045(IDF, 2017).

Panorama mundial

628,6

40,7 ® /FR
66,7
820 [ J=0]3
62,2 ® MENA
@ NAC
SACA
@ sea
®owr

*Ndmeros en millones

La diabetes es un problema mundial
en aumento

4249

2017 2045

Fig. 1: Estimativa da quantidade de pessoas diabéticas no mundo na faixa-tempo (2017-2045).
Fonte: IDF Diabetes Atlas, 8th ed.

No Brasil, no ano de 2015 houve uma predominancia de 14,3 milhdes de pessoas
diabéticas e estima-se que esta populacdo chegara a 23,2 milhdes de pessoas em 2030 (IDF,
2017; YAMASHITA, et al. 2013; ASSIS, et al. 2012). O perfil dos pacientes acometidos com
diabetes estudado por Artilheiro et al. (2014) ao analisar as internacGes desses pacientes no
SUS, baseou-se no municipio de Joinville/SC/Brasil e afirma que 5,2% das mortes é devido a
essa patologia afetando de sobremodo os grupos vulneraveis, em especial, pessoas de baixa
renda e idosas. No retrato delineado pelo o autor o0s pacientes encontram-se na faixa etaria de
30 a 59 anos, sexo masculino, casados ou acompanhados, baixa escolaridade e classe econémica
intermediaria (B ou C). No Brasil, em um conjunto de 27 cidades estudadas pelo VIGITEL
(Vigilancia de Doencas Cronicas por Inqueérito Telefénico) no ano de 2017, a frequéncia de
diagnostico de diabetes em ambos 0s sexos foi de 7%, com tal porcentagem diminuindo com o
aumento da escolaridade (BRASIL, 2017). A prevaléncia foi 3,9% para a cidade de Manaus,

7,9% para o0 sexo masculino e 6,1% para o sexo feminino.

1.3 Histdrico

N&o é de hoje que esta patologia afeta a humanidade. O nome Diabetes foi denominado
pelo médico romano Arateus devido a triade classica de sintomas (polilria, polidipsia e
polifagia) e o0 complemento Mellitus derivado do nome mel por causa do sabor doce da urina
dos pacientes. Na Antiguidade um documento médico egipcio de 1550 AC ja relatava esses
sintomas, mas s6 em 1850 o fisiologista Claude Bernard demonstrou que a hiperglicemia era
uma caracteristica da doenca. A causa so foi esclarecida com Von Mering e Minkowski em
1889 em experimento de retirada do pancreas em cées. No inicio do século XX descobriu-se a
funcdo endocrina da ilhota de Langerhans e em 1921 Banting e Best relacionaram a insulina

(inicialmente denominada de isletina) com a reducgéo da glicemia em cées pancreotomizados.
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Em 1922 Frederik Banting ganha o prémio Nobel de medicina pela instituicdo da insulina
terapéutica (ALVES, 2006).

1.4 Classificacao

A Diabetes é classificada de forma geral em 4 tipos: Diabetes tipo | (Diabetes
dependente de insulina), Diabetes tipo Il (Diabetes independente de insulina), Diabetes
Gestacional e Diabetes ndo especifico. A Diabetes tipo | é causado pela autodestruicdo das
células B, com forte componente genético e acomete em geral pacientes juvenis. A Diabetes
tipo 11 ocorre em geral em pessoas com mais de 40 anos e esté fortemente associado a obesidade
e resisténcia insulinica. A Diabetes Gestacional é diagnosticada pela primeira vez durante a
gravidez podendo ou ndo permanecer apos o parto e a Diabetes ndo especifica ocorre por outros
varios fatores: defeitos genéticos na producdo da insulina, infeccdes, doencas no pancreas,
inducdo por drogas ou outros produtos quimicos (Tabela 1). (YAMASHITA et al. 2013;
BAYNES e DOMINICZAK, 2012)

Tabela 1 - Classificacdo da Diabetes (BAYNES e DOMINICKAZ, 2012)

Sindrome Comentarios

Tipo 1 Destruicdo Autoimune das células 8

Tipo 2 Resistencia insulinica e falhas nas células 3

Outros tipos Defeitos Genéticos de células B (ex.: mutacdes do gene

glucoquinase). Rara sindrome de resisténcia insulinica

Doencas do pancreas exocrino. Doengas enddcrinas
(acromegalia, sindrome de Cushing). Drogas e diabetes
induzida-quimica, infecgdes (ex.: caxumba)

Raras sindromes com presenca de anticorpos antireceptor.
Diabetes acompanhando outros distarbios genéticas (ex.:
sindrome de Down)

Diabetes Gestacional Algum grau de intolerancia a glicose diagnosticada na gravidez

* Diabetes tipo 1 foi a mais antiga literatura descrita como diabetes insulino-dependente
(IDDM) e tipo 2 como diabetes ndoinsulino-dependente (NIDDM) ou diabetes inicio da
maturidade. Aproximadamente 90% de todos os pacientes diabéticos tem diabetes tipo 2.

1.5 A Fisiopatologia da Diabetes tipo 2
A captacdo de glicose pelos miocitos e adipécitos € mediada pelo transportador de
glicose GLUT4 (Transportador de glicose tipo 1V). Entre as refei¢des, alguns GLUT4 estédo

presentes na membrana plasmatica, porém, a maioria encontra-se sequestrada das membranas
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em pequenas vesiculas intracelulares. A insulina, liberada pelo pancreas (células B das ilhas de
Langherhans), em resposta a alta concentracdo de glicose sanguinea, desencadeia 0 movimento
dessas vesiculas intracelulares 8 membrana plasmatica, onde elas se fundem, expondo assim 0s
transportadores na superficie externa da célula. Com mais moléculas de GLUT4 em acéo, a
taxa de captagdo de glicose aumenta em 15 vezes ou mais. Quando os niveis de glicose
sanguinea retornam ao normal, a liberacdo de insulina torna-se lenta, a maioria das moléculas
de GLUT4 é removida da membrana plasmatica e armazenada em vesicula. (NELSON e COX,
2014)

Quando ha um erro seja na captacdo de glicose nos receptores dos tecidos que possuem
os transportadores para glicose, seja na producdo de insulina pelo o pancreas ou defeitos
genéticos na producdo de hormoénios ou enzimas relacionadas a esse processo é perceptivel a
triade classica que caracteriza a patologia: polidipsia, polilria e polifagia (ALVES, 2006). A
politria é explicada pelo baixo nivel de vasopressina (hormonio antidiurético) que regula a
retencdo de agua pela mobilizacdo de moléculas AQP-2 (Aquaporina - 2) armazenadas em
membranas de vesiculas dentro das células epiteliais que revestem o ducto coletor renal.
Quando as vesiculas se fundem a membrana plasmatica das células epiteliais a permeabilidade
a agua aumenta muito e mais agua é reabsorvida do ducto coletor e retorna ao sangue. Menos
vasopressina, menos AQP-2 e menos retencao de agua. O resultado é volumes copiosos de urina
muito diluida. (NELSON e COX, 2014)

O pH do plasma sanguineo gira em torno de 7,35 a 7,45 e muitas enzimas tem maxima
atividade neste intervalo de pH. Pacientes que ndo fazem tratamento para diabetes interrompe
a captacdo de glicose para dentro dos tecidos e nessas condi¢des, 0s niveis de malonil-CoA
caem, a inibicdo da carnitina-aciltransferase | € aliviada, e os &cidos graxos entram na
mitocdndria para ser degradado a acetil-CoA. O acumulo desse substrato forma corpos
cetbnicos além da capacidade de oxidacao dos tecidos extra-hepaticos. O aumento dos niveis
sanguineos de acetoacetato e D-b-hidroxibutirato diminui o pH do sangue, causando a condigéo
conhecida como acidose, tornando o pH do plasma sanguineo menor do que 7,35. Por causa da
acidose alguns sintomas podem ser relatados: dor de cabega, vomitos, diarreia, estupor,
convulsdes e coma. (NELSON e COX, 2014; BAYNES e DOMINICZACK, 2012)

1.6 O diagndstico da Diabetes tipo 2
O diagnadstico da Diabetes Mellitus 11 é relativamente simples, e se houver esforgos para
sua prevencao, o desenvolvimento da patologia pode ndo acontecer ou ser retardada (BRASIL,

2001). Através de consultas periddicas com a equipe de salde e exames laboratoriais para
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verificagdo da glicemia circulante (Glicemia em Jejum, Hemoglobina Glicada, ou Teste de
Toleréncia a Glicose) é possivel um diagnostico precoce com tratamento imediato, evitando as
morbidades resultantes da doenca (SBD, 2017; BRASIL, 2017; DUNCAN, 2013).

A diabetes tipo Il € uma patologia silenciosa, e quando os sintomas aparecem nao deixa
de ser comum uma complicacdo tardia ja instalada como problemas endoteliais, proteinuria,
retinopatia, neuropatia periférica, doenca arteriosclerotica ou entdo infeccGes de repeticao.
Duncan (2013) caracterizou alguns sinais e sintomas, conforme Tabela 2 abaixo, que podem
levantar suspeita de que o individuo possa estar desenvolvendo a diabetes mellitus iniciando a
fase denominada pré-diabetes, termo hoje elaborado para alertar sobre a necessidade de
mudanca de habitos e estilo de vida no intuito de paralisar o seu desenvolvimento (BRASIL,
2013).

Tabela 2- Suspeita de Diabetes Mellitus

Sinais e Sintomas Classicos:
-Polidria
-Polidipsia
-Perda inexplicada de peso
-Polifagia
Sintomas, menos especificos:
-Fadiga, fraqueza e letargia
-Visdo turva (ou melhora temporaria da visao para perto)
-Prurido vulgar ou cutaneo, balanopostite
Complicacgbes cronicas/doencas intercorrentes:
-Proteinuria
-Neuropatia diabética (cadimbras, parestesias e/ou dor nos membros inferiores,
mononeuropatia de nervo craniano)
-Retinopatia diabética
-Catarata
-Doenca arteriosclerdtica (infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefélico, doenca
vascular periférica)
-Infeccdes de repeticdo
Fonte: DUNCAN, B. B. et al. 2013.
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Por muitos anos foi realizado a reacdo de Fehling como teste diagnostico padrdo para
diabetes, mas atualmente nas dosagens modernas € necessario apenas uma gota de sangue
adicionada a uma fita de teste contendo a enzima glicose-oxidase. Um fotémetro simples mede
a cor produzida quando a H20- (peroxido de hidrogénio) da oxidagéo da glicose reage com um

corante, mostrando a concentragdo de glicose no sangue (Figura 2).

D-Glicose + Oy | Glicose-oxidase(enzima) D-Glicose- 3- lactona+ H,05

Fig. 2: Reacdo de glicose-oxidase, utilizada na dosagem de glicose no sangue. Uma segunda
enzima, uma peroxidase, catalisa a reacdo de H>0O. com um componente incolor para produzir
um produto colorido, o qual € medido por espectrofotometria.

A concentracdo de glicose média pode ser estimada pelo seu efeito na hemoglobina, a
proteina carreadora de oxigénio dos eritrocitos. Uma reacdo ndo enzimatica ocorre entre a
glicose e os grupos amino primarios da hemoglobina. A velocidade deste processo é
proporcional a concentracdo de glicose, por isso esta reacdo pode ser usada como base para a
estimativa do nivel médio de glicose sanguinea ao longo de semanas. A quantidade de
hemoglobina glicada (HbG) circulante em qualquer momento reflete a concentracédo de glicose
sanguinea meédia durante o “periodo de vida” do eritrocito (cerca de 120 dias). Valores normais
sdo 5% da hemoglobina total. A reacdo de glicacdo da hemoglobina forma ap6s uma série de
rearranjos, oxidacgdes, desidratacdes da por¢éo de carboidratos, uma mistura de AGEs (produtos
finais de glicacdo avancada). Estes produtos podem deixar o eritrocito e formar ligacdes
cruzadas covalentes entre as proteinas, interferindo com a funcdo normal delas. Esse acumulo
em pessoas com diabetes € 0 que pode causar problemas aos rins, a retina e ao sistema

cardiovascular.

Seguindo os passos preconizados pelo o MS (Ministério da Saude), os pacientes
precisam apresentar certos sinais e sintomas cléssicos: poliuria, polidipsia, polifagia e perda
inexplicada de peso (os quatro P’s). Mas a determinacdo da hiperglicemia norteia o verdadeiro
diagnostico e é executado por quatro tipos de exames: glicemia casual, glicemia de jejum, teste
de tolerancia a glicose com sobrecarga de 75 g em duas horas (TTG) e, em alguns casos,
hemoglobina glicada (HbA1c). Abaixo na Tabela 3 ha as diretrizes conforme a SBD (Sociedade
Brasileira de Diabetes) dos critérios laboratoriais para o diagndstico da diabetes (BRASIL,
2013).
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Tabela 3 — Valores para o diagnostico de DM tipo 11 e seus estdgios pré-clinicos

Normoglicemia

Pré-diabetes ou
risco
aumentado
para DM

Diabetes
Estabelecido
(Diabetes
Mellitus)

Glicose em

jejum
(mg/dL) !

<100

>100¢e <
1263

> 126

Glicose 2 Glicose ao
horas apos acaso ou
sobrecarga Glicemia
com 75 g de casual
glicose
(mg/dL) —
TTG - 75¢
<140 -
>140e< -
2004
>200 >200 com
sintomas
inequivocos
de
hiperglicemia

HbALc (%)

<5,7

>57e<
6,5

Observacdes

OMS emprega
valor de corte
de 110 mg/dL
para
normalidade
da glicose em
jejum 2
Positividade
de qualquer
dos
parametros
confirma
diagnostico de
pré-diabetes
Positividade
de qualquer
dos
parametros
confirma
diagnostico de
DM.
Método de
HbAlc deve
sero
padronizado.
Na auséncia
de sintomas de
hiperglicemia,
€ necessario
confirmar o
diagnostico
pela repeticéo
de testes.

Fonte: SBD (2017); BRASIL (2013).

1 Jejum de no minimo 8 horas

2 OMS — Organizacgdo Mundial de Saude

3 Categoria denominada glicemia em jejum alterada

4 Intolerancia Oral a Glicose
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1.7 Microbiota Oral

O ecossistema oral humano é um ambiente complexo no qual microrganismos
coexistem harmonicamente e equilibradamente, regulados e controlados por fatores
determinados pelo hospedeiro e pela microbiota relacionada. Qualquer oscilacdo nos trés
grupos (residente, suplementar ou transitéria) que compdem a microbiota oral devido as suas
relacbes ecoldgicas (comensalismo, protocOoperacao, simbiose, competicao, etc.) ou ao status
quo do individuo (saliva, anticorpos, dieta, higienizacdo, uso de medicamentos, problemas
sistémicos, etc.) resultard no inicio de patologias orais que se instalardo a partir deste
desequilibrio. (JORGE, 2012)

Essa comunidade ecoldgica comensal, simbidtica e patogénica que literalmente “mora”
nos espacgos do nosso organismo tem sido cunhada como microbioma oral, termo designado por
Joshua Lederberg (DEWHISRST, 2010). Tal comunidade é diferente até mesmo dentro da
propria cavidade oral, pois cada sitio (bochecha, lingua, labios, palato e dentes) € um
microecossistema dentro do ecossistema oral havendo bactérias proprias em cada local
especifico (ALl e TANWIR, 2012). Tal ecologia oral tem uma estabilidade variavel, seja por
causa de erupcdo ou extracdo dentéria, devido a tratamentos restauradores ou ortodonticos, seja
pela propria esfoliagdo das celulas escamosas que tais microrganismos bacterianos

acompanham.

Alguns estudos indicam que a diversidade bacteriana oral pode variar de uma regido
geogréfica para outra, apesar de ndo se conseguir haver uma conexdo entre regiao geografica e
perfis microbianos. Cameron et al. (2015) obteve amostras de saliva de 40 participantes, em
periodos diferentes do ano, e analisou se haveria variacdo da diversidade bacteriana com relacdo
a variabilidade temporal (comparar amostras coletadas em periodos diferentes ao ano em um
mesmo individuo). A saliva tem sido fortemente estudada visto que estd presente em todas as
estruturas da flora oral. O que o autor encontrou é que ha uma diferenca significativa de
composi¢do bacteriana salivar entre os individuos saudaveis (Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria, Synergistetes e Spirochaetes), todavia sem significancia no periodo

de amostragem, mostrando que o microbioma salivar humano possui estabilidade temporal.

Os microrganismos mais importantes da cavidade oral de forma geral séo divididos em
bacteérias, fungos, virus e Archae. Atualmente ha cerca de 700 espécies ou taxons de bactérias
identificadas na cavidade oral por serem cultivaveis e um grande nimero que ainda necessita
ser identificado por serem incultivaveis. Vinte e cinco géneros que nunca haviam sido relatados

na microbiota oral humana foram detectados pelo sequenciamento molecular, e embora mais
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de 100 genomas bacterianos tenham sido sequenciados, uma grande quantidade de novas
espécies sdo desconhecidos ao ser humano (DEWHIRST, 2010; JORGE, 2012; ALI e
TANWIR, 2012; XU e GUNSOLLEY, 2014; WANG, J. et al. 2013, SAKAMOTO, et al. 2003).

Além da estabilidade temporal, as composic¢des bacterianas possuem suas associacoes,
pois a presenca de um microrganismo gera um nicho para o outro e a producdo de secrecdes
por uma especie pode servir com nutriente para outra (SULTAN et al. 2018). O género
Neisseria torna o microambiente anaerdbio, facilitando o desenvolvimento da Haemophilus e
Veillonela. Esta Gltima interage metabolicamente com o Streptococcus por consumir o &cido
lactico produzido por este, favorecendo a persisténcia de C. albicans. Neisseria, Veillonella,
Haemophilus, Porphyromonas, Fusobacterium, Prevotella e Leptotrichia que sdo encontrados
em locais com reduzidos niveis de nitrato contribuindo para o crescimento do Actinomycetes.
A Veillonella e Rothia pois estes utilizam oxido nitrico exercendo efeitos antimicrobianos em
microbios que produzem &cido acético como a Enterobacter, Acetobacter e Clostridium sp, o

que se torna um fator de risco para doencas cardiovasculares (ANBALAGAN et al. 2017).

A descricdo de microrganismos bacterianos orais iniciaram-se com Anton Van
Leewenhoek em 1863, na observacédo de placas dentarias no microscépio. Nao ha apenas 600
ou 700 taxons na cavidade oral como citado acima, estima-se que através da amplificacdo do
gene RNA ribossomal 16S (16S rRNA) e do seu sequenciamento cheguemos a 19000 filotipos
de amostras bucais ndo-cultiviveis. Neste processo as sequencias similares sdo agrupadas em
OTUS (Unidades Taxond6micas Operacionais) e comparadas com bancos de dados da
subunidade 16, como Silva, Green Genes e RPD. Através do metagenoma, 0 mRNA (RNA
mensageiro) pode se tornar um biomarcador de enfermidade oral, pela analise funcional dos
genes; ja através dos dados metatranscriptdmicos é possivel analisar 0s genes ativos. Eis as
chaves para a criacdo de ferramentas diagndsticas e terapéuticas (SERRANO-COLL et al. 2015;
GOODRICH et al. 2014).

Essas novas tecnologias de sequenciamento molecular conhecidas como Next-
Generation Sequencing (NGS) é que estéo revolucionando o campo da ciéncia demonstrando a
diversidade da microbiota (flora bacteriana) humana, pois utilizando abordagens moleculares
da segunda geracdo de sequenciadores, € sequenciado a regido hipervariavel de subunidades
pequenas do gene ribossomal 16S rRNA identificando as bactérias (ZAURA, 2012; JIANG et
al. 2014). Ling et al. (2013) utilizou o pirosequenciamento 454 para sequenciar a regido
hipervariavel V3 de quatro areas do corpo humano (nasofaringe, saliva, méos e fezes) de dez

estudantes, e relatou acerca da questéo da flora oral:
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E necessario definir a microbiota salivar do corpo humano saudavel
antes de determinar o papel das bactérias nas doencas. Nove Filos,
incluindo Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes, e duas divisdes
candidatas (SR1, TM7), foram encontrados. A grande maioria das
sequéncias na saliva (99,2%) pertenciam a um das cinco principais
Filo: Actinobacteria (4,9%), Bacteroidetes (16,8%), Firmicutes
(58,6%), Fusobacteria (3,0%) e proteobactérias (15,9%) (LING et
al. 2013, p. 6).

O mesmo autor discorre sobre 0s géneros detectados pelas propor¢des OTU’s (Unidades

Taxondmicas Operacionais) encontradas:

Os géneros mais frequentemente detectados na saliva (Proporcées
OTU> 1%) foram Streptococcus (45,5%), Prevotella (10,1%),
Neisseria (7,4%), Haemophilus (5,1%), Porphyromonas (4,7%),
Gemella (3,9%), Rothia (3,0%), Granulicatella (2,2%),
Fusobacterium (2,1%), Actinomyces (1,8%), Veillonella (1,7%) e
Aggregatibacter (1,3%) (LING et al. 2013, p. 7).

Ha outros métodos para a analise de DNA microbiano eficazes, de baixo custo e facil
acesso utilizado na Odontologia e eficazes na area, porém ndo tdo rapidos como 0s
sequenciadores de segunda geracdo: PCR convencional, PCR em Tempo Real, RFLP
(Polimorfismos de Tamanhos de Fragmentos de Restricdo), PCR-ASO (Amplificacdo Alelo
Oligonucleotideos-Especifica), PCR-AP (Reacdo em cadeia da polimerase utilizando primers
arbitrarios), Microarranjos de DNA (Microarrays) e Checkerboard DNA-DNA hybridization
(VALARANI et.al, 2011). O RFLP é muito utilizado na Odontologia Legal identificando
sujeitos através da analise dos fragmentos de corte (restricdo) do DNA que diferem (sdo

polimorficos) em tamanho (comprimento) entre os individuos (MATANNA et al. 2012).

O Instituto Nacional de Saude dos EUA iniciaram em 2005 o Projeto Microbioma
Humano (HMP), para desenvolver estudos sobre os varios microbiomas do corpo humano,
utilizando as técnicas moleculares através do sequenciamento de alvos determinados no gene
16S RNA ribossémico das bactérias, ampliando sobremaneiramente a descoberta de bactérias
ndo cultivaveis na cavidade oral, segundo sitio com maior biodiversidade bacteriana apds o
colon intestinal. Ha seis maiores filos que dominam a cavidade oral: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes e Fusobacteria (ZHANG et al. 2018; SERRANO-
COLL et al. 2015). Na Tabela 4, esta identificado por género, familia e espécie as bactérias

orais ja identificadas de acordo com Jorge (2012).



Tabela 4 — Microbiota Residente Oral

Familia
Acholeplasmataceae
Pasteurallaceae
Actinomycetaceae

Propionebacteriaceae

Bacterioidaceae

Bifidobacteriaceae

Neisseriaceae
Campylobacteraceae

Cytophagaceae
Cardiobacteriaceae

Bacterioidaceae

Enterobacteraceae

Género
Acholeplasma
Actinobacillus
Actinomyces

Arachnia

Bacteroides

Bifidobacterium

Branhamella
Campylobacter

Capnocytophaga

Cardiobacterium

Centipeda

Citrobacter

Espécie

-Acholeplasma laidlawii

-Actinobacillus actinomycetemcomitans

-Actinomyces israelli; -Actimonyces naeslundii; -Actinomyces odontolyticus; -
Actinomyces viscosus; -Actinomyces meyeri

-Arachnia propionica

-Bacteroides forsythus; -Bacteroides heparinolyticus; -Bacteroides oulorum; -
Bacteroides zoogleformans

-Bifidobacteriumm dentiu; -Bifidobacterium denticolens; -Bifidobacterium
inopinatum

-Branhamella catarrhalis

-Campylobacter concisus; -Campylobacter curvus; -Campylobacter
rectus(Wolinella rectus); -Campylobacter sutorum subsp.sputorum
-Capnocytophaga ochacea; -Capnocytophaga granulosa; -Capnocytophaga
haemmolytica; -Capnocytophaga sputigena; -Capnocytophaga gingivalis
-Cardiobacterium hominis

-Centipeda periodontii

-Citrobacter spp.; -C. freundii; -C. diversus; -C. amalonaticus
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Corynebacteriaceae
Pseudomonadaceae
Neisseriaceae

Enterobacteriaceae

Streptococcaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae

Eubacteriaceae

Fusobacteriaceae

Gemella

Pasteuralaceae

Helicibacteraceae

Corynebacterium
Chryseomonas
Eikenella

Enterobacter

Enterococos
Erwinia
Escherichia

Eubacterium

Fusobacterium

Streptococcaceae

Haemophilus

Helicobacter

-Corynebacterium matruchotti; - Corynebacterium xerosis

-Chryseomonas luteola

-Eikenella corrodens

-Entobacterobacter cloacae; -Enterobacter aerogenes; -Enterobacter
sakazakii; -Enterobacter aglomerans; -Enterobacter gergoviae; -Enterobacter
intermedium; -Enterobacter amnigenus 2; -Enterobacter spp; -Enterobacter
taylorae

-Enterococcus faecalis; -Enterococcus faecium

-Erwinia spp(raro)

-Escherichia coli

-Eubacterium alactolyticum; -Eubacterium brachy; -Eubacterium nodatum; -
Eubacterium timidum; -Eubacterium saburreum; -Eubacterium ventriosum; -
Eubacterium yuri

-Fusobacterium alocis; -Fusobacterium necrophorum; -Fusobacterium
nucleatum; -Fusobacterium periodonticum; -Fusobacterium sulci

-Gemella haemolysans; -Gemella morbillorum

-Haemophilus aphrophilus; -Haemophilus parahaemolyticus; -Haemophilus
parainfluenzae; -Haemophilus paraphrophilus; -Haemophilus
paraphrophaemolyticus; -Haemophilus segnis

-Helicobacter pylori
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Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

Lactobacillaceae

Fusobacteriaceae

Micrococcaceae
Streptococcaceae
Peptococcaceae
Neisseriaceae(talvez
Moraxellaceae)

Mycoplasmataceae

Neisseriaceae

Klebsiella

Kluyvera
Lactobacillus

Leptotrichia

Micrococcus
Micromonas

Mitsuokella

Moraxella (subgénero)
Branhamella (subgénero)

Mycoplasma

Neisseria

-K. pneumoniae pneumoniae; -Klebisiella penumoniae ozaenae; -Kelbsiella p.
rhinoscleromatis; -Klebisiella oxytoca; -Klebsiella terrigena; -Klebsiella
planticola; -Klebsiella ornithinolytica; -Klebsiella spp.

-Kluyvera spp.; -Kluyvera ascorbata

-Lactobaccillus acidophilus; -Lactobaccilus brevis; -Lactobaccilus buchneri;
-Lactobaccilus casei; -Lactobaccilus celobiousus; -Lactobaccilus confusus; -

Lactobacillus crispatus; -Lactobacillus fermentum; -Lactobacillus gasseri;

Lactobacillus oris; -Lactobacillus plantarium; -Lactobacillus paracasei;

Lactobacillus rimae; -Lactobacillus salivarius; -Lactobacillus uli;
Lactobacillus rhamnosus

-Leptotrichia bucallis; -Leptotrichia hofstadii; -Leptotrichia shabhii;

Leptotrichia wadei

-Micrococcus spp.

-Micromonas micros

-Mitsuokella dentalis

-Moraxella catarrhalis;

-Banhamella catrrhalis (antiga Neisseria catarrhalis)

-Mycoplasma buccale; -Mycoplasma falcium; -Mycoplasma lipophilum; -
Mycoplasma orale; -Mycoplasma salivarium

-Neisseria flavencens; -Neisseria mucosa; -Neisseria sicca; -Neisseria

subflava
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Entorobacteriaceae

Peptococcaceae

Streptococcaceae

Bacterioidaceae

Bacterioidaceae

Proprionibacteriaceae
Pseudomonadaceae

Micrococcaceae

Peptococcaceae

Enterobacteriacea

Pantoea

Peptococcus

Peptostreptococcus

Porphyromonas

Prevotella

Propionibacterium

Pseudomonas

Rothia

Selenomonas

Serratia

-Pantoea aglomerans; -Pantoea dispersa; -Pantoea punctata; -Pantoea
citrea; -Pantoea térrea; -Pantoea anands; -Pantoea stwartii

-Peptococcus niger

-Peptostreptococcus  anaerobius;  -Peptostreptococcus ~ micros; -
Peptostreptococcus magnus

-Porphyromonas  asaccharolytica;  -Porphyromonas  catoniae; -
Porphyromonas endodontalis; -Porphyromonas gingivalis

-Prevotella bivia; -Prevotella buccae; -Prevotella bucallis; -Prevotella
corporis; -Prevotella dentalis; -Prevotella denticula; -Prevotella enoeca; -
Prevotella intermedia; -Prevotella loeschi; -Prevotella melaninogenica; -
Prevotella nigrescens; -Prevotella oralis; -Prevotella oris; -Prevotella
salivae; -Prevotella shahii; -Prevotella veroladis; -Prevotella zoogleoformans
-Propionibacterium propionicum

-P. aeruginosa; -P. maltophilia; -P. cepacia; -Pseudomonas spp.; -P.
fluorescens; -P. maltoplilia; -P. stutzeri; -P. paucimobilis; -P. pseudomallei
-Rothia denthocariosa; -Rothia mucilaginosa

-Selenomonas artemidis; -Selemonas dianae; -Selenomonas flueggei; -
Selenomonas infelix

-Selenomonas noxia; -Selenomonas sputigena

-S. marcescens; -S. liquefaciens; -S. rudidaea; -S. plymutica; -S. odorifera
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Staphylococcaceae

Micrococcaceae

Streptococaceae

Staphylococcus

Stomatococcus

Streptococcus

-Staphylococcus aureus subsp. Aureus; -Staphylococcus aureus subsp.
Anaerobius;  -Stahylococcus hyicus;  -Staphylococcus — schleiferi; -
Staphylococcus epidermides; -Staphylococus saccharolyticus

-Stomatococcus mucilaginosus

Grupo mutans

-Streptococcus mutans; -Streptococcus sobrinus; -Streptococcus cricetus; -
Streptococcus rattus; -Streptococcus downei; -Streptococcus macacae; -

Streptococcus ferus

Grupo anginosus
-Streptococcus anginosus; -Streptococcus constellatus; -Streptococcus

intermdius

Grupo mitis
-Streptococcus mitis; -Streptococcus oralis; -Streptococcus
sanguis(sanguinis); -Streptococcus gordonii; -Streptococcus parasanguis; -

Streptococcus crista; -Streptococcus pneumoniae

Grupo salivaris
-Streptococcus  salivaris;  -Streptococcus infantarius; -Streptococcus

vestibulares; -Streptococcus thermophilus
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Bacterioidaceae
Spirochaetaceae

Mycoplasmataceae
Veillonellaceae

Enterobacteriaceae

Tannerella

Treponema

Ureaplasma
Veillonella

Yersinia

-Tannerella forsythensis (forshytia)

-Treponema  denticola;  -Treponema  macrodentium;  -Treponema
scoliodontum; -Treponema sockranskii (subsp. buccale; subsp. paredis; subsp.
socranskii); -Treponema vincentii

-Ureaplasma urealyticum

-Veillonella atypica; -Veillonella dyspar; -Veillonela montpellierensis; -
Veillonela parvula

-Y. enterocolitica; -Y. intermedia

Fonte: Jorge (2012).
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1.8 A Diabetes Mellitus e a Satde Oral

Na Diabetes Mellitus tipo Il 0 aumento do nivel de glicose sanguinea desequilibra a
populacéo de bacterias que viviam harmonicamente na microbiota oral, abrindo uma porta para
0 crescimento de bactérias patdgenas. Como este processo ocorre ainda € mal compreendido, 0
que se tem conhecimento € de que a Diabetes é um fator de risco para doencgas periodontais
visto que o sistema imunoldgico, a microbiota subgengival, o0 metabolismo do colégeno e a
consequente vascularizacdo local € comprometida. Acrescentando a este quadro morbido, a
periodontite, comum nestes pacientes, compromete o controle glicémico por elevar o nivel de
citocinas pré-inflamatorias, e essa bacteremia local possibilita que bactérias atinjam a corrente
sanguinea promovendo complicacOes cardiovasculares (SILVA, 2016; YAMISHITA et al.
2013).

Embora todo o conhecimento pareca estar completo, a relagdo periodontite e diabetes
ndo estd muito claro. Recentemente ha uma relacdo bidirecional entre periodontite, controle
glicémico e doencas orais (periodontite). O tratamento de infec¢Bes periodontais em diabéticos
diminui significativamente os niveis de HbA1C (Hemoglobina Glicada), e estudos mostram
que a periodontite induz a bacteremia 0 que pode elevar as citocinas pro-inflamatorias
resultando em aumento de resisténcia insulinica e¢ destruicdo das células P pancreaticas
(ALPERT, 2017). Kogawa et al. (2016), encontrou um aumento de cromogranina A (CgA) em
pacientes diabéticos ndo controlados que apresentavam uma doenca periodontal severa,
condigdo mais grave do que o risco de cérie. A cromogranina A é um &cido glicoprotéico
advindo das vesiculas secretoras de células neurais e enddcrinas sendo um marcador biol6gico
da acdo do nervo simpético. Esta, € conhecida por aumentar a reposta ao stress fisico e
psicolégico, fortemente indicadora de stress e sua associacdo entre altos niveis de CgA e

periodontite esta sendo sugerida.

O periodonto, muito similar ao que ocorre na retina e glomérulo renal, € afetado pelos
produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), pelo aumento do stress oxidativo no tecido, e
pela alteracdo nas fungbes das células endoteliais e imunes (neutrofilos, mondcitos e
macrofagos). A aderéncia neutréfila, a quimiotaxia e a fagocitose prejudicada possibilita a
permanéncia de bactérias na bolsa periodontal e as citocinas e mediadores pré-inflamatorios
(TNF- a, IL-6, fibrinogénio, Proteina C-reativa, IL-1 ) além de causar danos ao DNA gengival
e destruicdo 6ssea, impactam no controle glicémico pelo o aumento da resisténcia insulinica
(WANG, J. et al. 2013; MEALEY, B.L. et al. 2008). Tem sido proposto que o periodonto

inflamado possa atuar como uma fonte endécrina de mediadores inflamatérios, como TNF-a,
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IL-1, PGE-2 e IL-6 e de que metalonoproteinases de matriz degradam coldgeno promovendo a
microangiopatia no periodonto (OHLRICH, 2010). Em combinagdo com essas complicagdes
sistémicas, ha frequentemente manifestacfes orais e complicacfes que incluem xerostomia e

doencas mucosas (Ulcera aftosa recorrente e sindrome da boca ardida).

Caso o paciente ndo realize uma dieta reduzida de carboidratos, a saliva desses pacientes
se torna um adequado meio de crescimento para 0s microrganismos orais responsaveis pelas
caries, doencas periodontais e infeccBes fungicas presentes nesses portadores. A necessidade
desses usuérios de ter uma rotina de visitas ao dentista é imperativo, tanto no inicio do
tratamento da diabetes debelando focos infecciosos quanto durante, visto que, as medicacgoes
de controle da diabetes possuem efeitos colaterais que interferem no atendimento odontol6gico
como a xerostomia, a hipotensdo postural, 0 coma diabético e a hipoglicemia. (SEVERSON et
al. 2014).

Para o cirurgido-dentista € de suma importancia ter conhecimento de como realizar o
atendimento aos pacientes portadores de diabetes, pois nestes a maior preocupacdo sdo as
doencas periodontais que classicamente afeta os diabéticos. Indices periodontais sio
idealizados para que a nivel coletivo ou mesmo individual possa se conhecer o status quo do
paciente e instalar o tratamento adequado. Um desses indices € o RPS (Registro Periodontal
Simplificado), uma modificacdo do CPITN (indice de Necessidade de Tratamento Periodontal
Comunitério) desenvolvido em 1992 pela Associa¢do Dental Americana (ADA) e a Academia
Americana de Periodontologia (AAP), sob o patrocinio da Procter & Gamble. O RPS tem sido
amplamente difundido, por avaliar de forma rapida e simples as condi¢des periodontais dos
individuos, tanto para identificar a saude periodontal como problemas periodontais, sendo um
bom aliado para a identificacéo a nivel coletivo no SUS. (OLIVEIRA et al. 2013).

Através de sinais e sintomas encontradas na cavidade oral o profissional em
Odontologia no atendimento aos portadores de Diabetes Mellitus tipo I, pode instituir o
tratamento necessario para auxiliar no controle da doenga. Algumas patologias orais possuem
relacdo direta com a hiperglicemia e cetoacidose diabética, como a periodontite e gengivite,
havendo até mesmo quando ndo tratadas, um inadequado controle glicémico no paciente, em
razdo de que ha uma relacdo bidirecional de fatores pré-inflamatorios presentes na cavidade
oral por causa dessas patologias e 0 aumento da resisténcia insulinica nos tecidos (OLIVEIRA
et al. 2018, SANDBERG et al. 2000, ZHANG et al. 2018, LONG et al. 2017, AMARAL et al.
2006, OLHRICH et al. 2010, MEALY e ROSE, 2008, FELIPE et al. 2013, SEVERSON et al.
2014).
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A diabetes esta claramente associada com obesidade e doenca periodontal. Shillitoe et
al (2013) realizou um estudo da microflora oral e intestinal em pacientes que sofreram
revascularizacdo intestinal chamada Roux-em-Y Gastric Bypass (RYGB) para diminuicao de
peso corporal. O autor reportou nas suas amostras antes/pds cirurgia que os niveis glicémicos
dos sujeitos pds-cirargicos entraram em normalidade, dado a perda do peso, sendo a
Bifidobactéria presente tanto no intestino como na boca a mais abundante. O autor conclui:

“Este estudo investigou a viabilidade de estudar a microflora oral
em pacientes submetidos a cirurgia de bypass gastrico como uma
nova abordagem para aumentar nossa compreenséo da obesidade e
suas comorbidades DM2 e doen¢a periodontal. Os dados sdo
consistentes com as hipoteses de que o RYGB afeta 0 microbioma
do trato gastrointestinal e que os estudos da flora oral podem
fornecer informagfes Uteis para direcionar potenciais novos
tratamentos. Estudos futuros exigirdo populagdes maiores de
pacientes, observa¢des em todo o microbioma e investigacdes dos
mecanismos de organismos selecionados” (SHILLITOE et al.
2012).

Na Suécia, Sandberg et al. (2000) realizou um estudo de corte transversal comparando
102 diabéticos e 102 grupo controle equiparando idade e género. Algumas condic@es clinicas
foram observadas: indice gengival, indice de placa, profundidade de bolsa periodontal, nivel de
perda Gssea, caries iniciais ou manifestas, presenca ou ndo de xerostomia, ha quanto tempo o
paciente foi diagnosticado com diabetes, como € realizado o tratamento de controle (dieta ou
drogas, tratamento insulinico ou combinacdo de ambos). Os pacientes diabéticos desenvolvem
severa periodontite possivelmente ao fato da hiperglicemia no fluido gengival; a carie de raiz é
frequente provavelmente por causa da xerostomia presente nesse grupo, no entanto nao ha
correlacdo entre a duracdo do tempo de diagnoéstico de diabetes com a prevaléncia e severidade

da doenca periodontal.

O individuo em estado pré-diabético possui uma forte propensdo em futuramente ser um
paciente portador de Diabetes Mellitus tipo Il e de doencas cardiovasculares. A diabetes esta
associada com o aumento do risco de desenvolver periodontite, e ha a classica hipotese
bidirecional positiva de que a disbiose subgengival pode se tornar um marcador de periodontite
assim como um fator de risco para a desestabilizacdo glicémica em pacientes com diabetes
controlado. Conforme Olrich, et al. (2010) os individuos diabéticos podem ser mais suscetiveis

a periodontite cronica, como resultado da hiperglicemia que altera o microambiente
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subgengival, de tal forma que as espécies bacterianas mais patogénicas se tornardo dominantes.
NUmeros aumentados dos chamados patdgenos periodontais foram isolados de bolsas
periodontais de pacientes diabéticos embora as diferencas especificas na microbiota de

diabéticos em comparacdo com ndo-diabéticos ndo estejam claras.

Recentemente, hé a hipdtese de que a dishiose gengival pode contribuir para a génese
de diabetes entre individuos livres desta patologia. Consequentemente, a presenca crescente de
certas bactérias pode se tornar biomarcadores precoces para prever o risco futuro de patologias
locais e sistémicas. Autores acreditam que as bactérias periodontopatogénicas podem estar
associadas com alta prevaléncia de prediabetes. O estado prediabetes € diagnosticado, de acordo
com a definicdo da ADA, em pacientes com uma HbA1c entre 5,7% e 6,4% ou glicemia em
jejum entre 100 a 125 mg/dL. Algumas bactérias subgengivais foram associadas a esse estado:
A. actinomycetemcomitans, T. denticola, T. forsythia, A. naeslundii. Isso mostra uma forte
associagao entre a periodontite e pre-diabetes. Demmer et al. (2015) afirmam ter sido o primeiro
estudo a investigar a associacdo entre a microbiota periodontal e a prevaléncia de prediabetes

entre adultos jovens livres de diabetes.

Em estudos realizados na Tailandia, comparando individuos diabéticos e grupo controle,
chegou-se as seguintes conclus@es: 1° - Quanto mais alto os niveis de marcadores biologicos de
glicose (glicemia em jejum e HbA1c) maior atividade de carie nos pacientes diabéticos, apesar
de que essa diferenca ndo seja estatisticamente significante; 2° - H4 um elevado nimero de
estreptococos e lactobacilos cultivaveis associados ao indice de carie, com o numero de
Lactobacillus muito mais alto, correlacionando positivamente os niveis de glicose em jejum e
HbAlc com os niveis de estreptococos e lactobacilos (KAMPOO et al. 2014).

Outro estudo na india comparou amostras de saliva e de sangue em pacientes diabéticos
apos o uso Neem stick (Azzadiracta indica) realizando uma sequéncia metagenémica com lon
Torrent PGM com os niveis de uma proteina quimiotaxica de mondcito (MCP-1). Na analise
microbiana dos sujeitos com diabetes tipo Il antes do uso do Neem foi encontrado:
Streptococcus (95,8%, predominante na saliva destes pacientes), Neisseria (87,5%), Veillonella
(72,2%), Haemophilus (87,5%), Vibrio (62,4%), Rothia (64%), Actinomycetes (25%),
Fusobacterium (21%), Pasteurellaceae (0,8%) e Pigmentiphaga (12,5%). Eikenella (0,74%),
Gamella e Leptotrichia (20%) tambem foi encontrado. Apds o uso do Neem stick a carga
bacteriana oral reduziu consideravelmente, e a deteccdo de altos niveis de MCP-1 foi
relacionado a altos niveis de glicemia. A resisténcia insulinica foi induzida pelo constante baixo
grau de inflamacéo presente (ANBALAGAN et al. 2017).
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Atraveés da analise de sequenciamento do 16S rRNA, Ogawa et al. (2017) caracterizou
a microbiota existente em saliva ndo estimulada de 3 pacientes com diabetes tipo 2 e 12 sem
evidéncias com diabetes (estado pré-diabetes) e 9 como grupo controle. No grupo com Diabetes
Mellitus Actinomyces e Selenomonas foi significativamente abundante enquanto a taxa de
Alloprevotella mostrou-se mais baixa no grupo nao diabético. A disbiose oral ndo esté clara na
associacdo com a microbiota intestinal, apesar da forte ligacdo entre placa dentaria, doenca

periodontal e desordens sistémicas como diabetes.

Rajakumari e Kumari (2016) analisou da prevaléncia a flora bacteriana oral aerébica de
200 swabs bucais de individuos diabéticos em Pondicherry/india utilizando placas de &gar de
sangue e testes bioguimicos convencionais com apenas uma bactéria isolada caracterizada
filogeneticamente usando o sequenciamento do 16S rRNA e chegou a conclusdo de que 0s
organismos Gram positivos sdo os mais predominantes na cavidade oral de individuos
diabéticos. Os resultados foram: Staphylocous aureus (49,5%), Streptococcus pyogenes
(1,44%), Streptococcus sp. (19,85%), Micrococcus sp. (3,61%), Lactobacillus sp. (3,24%),
Escherichia coli (0,72%), Enterobacter sp. (2,16%), Klebsiella sp. (1,44%), Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae (0,36%), Proteus sp. (1,44%), Citrobacter sp. (3,24%),
Serratia sp. (3,97%), Salmonella typhi (1,08%), Pseudomonas aeruginosa (1,44%) e 6,49%

bactérias isoladas ndo identificadas.

Long et al. (2017) comparou 98 portadores de diabetes tipo Il, 99 pacientes nédo
diabéticos obesos e 97 ndo diabéticos com peso normal (controle) através do sequenciamento
do gene 16S rRNA. Quanto mais alta a taxa de abundancia do filo Actinobacteria (grupo de
bactéria gram positiva) na cavidade oral, menor € o risco do paciente ser portador de diabetes
(Em especial o Actinomyces, representante deste filo). A familia Gemellaceae do filo
Firmicutes mostrou-se muito abundante e presente em todos os pacientes com diabetes e apenas

um género o Gemella foi associada com o0 aumento do risco de diabetes.

Nabee et al. (2017) acompanhou 150 pacientes moradores de Mauricia/Africa divididos
em 3 grupos: diabéticos, cardiacos e controle. Os autores avaliaram a saliva dos individuos
através de incubagdo bacteriana e mensuraram a saude bucal através do CPOD (indice de dentes
perdidos, cariados e obturados) e ORI (indice de classificacdo oral). A carga microbiana de
Streptococcus mutans nos diabéticos diagnosticados em longa data foi maior do que no grupo
controle e 0s pacientes cardiacos possuiam essa mesma espéecie bacteriana, porém em dobro
guando comparado com o grupo dos diabéticos. O pH salivar mais baixo correlacionado com

um CPOD mais alto corrobora esses estudos. I1sso conforme os autores sdo devido a uma
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alteracdo da composicdo salivar e de seu fluxo o que proporciona uma modificagdo nas
proporcdes de espécies bacterianas orais na ecologia microbiana bucal, o que faz com que haja

esse aumento de bactérias cariogénicas encontradas nos pacientes diabéticos e cardiacos.

Zhou et al. (2013) estudando através do pirosequenciamento 454 do 16S rDNA a
correlacdo das bactérias entre pacientes diabéticos ou ndo e com ou sem periodontite,
reconheceu que a tendéncia da flora saudavel é de reduzir-se nos pacientes diabéticos sem
periodontite predispondo-os a desenvolverem essa patologia, e que 0 excesso de glicose nos
fluidos gengivais favorece o crescimento de certas bactérias como a C. sputigena, notdria
fermentadora de glicose e abundante na flora oral dos diabéticos. Ainda identificou certas

bactérias desconhecidas associadas a periodontite em suas amostras.

A cavidade oral possui uma complexa diversidade microbiana, e depende da
manutencdo do equilibrio e da homeostasia dessa comunidade o desenvolvimento ou ndo de
determinadas doencas orais ou sistémicas. H4 um papel importante desses microorganismos em
doencas sistémicas como diabetes, endocardite bacteriana, inflamacéo do intestino, problemas
na gravidez, pneumonia, cancer pancretico e cancer do colén. Xiao et al. (2016) utilizando o
pirosequenciamento 454 FLX para amplificacdo da regido hipervariavel V1-V3 do 16S rDNA,
identificou uma bactéria (Cardiobacterium) participante da microflora oral e nasofaringea que
integra o grupo HACEK (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella e Kingella)
que facilmente provoca a endocardite bacteriana. Raramente ha estudos que relacionem as

bactérias orais e doencas sistémicas.

Sakamoto et al. (2003) utilizou a analise do polimorfismo de comprimento de fragmento
de restricdo terminal para caracterizar juntamente com um sequenciador de DNA automatico a
flora bacteriana de 18 pacientes saudaveis e 18 pacientes com periodontite na amostra de saliva
utilizando tal técnica na area 16S rDNA bacteriana amplificada por PCR. Com esta técnica 0s
autores encontraram uma diversidade inesperada em pacientes com periodontite, validando este
método molecular para o estudo de bactérias orais para qualquer situacdo. Essa € uma técnica
rapida para avaliar a diversidade de perfis bacterianos complexos comparando a estrutura e a
diversidade de populagdes de ecossistemas diversos, Util para um diagndéstico rapido (L1U et al.
1997).

O estudo com diabéticos ndo se restringe apenas a parte bacteriana. E conhecido que a
micologia dos pacientes diabéticos é rica na quantidade de Candida Albicans, e é possivel com

a técnica de RFLP identificar e diferenciar as espécies de Candida nesses pacientes.
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Mohammadi et al. (2016) realizou um estudo neste sentido ao comparar as espécies de Candida
presentes em pacientes diabéticos e ndo diabéticos, o que confirmou através deste método a

maior frequéncia deste fungo em portadores de Diabetes Melllitus.

1.9 Diabetes Mellitus e a Atencéo Priméria

A Atencdo Priméria a Saude (APS) define-se como um conjunto de intervencbes que
age sobre os determinantes e condicionantes de salde da populacdo, cujas aces de promogéo,
protecéo e reabilitacio da sadde baseia-se nos principios do Sistema Unico de Satde (SUS):
universalidade, equidade e integralidade. Se propde a ser a primeira porta de entrada aos
servicos conforme norma operacional béasica do SUS de 1996 (NOB/96) através da ESF
(Estratégia Saude da Familia), orientado a APS, sendo um eixo de coordenacdo do cuidado e
de ordenacdo das Redes de Atencdo a Saude (RAS), tendo como base de funcionamento as
Unidades Basicas de Saude pelas quais 0 usuario acessa o sistema, havendo hoje uma cobertura
populacional nacional de 58% (LIMA et al. 2008; MOROSONI et al. 2018).

Quando falamos de Atencdo Primaria a Saude (APS), no Brasil, o primeiro impacto que
chega as nossas mentes é de postos de salde repletos de usuarios, falta de medicamentos, falta
de infraestrutura e de recursos humanos necessarios para atender a demanda adstrita na
territorialidade destes pontos de atendimento. Infelizmente apds, 30 anos de implantacdo do
SUS (Sistema Unico de Satde), ainda convivemos com essa realidade em nosso pais. O termo
APS, desenvolvido marcadamente por Barbara Starfield em seus estudos, tem como conceito
principal o acesso aos cuidados primarios, a longitudinalidade do cuidado, igualmente visto
como continuidade de cuidados, centrado no atendimento a familia no intuito de atender toda a
comunidade (LAVRAS, 2011).

Ao chegar em nosso pais, o termo internacionalmente conhecido como Atencéo
Primaria a Saude (APS) tornou-se sinbnimo de Atencao Béasica a Salude apesar das discussdes
conceituais no campo tedrico. Muitos sanitaristas ndo acatam esta visdo, visto que a palavra
“bésico” se torna semelhante a “cesta basica de servigos”, utilizado pelos os 6rgdos financeiros
internacionais, principalmente o BMI (Banco Monetario Internacional) e repudiado pelo
Movimento Sanitarista Brasileiro. Limitar 0 acesso a poucos servi¢os que em nada alcangam
as necessidades reais de cada pais, e principalmente num pais como 0 nosso extremamente
diversificado em seus problemas de salde, seria e & um contrassenso (OLIVEIRA e PEREIRA
2013).
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Deve-se ter em mente que Atencdo Primaria a Saude, ndo pode ser associada a uma
salde destinada aos pobres ou para a populacdo carente. Mas sim um ordenamento ou
reordenamento do sistema de saude para que a APS seja vista com um dos niveis de atencdo a
salde da populacdo, ou melhor denominando como o primeiro nivel que tenha o potencial de
ter ampla cobertura populacional e proporcione resolutividade na maioria dos problemas de
salde que assolam um pais. Deve ser um sistema que possa gerenciar 0s servi¢os de salde em
redes de atencdo de saude utilizando as tecnologias mais avancadas de forma racional
realizando um tratamento continuado do individuo até a sua resolutividade, cujo cuidado deva
ser monitorado pela equipe de salde, cuidado este que extrapola os muros das clinicas de saude
(LAVRAS, 2011; SANTOS et al. 2017).

Sabemos que o SUS desenvolveu nesses anos a Atencdo Basica a Salde como porta
principal de entrada ao sistema fortalecendo seus principios e diretrizes, centralizando boa parte
do seu acesso pelo Programa Saude da Familia (PSF) criado em 1994 e denominado Estratégia
da Saude da Familia (ESF) em 2004 para atingir uma cobertura populacional de 80%. Pelas
Unidades Basicas de Saude e suas ESFs acopladas, a acessibilidade dos usuarios se torna
possivel as tecnologias de baixa densidade e as atividades ambulatoriais ndo especializadas,
fomentando protegdo, prevencdo e promoc¢do a salde, mesmo coexistindo com o modelo
assistencial biomédico ainda presente (FERTONANI et al. 2015).

O Ministério da Satde (MS), em 2001, prop6s um Plano de Reorganizacao da Atencao
a Hipertensdo Avrterial e Sistémica e ao Diabetes Mellitus, reconhecendo a importancia da APS
como um meio de ofertar o cuidado necessario a essa populagdo iniciando um Sistema de
Cadastramento e Acompanhamento de Hipertensos e Diabéticos (SISPERDIA/HIPERDIA),
monitorando o tratamento e estabelecendo com isto vinculos entre a equipe de salude e 0s
pacientes cadastrados, realizando a educacgdo do usuério incorporando a realidade deste neste
processo (SOUZA e GARNELO, 2008; BRASIL, 2001). Este plano realiza estratégias como
reunibes mensais com agdes educativas, incentivo a pratica de atividades fisicas, consultas
médicas agendadas e entrega/controle de medicamentos. Cabe a cada municipio possuir uma

programacéo local aos usudrios cadastrados (SILVA et al. 2015).

Assis et al. (2012) ao refletir sobre o cuidado que o HIPERDIA proporcionava aos
pacientes, observou que ha uma insuficiente articulacdo interinstitucional, necessitando de
fortalecimentos nas metodologias dirigidas a atividades de educacéo em saude de programas de
educacdo permanente, investimento na capacitacdo dos profissionais atuantes, tendo que o

acompanhamento ndo seja restrito apenas do diagnoéstico médico, mas haja perspectivas
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complementares que satisfagam outras demandas desses usuarios (enfermagem, nutricionista,
odontologia, fisioterapia, entre outros). Dentro da equipe de salde, o cirurgido-dentista é um
dos profissionais na Atencdo Basica que pode detectar precocemente o portador de diabetes e
encaminha-lo para o tratamento necessario (CARNUT, 2017). S0 desta forma podera haver
uma melhoria nos indicadores de salde através da melhoria dos servicos ofertados néo deixando
de atrelar os fatores sociais, econdmicos e ambientais dos pacientes, aproximando-se da
realidade destes na localidade em que residem (ATAIDE e DAMASCENO 2006).

Assim o termo integralidade, se torna relevante para esses pacientes. Silva et al. (2010)
discutiu a complexidade de realizar atendimentos nestes usuarios conclamando a necessaria
integracdo entre os profissionais de saude ao analisar 300 individuos para avaliacdo clinica e
entrevista, assim como de gestores de unidades de salde. Apesar de estarem em
acompanhamento médico apenas 3,4% eram atendidos por outros profissionais de satde. Costa
et al. (2011) torna bem claro que para que os pacientes tenham um estimulo de vida saudavel,
“a extrapola¢do da saiide para além da prdtica clinica englobando condi¢ées de vida gerada
por relacdes sociais € um importante elemento para se entender o processo saude-doenca”.
Deve-se haver uma equipe multiprofissional que possa orientar os individuos na pratica de
habitos de vida saudaveis e realize um efetivo controle do tratamento medicamentoso para a

efetiva melhora do controle glicémico (ZACHARIAS et al. 2016).

As estratégias de humanizacdo sdo convocadas para diminuir a tecnicidade,
promovendo a valorizagdo do subjetivo humano, o que deve ser priorizado pelos os
profissionais de salde. Porém para que isto realmente aconteca a valorizacdo dos profissionais
¢ mais do que necessdria para que efeitos negativos ndo ocorram nesta relacdo
profissional/usuério e a articulagcdo cuidado, integralidade e atributos da APS ndo se abale
(CARNUT, 2017). H& a tendéncia de os servi¢os de saude serem focalizados e seletivos
responsivos a determinada queixa, com tecnologias ainda atrasadas e discriminatdrias,
agravado com a defasagem entre os custos estimados para um servi¢o de qualidade e o valor
repassado pelo o SUS, o que termina inegavelmente afetando no cuidado ao usuario (ASSIS et
al. 2003; MARINHO et al. 2011).

1.10 UBS Dr. José Figlioulo — A APS no Viver melhor

Manaus € uma cidade em constante crescimento. Por ser um local de intensa imigracéo
e emigracdo, necessita ampliar seus servicos de salde para abranger areas em expansao. Uma
dessas areas é o bairro Lagoa Azul criado em 2010 com uma area de 2.961 quildmetros

quadrados e uma populacdo de 8.395 habitantes (SEMSA, 2018). Situado na regido norte da
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cidade (Figura 3), possui um dos conjuntos formados pelo o programa Minha Casa Minha Vida,
advindo do governo federal, o Viver Melhor, que compde boa parte desse bairro residencial.
Inaugurado pela a presidente da republica na época Dilma Roussef em 14/02/14 foi voltado
para habitantes que preenchessem o0s seguintes critérios: 1 - morar em Manaus ha 3 anos; 2 -
familias chefiadas por mulheres ou pessoas que morassem em area de risco, espago cedido/de
aluguel; 3- renda de 1 a 3 salarios minimos se funcionério publico; o Residencial Viver Melhor
foi denominado um dos maiores conjuntos habitacionais do Programa (DOM, 2018; PORTAL
DO HOLANDA, 2018; SANTOS, 2018; SEVERIANO e SOUZA 2018).

A regido norte da cidade de Manaus esta em franco desenvolvimento, e em especial o
bairro Lago azul. O conjunto residencial Viver Melhor | foi uma das primeiras moradias
inauguradas, no qual a Unidade Béasica de Saude Dr. José Figlioulo € na atualidade o posto de
salde que atende a demanda adstrita (FALCAO, 2018; SANTOS, 2018; SEVERIANO e
SOUZA, 2018). Avaliar a qualidade de vida dos pacientes atendidos através das condi¢des de
salde bucal e relacionar o impacto desta na satde dos diabéticos é algo de suma importancia
nesta regido, o que torna relevante este estudo (OLIVEIRA et al. 2018), por fornecer através do
conhecimento dos determinantes sociais encontrados subsidios para melhorar as acfes e
programas voltados a estes usuarios ou planejar/implementar intervenc6es direcionadas que
possam prevenir o desenvolvimento ou um controle mais adequado da patologia através do
tratamento odontologico. (SERVENSON, 2014; FRANCA et al. 2014; FELIPE et al. 2013;
SILVA et al. 2010; LIMA et al. 2008).

Em 23/09/2014, a prefeitura de Manaus, cujo prefeito da época era Artur Virgilio Neto,
inaugurou a UBS Dr. José Figlioulo (Figura 4) construida e equipada pelo o estado e doada ao
municipio para aumentar a cobertura da Atengdo Primaria da Rede Municipal de Saude com
capacidade de atender 18 mil pessoas/més oferecendo servigos conforme noticia da época: “ A
nova unidade de salde oferece os servicos de distribuicdo de medicamentos, afericdo da
pressdo arterial, atendimento odontologico, atividades de promocéo e prevencdo a salde,
consultas, Bolsa Familia e Leite do Meu Filho. Também séo realizados os atendimentos para
o controle da glicemia, coleta de exames laboratoriais basicos, entre outros servigos, como

curativo, imunizacéo e nebulizacdo” (FALCAO, 2018).
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Fig. 3: Mapa de distribuicdo das unidades de salde localizadas no Distrito de Saude Norte da
cidade de Manaus. Fonte: SEMSA



45

Analisando os atributos essenciais desse contexto, quando essa UBS foi inaugurada os
dados da época diziam que na regido havia em torno de 90 mil pessoas necessitadas de servi¢os
de saude. Como € um unico posto de salde existente nesta area em crescimento com uma
populacdo de origem cultural diversificada, os primeiros cuidados e o inicio dos servigos
essenciais tiveram que se adequar a uma realidade ainda desconhecida. Com o programa mais
médicos, profissionais estrangeiros provenientes da América do Sul principalmente, foram
fixados no local e desenvolveram as agdes de saude complementando o atendimento com os
profissionais locais ja existentes (SANTOS et al. 2017; FALCAO, 2018).

A UBS Dr. José Figlioulo (Figura 4) possui no seu quadro em torno de 52 profissionais
gue o compBdem: médico, enfermeiro, dentista, técnicos de enfermagem, auxiliar de satde bucal,
assistente administrativo, agente comunitario, microscopista, auxiliar técnico em patologia
clinica, fisioterapeuta, assistente social, técnico em administracdo, farmacéutico, digitador e
faxineiro. E uma Unidade denominada tipo IV por poder comportar 4 equipes de atengio bésica,
sendo também uma unidade auxiliar de ensino e pesquisa. Realiza atendimento de demanda
espontanea e ambulatorial, na atencédo basica, e vinculado a ela ha o funcionamento de Equipes
de Saude da Familia que possuem infraestrutura prépria (UBSfs — Unidades Bésicas de Saude

da Familia) chamadas também de “casinhas” gerenciadas pela a propria UBS (CNES, 2018).

Fig. 4: Unidade Basica de Saude Dr. José Figlioulo, localizada na regido norte da cidade de
Manaus

Como é a tnico centro de saude do bairro Lagoa Azul, a UBS Dr. José Figlioulo mesmo
funcionando com toda a sua capacidade laborativa, ndo comporta a alta demanda que todos 0s

dias esta a sua porta. Os servigos oferecidos pelo o centro de salde ndo atinge a necessidade da
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populacdo coberta, sinalizando que a ampliacdo da unidade j& é necessaria tanto em
infraestrutura como em quantidades de profissionais atuantes, para que ndo haja diminuicdo da
qualidade no atendimento destes usuérios (FALCAO, 2018; CNES, 2018).

No Brasil a Salde Publica é diferenciada de outros paises, até mesmo dos latino-
americanos, por evitar essa visdo de pacote minimo de servigos de salde e tornar os principios
de APS importados da Declaracdo de Alma-Ata como principio norteador do nosso Sistema
Unico de Sautde. A visdo flexneriana, técnico-assistencial é presente na corrente médica em
todo o mundo e a perspectiva interdisciplinar e multiprofissional com corresponsabilizagdo é
inusitado para alguns profissionais ndo formados no pais ou pelo os que sdo formados e n&o

vivenciaram salde publica ou ndo se especializaram nesta area (FERTONI et al. 2015).

Principios de longitudinalidade, o primeiro contato, a visdo integral do individuo e a
coordenagao desses servicos na referéncia e contra referéncia numa relagéo a longo prazo com
0 usuério, ndo é de todo assimilado por todas as pessoas envolvidas nos servicos basicos de
salde. A falta da visdo do autocuidado pelo o préprio usuario, e a compreensao deste sobre sua
acessibilidade ao sistema consiste em um dos pontos que merecem ser trabalhados. Outro ponto
a ser ressaltado € a continuidade dos programas de salde presentes nos postos de salde que
sofrem interrupcdo muito devido a falta de adesdo dos usuarios a esses programas como
tabagismo, HIPERDIA, academia da salde entre outros, muito em parte do desconhecimento
que o usuario possui da existéncia destes (LAVRAS, 2011; OLIVEIRA e PEREIRA 2013;
CARNUT, 2017).

Quando falamos de integralidade, diante dos pressupostos da Declaracdo de Alma-Ata
(1978), este termo esta inserido como principio e diretriz do SUS. Todavia, muitos percal¢os
nesta caminhada sdo encontrados, a falta de uma comunicacdo da gerencia de recursos com a
gerencia de servicos, a dificuldade de se ter um sistema eficiente para acompanhamento do
usuario do nivel basico até o especializado pelo o profissional de saude, a dificuldade de acesso
atecnologias mais duras, ou mesmo a dificuldade da equipe de saude em ter acesso a de recursos
tecnoldgicos para que se faca um adequado acompanhamento a longo prazo ou marcacéo de

exames apropriados que o usuario necessite (CARNUT, 2017).

Carnut (2017) descreve: “a burocratizagdo e a verticaliza¢do, o baixo investimento na
qualificacéo e educacéo dos trabalhadores, os parcos dispositivos de fomento a cogestéo, 0s
desrespeitos constantes aos direitos dos usuérios do SUS e a desvaloriza¢do da saude sdo

causas que geram diversos efeitos negativos na produgdo do cuidado em larga escala’. ESsa
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visdo é presente em um sistema de salde que tenha que abarcar um contingente populacional

crescente, e cujo recursos nunca séo suficiente para acompanhar esse crescimento.

A coordenacéo entra com papel fundamental para realizar essa ponte de comunicacao
entre os profissionais e a comunidade. Um trabalho que identifique a competéncia cultural da
regido através das equipes da saude da familia que realizem um rastreio e ampla cobertura
situacional da regido se torna relevante, para que se possa atingir os atributos derivados que a
APS propde: cuidado centrado na familia (orientacdo familiar, orientacdo comunitaria (através
dos conselhos locais da comunidade) e competéncia cultural, analisando a diversidade cultural
de uma populagdo com origens téo diversas (LAVRAS, 2011; OLIVEIRA e PEREIRA, 2013;
SANTOS et al. 2017; CARNUT, 2017).

Ap0s quase 5 anos de formagdo desse conjunto, os determinantes sociais se modificaram
e um dos problemas que assolam quase todas as cidades brasileiras e ndo deixou de lado também
nesse conjunto foram as invasdes de terras pelos sem teto e o0 problema dos entorpecentes. Na
entrega do residencial, todos os apartamentos e casas tiveram o0 devido saneamento basico,
escolas e areas verdes devidamente cuidadas, ruas asfaltadas, area comercial delimitada, enfim,
todos os itens que compdem um bairro planejado. Porém dado ao déficit habitacional as areas
verdes foram invadidas por pessoas sem moradia, € consequentemente habitacfes precarias
foram sendo criadas sem todos os devidos pontos necessarios para uma vida digna (Figura 5).
Somado a isto, o inicio do trafico de drogas no local e divisdo da regido por traficantes
modificou as condi¢des de vida dos habitantes da regido e problemas sociais se intensificaram
(SANTOS, 2018; SEVERIANO e SOUZA, 2018).

Fig. 5 - Foto do local atras da UBS Dr. José Figlioulo
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Dentro dessa nova realidade a equipe de saude atende a todos e convive com 0s
problemas provenientes desse contexto, e se torna autor e co-autor deste retrato social e atraves
de seus programas e ac¢Oes de promocao, prevencao e protecdo a saude utilizando os conselhos
locais como ponte para que a equipe de saude aja na intersetorialidade pretendendo que 0s
direitos de acesso a salde atinjam a todos. A descontinuidade de recursos é um dos problemas
enfrentado pelas Unidades Bésicas de Saude, principalmente quando h4 mudancas na gestao
municipal, pois 0s servi¢os necessitam de continuidade para enfrentar a demanda que cresce
exponencialmente proveniente da realidade social do local (LAVRAS, 2011; CARNUT, 2017).

A perspectiva é a de que a expansao continuara, seja pela a presencga de invasdes em
areas verdes que sdo abundantes na regido, seja por meio de capital privado, atraves de
construcdo de condominios habitacionais ou de loteamentos legalizados para construcoes de
casas. Diante disto, hd a necessidade de fortalecimento dos servicos ja existentes, e
planejamento para as devidas ampliacdes necessarias para comportar a demanda existente e que
surgira com o crescimento populacional nesta regido (DOM, 2018, PORTAL DO HOLANDA,
2018; FALCAO, 2018).

Talvez agora com a nova reformulagéo e modernizagdo pelo o qual o PNAB (Plano
Nacional de Atencdo Basica) passou haja flexibilidade para o gestor municipal, pois este tera
maior liberdade para fortalecer e executar servicos da APS através da intensificacdo das ESFs,
visto que havera a possibilidade de gerir o aporte financeiro provindo do nivel federal
(Ministério da Saude), de acordo com a realidade, necessidade e especificidade do local,
possibilitando uma maior valoracdo das aces de Atencdo Basica como ordenadora de todo o
cuidado (ROSA, 2018).
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a comunidade bacteriana da cavidade oral de pessoas portadoras de diabetes

mellitus tipo Il na populacdo caracterizada amazonica, a fim de discriminar a microbiota de

individuos doentes comparando com grupo controle, contribuindo para o desenvolvimento de

um possivel biomarcador para diagndstico precoce da patologia.

2.2 Objetivos Especificos

v
v

Descrever as condigdes socioecondmicas da populacédo atendida;

Caracterizar as condi¢des de satide bucal por meio de indices: indice de dentes cariados,
perdidos e obturados (CPOD), indice gengival (IG) e registro periodontal simplificado
(PSR) de pacientes diabéticos e ndo-diabéticos atendidos na Odontologia da UBS Dr.
José Figlioulo, no Bairro Lago Azul, na cidade de Manaus;

Testar a viabilidade da coleta de amostra de saliva utilizando os cartdes FTA Card
Whatmann para posterior sequenciamento 16S.

Avaliar se ha diversidade microbiana através de RFLP (técnica de polimorfismo de
comprimentos de fragmentos de restricdo) comparando 0s grupos de pacientes
diabéticos com os de grupo controle;

Testar a associacao entre as varidveis coletadas dos pacientes diabéticos e ndo diabéticos

atendidos;
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3.0 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacao da populacdo de Estudo

Baseado no desenho de estudo de caso/controle estimou-se uma amostragem néo
pareada de 108 pacientes do universo de 2.557 atendimentos realizado pela a odontologia da
UBS Dr. José Figlioulo durante do ano de 2017, com nivel de significancia de 5% e poder de
teste de 80% divididos em 2 grupos: 54 diabéticos/54 controles. Durante a coleta muitos
pacientes se recusaram a participar, outros forneceram a amostra biologica, porém néo
compareceram em sessdo posterior para o término do preenchimento do questionario e muitos

marcavam e ndo compareciam na data prevista para a participacdo da pesquisa.

Para alcancar o nimero da amostragem pré-estabelecida, houve uma busca ativa dos
pacientes em suas residéncias, locais comunitarios (igrejas) e visitas ao grupo de HIPERDIA,
implantado na UBS (Figura 6). Entre dezembro/2017 até margo/2018 e julho/2018 até

agosto/2018 foram alcancados 56 diabéticos e 54 pacientes saudaveis totalizando 110 usuéarios

dentro dos critérios requeridos e validos.

Fig. 6 — Busca ativa de pacientes realizada o grupo HIPERDIA da Unidade Bésica de Salde
Dr. José Figlioulo

3.2 Local da Pesquisa

A unidade de salde basica escolhida para a coleta de dados foi a UBS Dr. José Figlioulo
situada no Lago Azul, Distrito Norte da cidade de Manaus, um dos bairros que mais cresce na
regido norte da cidade, usando o critério de crescimento populacional como fator de

importancia.
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3.3 Critério de Inclusdo e Exclusdo

3.3.1 Grupo de pacientes saudaveis

Critério de Inclusao:

Nao ser diabético;

Ter entre 18-90 anos;

Critério de Exclusao:

N&o for morador da area geografica onde se situa o centro de saude no qual sera
realizado a pesquisa;

Ter ingerido alcool em menos de 1 semana da coleta de dados;

Estado de gravidez caso seja do sexo feminino;

Ter utilizado qualquer medicacéo (antibidticos, anti-inflamatdrios, analgésicos, etc.) em
menos de 1 més;

Consumo de drogas ha um més da coleta de dados.

3.3.2 Grupo de pacientes diabéticos

- Critérios de Inclusdo:

Ser diabético
Ter entre 18-90 anos;

Estar em constante acompanhamento pelo o centro de salde no minimo 6 meses.

- Critérios de Exclusdo:

N&o for morador da area geografica onde se situa o centro de salde no qual sera
realizado a pesquisa;

Ter utilizado qualquer outro tipo de medicacdo que ndo os antidiabéticos orais ou
qualquer outro tipo de drogas hd um més da coleta de dados;

Estado de gravidez (caso sexo feminino);

Ter ingerido alcool ha menos de 1 semana.

Consumo de drogas ha um més da coleta de dados

3.4 Avaliagéo risco/beneficio — aspectos éticos

Todos os procedimentos de coleta dos dados foram executados dentro das normas de

biosseguranca vigentes para atendimento odontoldgico, e ndo constou para a coleta método

invasivo que necessite de medicacdo ou anestesia local/geral. Os pacientes que necessitaram
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foram encaminhados para policlinicas e outros setores necessarios para seu atendimento

integral.

Todos os pacientes entrevistados assinaram o TCLE (em anexo), conscientizados do
presente estudo, participando por livre e espontanea vontade de todo os procedimentos
necessarios. A presente pesquisa obteve a anuéncia e autorizacdo da SEMSA/MANAUS (em
anexo), e foi aprovada pelo o Comité de Etica da Universidade do Estado do Amazonas (UEA)
sob CAEE 73557517.0.0000.5016, nimero de parecer 2.379.031 em 13/09/17 (em anexo), com
o titulo: ANALISE METAGENOMICA DE MICROORGANISMOS BACTERIANOS
EXISTENTES NA CAVIDADE ORAL DE PACIENTES PORTADORES DE DIABETES
MELLITUS, do qual originou esta dissertacéo.

3.5 Procedimentos clinicos e de coleta de material biolégico
Foi realizado a coleta de amostra de saliva dos pacientes atendidos na Unidade Bésica
de Saude e encaminhados das unidades vinculadas, tanto do grupo controle como dos pacientes

diabéticos, conforme os critérios de inclusdo e exclusao propostos.

No exame odontoldgico sob foco de luz artificial, com auxilio de espelho bucal, pinca
clinica, sugador, e secagem com seringa triplice, realizou-se a inspecdo oral com sonda
milimetrada tipo 621 da OMS para analise da condicdo periodontal (IG — indice gengival e
PSR), e secagem e inspecdo dos elementos presentes para avaliacdo oral (CPOD). Retirou-se
uma amostra de saliva através da deposicdo da mesma no cartdo FTA Card Whatman, seja por

cotonetes de algoddo (SWABS), ou insercdo do mesmo na cavidade oral do paciente (Figura 7).

Para complementar o exame microbiolégico foram coletados 4 sitios de coleta na
cavidade oral de alguns pacientes a placa bacteriana supragengival dos primeiros molares
superiores e inferiores com cotonete de algodao (SWAB), o saburro lingual (na parte dorsal da
lingua) e placa bacteriana subgengival ou tartaro dos elementos antero-inferiores
(43,42,41,31,32,33) por raspagem com cureta periodontal McCall n.® 13-14.

As amostras foram condicionadas em graus cirdrgicos juntamente com a fita de
testagem de glicemia e identificadas devidamente com o nome do paciente e em qual grupo
pertencia. ApOs esse procedimento, as amostras foram guardadas em caixa isotérmica
devidamente identificada descrevendo o provavel microrganismo presente (bactéria oral, fungo
ou virus), classe de risco (tipo 1), para posterior analise de DNA microbiano por
sequenciamento genético no Laboratdrio de Ecologia de Doengas Transmissiveis na Amazonia

do Instituto Lednidas e Maria Deane (Figura 8).
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Fig. 7: Procedimento de inspecdo oral e coleta de material em pacientes da UBS Dr. José
Figlioulo, localizada na regido norte da cidade de Manaus

Al SRR e -

Fig. 8: Armazenagem do material coletado de pacientes da UBS Dr. José Figlioulo, localizada
na regido norte da cidade de Manaus

Todos os pacientes foram examinados clinicamente utilizando o prontuario existente na
Unidade Bésica de Saude, passaram por testagem de glicemia capilar, afericdo da presséo
sanguinea e preenchimento de um questionario sobre sua saude sistémica e oral com assessoria
da pesquisadora. No exame oral, caso houvesse a necessidade de tratamento odontol6gico

foram encaminhados para agendamento na prépria UBS ou centros especializados; todos
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obtiveram conhecimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido acerca da pesquisa
realizada, com cada usuario retendo uma cépia do TCLE (Figura 9).

Fig. 9: Procedimentos de coleta dos materiais de estudo, realizados em pacientes da Unidade
Basica de Saude Dr. Joseé Figlioulo, na cidade de Manaus

3.5.1 Calibracdo do examinador e Validacdo do questionario

O questionario inicialmente passou por uma validag&o clinica e baseou-se no SB Brasil
2010 (BRASIL, 2012) e a pesquisadora foi devidamente calibrada por um teste de concordancia
intraexaminador utilizando o teste de porcentagem de concordancia cujo resultado ficou em
85% aceitavel para o estudo, com auxilio de 1 Gnico anotador que acompanhou e testemunhou
toda a pesquisa. A calibracdo e validacdo foi realizada em 2 momentos: no primeiro
preenchimento dos 20 questionarios e exame, e 1 semana ap0s cCom 0S Mesmos pacientes e nas
mesmas condi¢des 0 segundo exame e preenchimento de questionario, o que determinou a

concordancia aceitavel para a confiabilidade de resultados (PEREIRA, 2009).

3.5.2 Preenchimento dos indices Orais

3.5.2.1 indice CPOD

Este indice avalia a experiéncia presente e passada de carie dentaria na estrutura dentaria
do individuo (KLEIN, 1938). A idade pardmetro utilizada é a de 12 anos e avalia 0 nimero
médio de dentes perdidos, cariados e obturados cujo indice possui as seguintes classes de
valores ou severidades: (0,0 a 1,1) muito baixo, (1,2 a 2,6) baixo, (2,7 a 4,4) moderado, (4,5 a

6,5) alto, (6,6 ou mais) muito alto. Indica as mas condicbes de saude bucal da populagdo em
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geral associada a condigdes socioecondmicas desfavoraveis, dificuldades de acesso ao dentista,
e hébitos deletérios como alto consumo de agUcar, e falta de escovacdo e uso de fio dentério
diarios. Indica também pouco acesso a aplicacdo topica de flior. E uma metodologia

recomendada pelaa OMS. A formula de calculo é a descrita abaixo:

NUmero total de dentes permanentes cariados, perdidos e obturados*, em criancas
residentes examinadas, de 12 anos de idade

Numero total de criancas residentes examinadas, de 12 anos de idade

* Dentes com extracdo indicada devem ser incluidos como cariados.

35.22.1G

O indice gengival de Loe e Silness (1963), foi proposto pelos os autores para caracterizar
os diferentes graus de inflamacdo gengival em questdo do tecido gengival e a localizacdo da
mesma. Para o célculo deste indice cada dente individualmente é mensurado em quatro areas
gengivais do dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular e lingual/palatino) e dado uma

pontuacdo conforme cddigos abaixo:

IG — Indice Gengival

0 = Gengiva normal

1 = Inflamacdo leve, pequena alteracdo na cor, pouco edema; nenhum sangramento a

palpagdo ou sondagem

2 = Inflamacdo Moderada, rubor (vermelhid&o), edema e superficie brilhante; sangramento a

palpacdo ou sondagem

3 = Inflamacdo grave, rubor (vermelhiddo)intenso e edema, ulceracdes, tendéncia a

sangramento espontaneo

Score gengival — Grau de gengivite
0,1-1,0-Leve
1,1 - 2.0 — Moderada
2,1-3,0-Grave
Fonte: Loe e Silness (1963); Loe (1967).

E mensurado com sonda no meio da superficie nas regides vestibular e lingual, e
bucalmente no disto-vestibular e mésio-vestibular nos pontos de contato. As quatro pontuagoes

de cada dente sdo somadas e divididas por 4 e obtém-se o IG do dente. Para identificar o IG de
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determinado sextante soma-se o IG daquele sextante e divide-se pelo o nimero de dentes
mensurados. Para conseguir o I1G do individuo, soma-se o IG de cada dente mensurado e divide-

se pelo o numero de dentes calculados na cavidade oral.

3.5.2.3 PSR

Em 1992 a Academia Americana de Periodontologia juntamente com a Associacdo
Dentaria Americana proporam o PSR (Periodontal Screening e Recording) para ser utilizado
em clinica particular como uma adaptacdo do CPITN (indice de Necessidade de Tratamento
Periodontal Comunitério) e no Brasil utilizado preferencialmente em saude coletiva, dada a
facilidade de adquirir os dados e de propor tratamento relacionado ao diagnostico detectado. O
PSR permite o exame das estruturas, avaliacdo da severidade da doenca periodontal, bem como

fornece uma orientacéo para o tratamento.

Para realizar esse exame utiliza-se uma ficha clinica prépria para PSR (Figura 10)
dividida em seis espacos que corresponde aos seis sextantes da cavidade oral, e a sonda 621 da
OMS. A avaliacdo inicia-se do sextante superior posterior direito ao posterior inferior direito
em sentido horério. Cada sextante possui dentes indices 17-16, 11, 26-27, 37-36, 31, 46-47,
realizando em 6 pontos de cada dente indice: meésio-vestibular, médio-vestibular, disto-
vestibular, mésio-lingual, médio-lingual e disto-lingual, e caso haja a auséncia de um destes
dentes analisa-se o dente adjacente mais proximo. O diagndstico é realizado atraves de codigo

e o tratamento € indicado pelo o0 escore mais alto anotado conforme cddigo abaixo:

Cddigo de PSR

Caodigo 0 Nenhum sinal de doenca periondontal — Faixa colorida totalmente visivel

Codigo 1 Sangramento gengival até 30s apds a sondagem suave — faixa colorida

totalmente visivel

Caodigo 2 Caélculo supra e/ou subgengival e/ou margens restauradoras mal adaptadas —

faixa colorida totalmente visivel

Caodigo 3 Bolsa periodontal que permite a introducéo da sonda no sulco (bolsa de 4 a 5

mm) — faixa colorida da sonda parcialmente visivel

Codigo 4 Bolsa periodontal que permite maior introducdo da sonda no sulco(bolsa

profunda de 6 mm ou mais) — faixa colorida néo visivel

Caodigo * Anormalidade clinica associada aos demais escores - comprometimento de
furca, mobilidade, alteracfes mucogengivais e/ou recessdes gengival na area

colorida da sonda (maior que 3,5 mm a partir da jungdo amelocementéria).
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Fonte: Santos et al. (1998); Oliveira et al. (2015).

Escore Necessidade de Tratamento

0 Cuidado preventivo adequado

1 Instrucédo de higiene oral e tratamento apropriado, incluindo remocéo da placa
gengival

2 Instrucdo de higiene e tratamento incluindo remogéo de placa subgengival e
calculo através de raspagem e correcdo de margens restauradoras.

3 Necessidade de exame e documentacdo periodontal completa do sextante
afetado, inclusive com radiografias — codigo 3 em 2 ou mais sextantes:
detalhado exame da boca toda.

4 Necessidade de exame e documentacdo periodontal completa da boca toda.

Necessidade de tratamento complexo. Reavaliar os resultados do tratamento

Caodigos 0*, 1*, ou 2* - necessidade de registro especifico e/ou tratamento

para tal condicéo.

Cdodigos 3* ou 4* - necessidade detalhado exame periodontal da boca toda.

Fonte: Santos et al. (1998); Oliveira et al. (2015).

Sele¢ao & Gravacao
Periodontal

/ /
Contagem do sextante dia més ano

1.5 mm

8.5 mm
e
5.5 mm

35mm

Fig. 10: Ficha clinica de Periodontal Screening Recording e sonda 261 da Organizacdo
Mundial de Saude utilizados no estudo. Fonte: Santos et al. (1998); Oliveira et al. 2015
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3.6 Fase Laboratorial

Para a fase laboratorial foram selecionados saliva de 25 pacientes diabéticos / 25

pacientes controle e 21 placas dentarias de sitios dentarios para futuro sequenciamento,

pareando sexo e idade conforme os critérios abaixo:

3.6.1 Grupo de pacientes saudaveis

Critério de Inclusdo: ndo ser diabético; ter entre 40-64 anos; ter boas condicbes de
higienizacéo e salde oral;

Critério de Excluséo: ndo for morador da area geografica onde se situa o centro de satde
no qual serd realizado a pesquisa; ser fumante; ter ingerido alcool em menos de 1
semana da coleta; estado de gravidez caso seja do sexo feminino; utilizacdo de
colutérios orais; qualquer doencga sistémica ou imunossupressora; ter utilizado qualquer
medicacdo (antibioticos, anti-inflamatérios, analgésicos, etc.) ou consumido drogas ha

um més da coleta.

3.6.2 Grupo de pacientes diabéticos

Critérios de Inclusdo: ser diabético diagnosticado ndo-insulino dependente; ter entre 40-
64 anos; ter boas condicdes de higienizacdo e salde oral; estar em constante
acompanhamento pelo o centro de sade no minimo 6 meses e estar dentro dos padrfes
de controle da doenca;

Critérios de Exclusdo: ndo for morador da area geografica onde se situa o centro de
salide no qual seré realizado a pesquisa; ser diabético descompensado e/ou ser portador
de pé-diabético; ser paciente renal cronico; ser imunocomprometido; utilizar algum tipo
de colutério oral; ter utilizado qualquer outro tipo de medicacdo que ndo o0s
antidiabéticos orais ou qualquer outro tipo de drogas ha um més da coleta; estado de

gravidez (caso sexo feminino); ser fumante ou ter ingerido alcool ha menos de 1 semana.

3.6.3 Extracdo de DNA

O seguinte protocolo de Extracdo de DNA do FTA Card Whatmann foi realizado

(Figura 11):

1. Foram produzidos 10 discos de cada amostra com 1 Micro-Punch Harris de 1,20mm;

total de 71 amostras, com 25 de paciente diabéticos, 25 de pacientes controle, 21
amostras de sitios especificos de dentes de pacientes diabéticos e controles que serdo

enviados especificamente para sequenciamento futuro;
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2. 0Os 10 discos de cada amostra foram acondicionados em cada um poco da placa de PCR
identificado;

3. Foi adicionado 170 pL de reagente purificador de FTA com pipeta calibrada em cada

poco da placa de PCR identificado e incubado por 5 min a temperatura ambiente;

Apos foi retirado o reagente com uma pipeta calibrada com 200 pL;

Foi realizado o passo 3 e 4 por duas vezes;

Apds as amostras foram deixadas para secar a temperatura ambiente por 12 horas;

N o g s

Apbs 12 horas foi colocado 30 pl de SDW (&gua auto clavada e destilada) em cada poc¢o
da amostra;

8. Foi feito 3 placas irmas da placa mae, retirando 5ul da placa mée. Cada placa irmé
conteve 5ul de amostra. Apds as 4 placas foram conservadas no freezer a -20°C.

e S
T~
o ”

.. .. o

}.

Fig. 11 — Extracdo do DNA das amostras coletadas
3.6.4 Diluicdo da Library (Biblioteca) #1 e #2 (com Golay Barcode) para 10pmol/ml
3.6.4.1 Biblioteca #1 (Lib #1)
Foi diluida as aliquotas de 25ul com concentracéo de 50 +/- 20 pmol/ml com 100 pl de
SDW. No final a Bilioteca #1 ficou 125ul com concentracéo de 10pmol/pl. Foi aliquotado 1l
da Biblioteca # 1 em placas de PCR formando 10 placas da Biblioteca #1 contendo 1pl.

Colocados em freezer a -20°C.

3.6.4.2 Biblioteca #2 (Lib #2)

Foi diluida as aliquotas de 50 pl com concentracdo de 50 +/- 20 pmol/ml com 200 pl de
SDW. No final a Bilioteca #2 ficou 250 ul com concentracdo de 10pmol/ul. Foi aliquotado 1pl
da Biblioteca #2 em placas de PCR formando 10 placas da Biblioteca #2 contendo 1pl.
Colocado em freezer a -20°C.

3.6.5 Diluicédo do Primer Forward
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Foi utilizado o Primer Forward 454-338F 134883262 da IDT. O frasco possuiu 45,2
nmol, adicionou-se 10x o volume de agua formando 452 ul de primer. Fez-se 3 tubinhos de

100ul cada, permanecendo 152ul de volume no pote principal. O primer iniciador foi:
5’CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG3’

Este é o primer para a amplificacdo da regido V3-V5 do gene rRNA 16S (694 pares de

bases).

3.6.6 PCR (Reacdo em Cadeia Polimerase)

Para realizacdo do PCR realizou-se 0s seguintes procedimentos:

v" Em uma placa de PCR colocou-se 1ul da Biblioteca #1 com concentracao de 10pmol/pl
em cada poco equivalente da placa irma diluida da placa mée Lib#1;

v Retirou-se da placa duplicada de amostra 5ul e aplicou-se na placa de PCR onde foi
colocada a Lib#1;

v Adicionou-se em cada poco (que contém 5ul da amostra e 1ul da Lib#1) 44ul de MIX

de reacéo.

O MIX de reacéo foi produzido na quantidade de 80 amostras, para que nao houvesse falta
de produto no processo de amplificagdo. Conforme abaixo:

— 5ul de Buffer 11 + 0,1l de primer 454-338F + 1ul de Taq polimerase + 37,9 H.O autoclavada
multiplicado por 80 chegando a um total de 40pul de Buffer Il + 8ul de primer 454338F + 80pl
de Taq polimerase + mais 3032 ul de H20 autoclavada.

Obteve-se 3520 pl de mix total onde 44ul foram colocados em cada pogo da placa de

PCR. A placa foi selada e colocada no termociclador (Figura 12) com a seguinte programacéo:

B 94°C por 3 minutos (deshaturacao)

o Por 40x a seguinte programacéo: (anelamento/extensdo)
—94°C por 30s
—53°C por 30s
—68°C por 2 min

B 68°C por 10 min
B 4°C tempo ilimitado (Hold )

Ap0s a placa foi condicionada no refrigerador normal.
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Fig. 12 — Termociclador e programacéo para amplificacdo por PCR.

3.6.7 Verificacdo da amplificacdo por eletroforese

Realizou-se a eletroforese em cuba com 100V, 100MA e 100W por 1 h. Foi utilizado
29 de Agarose em 100pl de TAE 1X buffer para formar um gel de Agarose de 2% e adicionou-
se a mistura 5ul de Brometo de Etidio. Utilizou-se um pente de 28 pocos. Pipetou-se 5ul de
amostra em cada pogo com 1,5ul de Loading B (6x). Utilizou-se 7ml de Gene Ruler Ladder

100bps como régua (Figura 13).

Contabilizou-se novamente as amostras que nao foram amplificadas com a Biblioteca #
1 e foi realizada outra PCR com as amostras ndo amplificadas com a Biblioteca # 2. O total de
amostras ndo amplificadas foram 11. Em outra placa de PCR, cada amostra ndo amplificada foi
colocada em 4 pocos, em que 2 recebiam amostras ndo diluidas (primeiro poco 5ul e segundo
poco 4ul) e os outros dois pogos 5 pl de amostra diluida em 1:10 utilizando primers da
Biblioteca # 2.

Foi realizado novamente o MIX de reacdo para colocar 44 pul em cada po¢o. O processo
de PCR foi 0 mesmo que o anterior. Novamente foi feito a eletroforese com agarose 2% com
5ul de brometo de etidio + 5pl de amostra do PCR, 1,5ul de Loading B (6x) e 7ml de Gene
Ruler Ladder 100bps. Apenas 5 amostras das 11 ndo amplificadas com Biblioteca # 1 foram

amplificadas com a Biblioteca # 2.

Para futuro sequenciamento foi colocado em 1tubo de eppendorf 5, 10, 15, 20 e 25 ml
de todas as amostras amplificadas de acordo com classificacdo feita pela autora das bandas mais

iluminadas para as mais fracas que apareceram na eletroforese: 1, 2, 3, 4, e 5. (5 mais forte — 5
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ml a 1 fraco — 25 ml). Todas as aliquotas foram misturadas atingindo um volume total de 500ml.
Apos as placas de PCR foram mantidas em refrigeragéo.

Fig. 13 — Processo de Eletroforese para verificacdo da amplificacao.

3.6.8 Purificacdo das placas de PCR das amostras véalidas (amplificadas do PCR com primers
da Biblioteca # 1 e Biblioteca # 2) com o Kit Qiagen QlIAquick PCR Purification Kit para serem
utilizadas para a técnica de RFLP (Polimorfismos de Tamanhos de Fragmentos de Restri¢ao)

- Adicdo de 9ml de Buffer PB Bindey (com 36pl de indicador amarelo indicado que o ph é
menor ou igual a 7.5) em 15 ml de Falcon.

- Adicionar 150l do conteudo do Falcon em cada amostra e individualiza-la em um coletor

individual.

- Centrifugacédo por 17900xg a 13000rpm por 1 min.

- Lavagem com 750 pul de Tampéo Buffer PE em cada amostra.

- Centrifugacédo por 17900xg novamente por 1 min.

- Descarte do que ficou na parte externa do coletor individual (dgua buffer residual)
- Centrifugacéo do coletor vazio novamente (coluna).

- Eluicdo do DNA da coluna para a 4gua de Millig autoclavada (50ul) no ependorf.

- Centrifugacdo novamente de 17900xg por 1 min.
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3.6.9 Digestdo por Enzimas — RFLP - com o Kit Hind 111 Biolabs 20.000 U/mi

- Preparou-se um MIX com 2pl de Enzima de Restrigdo + 2.5 pl de NEBuffer para 20,5ul de
DNA purificado de cada amostra. Cada amostra teve um volume total de 25ul. Esta enzima
realiza o seu corte na seguinte regido: 5’ ...AYAGCTT...3°/ 3’ .. TTCGA4A...5’

- As amostras foram colocadas para incubacao a 37°C por 14h e ap6s a 80°C por 20min. (Figura
14)

Fig. 14 — Digestdo de Enzimas (RFLP)

3.6.10 Eletroforese das amostras apds RFLP

Foi realizado a eletroforese com agarose 1,7% com 2ul de gel red + 25ul de amostra do
PCR, 5ul de Loading B(6x) e Gene Ruler Ladder 100bp (1.5, 3 e 5ul em pocgos
individualizados). Para a analise de dados entre os grupos foram escolhidos apenas as amostras
de saliva para a estatistica.

3.7 Andlise dos Dados

Os dados dos questionarios na fase descritiva foram digitados e armazenados em
planilha do programa Excel da Microsoft Office e ap6s exportados para serem analisados
estatisticamente pelo o software R, versdo R.3.5.1. Utilizou-se frequéncias absolutas e relativas
para as variaveis categoricas e medias, medianas, intervalos interquantis e desvio-padrdo para
as variaveis numeéricas. Foram utilizados os testes de Wilcoxon RankSum, t-test, exato de
Fischer e Quiquadrado. Os testes de correlacdo de Spearman foram realizados juntamente com
os diagramas de dispersédo correlacionando as variaveis em estudo com o mesmo software. Os
dados da fase laboratorial também foram digitados em planilha do programa Excel da Microsoft
Office e exportados para serem analisados estatisticamente pelo o software Past, verséo 3.22 e
utilizou-se os testes de t-test, exato de Fischer, Quiquadrado e Mann-Whitney.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Resultados da Fase Descritiva
No presente estudo foram alcancados os 110 questionarios validos, 56 de pacientes
diabéticos diagnosticados e acompanhados pelo o servico de saude da UBS e 54 pacientes

controle.

Participaram deste estudo 78 mulheres e 32 homens, tendo sido encontrado uma
diferenca estatistica de p = 0,048 (teste Quiquadrado) em relacdo ao sexo e p < 0,001 no quesito
idade (test-t) com média geral de 49,7 anos. A média de idade dos pacientes diabéticos foi de
56,5 anos e do grupo controle 42,6 anos. A diferenca de idade e sexo entre 0s grupos representa
apenas um desequilibrio entre essas variaveis devido ao fato de ndo ter sido realizado o

pareamento dos pares nas amostras.

Analisou-se a glicose pds-prandial, visto que nem todos 0s pacientes apresentaram
hemoglobina glicosada ou glicose jejum, pois o laboratorio que realiza esses exames ndo estava
disponivel para todos os pacientes seja por falta de reagentes para realizar 0s exames
especificados, seja porque o agendamento desses pacientes era realizado apos a coleta da
pesquisa ou até mesmo pela falta de interesse do usuario. No geral os diabéticos possuiam uma
média de 223,5 de glicose pds-prandial e os do controle 104. Analisando o gréfico abaixo, nessa
diferencga € vista nitidamente a necessidade de um acompanhamento mais intenso no grupo
diabético, pois houve individuos com glicose pos-prandial de 526 e 577 mg/dl alegando que

estavam adequadamente tomando seus medicamentos de controle (Figura 15).
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Fig. 15: Glicemia pos-prandial em portadores ou ndo de Diabetes Mellitus Il
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Abaixo verificamos a descri¢cdo das condi¢des socioecondmicas da amostra estudada.
Em relacdo ao nivel de escolaridade houve prevaléncia em ambos os grupos do nivel médio
(diabéticos -37,5% e controle 55,6%). No quesito estado civil a maioria se enquadrava em unido
civil/unido estavel (diabéticos — 50% e controle — 46,3%). Em ambos 0s grupos se
autodenominavam pardos (diabéticos — 78,6% e controle — 79,6%). De maioria evangélica
(diabéticos — 62,5% e controle - 68,5%) e recebem até 1000 reais, o que equivaleria 1 salario
minimo (diabéticos — 39,3% e controle — 42,6%). Uma das perguntas levantadas foi se o
individuo recebia algum auxilio, seja aposentadoria, pensdo ou auxilio doenca ou se a familia
gue a pessoa estava inserida, alguém recebia bolsa familia. Do total de amostra 42,2% recebiam

algum auxilio e 10,1% alguém da familia recebia bolsa familia (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados socioecondmicos da amostra estudada

DIABETICO

Variaveis SIM NAO Total

n=56 (%) n=54(%) n=110 (%)
IDADE
média (Desvio Padrao) 56.5(10.5) 42.6 (13) 49.7 (13.6)
SEXO
Masculino 21 (37.5) 11 (20.4)  32(29.1)
Feminino 35 (62.5) 43 (79.6) 78 (70.9)
ESCOLARIDADE
Nenhuma 19 (33.9) 9 (16.7) 28 (25.5)
Fundamental 15 (26.8) 12 (22.2) 27 (24.5)
Médio 21 (37.5) 30 (55.6) 51 (46.4)
Superior 1(1.8) 3(5.6) 4 (3.6)
ESTADO CIVIL
Solteiro 18 (32.1) 20 (37) 38 (34.5)
Unido Civil/Unido Estavel 28 (50) 25(46.3) 53(48.2)
Viavo 6 (10.7) 3(5.6) 9(8.2)
Divorciado 4(7.1) 6 (11.1) 10 (9.1)
COR
Branco 9(16.1) 7 (13) 16 (14.5)
Negro 0(0) 2(3.7) 2 (1.8)
Pardo 44 (78.6) 43(79.6) 87 (79.1)
Amarelo 2 (3.6) 1(1.9) 3(2.7)
indigena 1(1.8) 1(1.9) 2 (1.8)
RELIGIAO
Sem religido 1(1.8) 3(5.6) 4 (3.6)
Catdlico 18 (32.1) 14 (25.9)  32(29.1)
Evangélico 35 (62.5) 37 (68.5) 72 (65.5)

Outros 2 (3.6) 0 (0) 2 (1.8)
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mediana (IQR) 3(2,5) 3(1,4) 3(2,4)
RENDA FAMILIAR

sem rendimentos 0 (0) 1(1.9) 1(0.9)
até 500 6 (10.7) 9(16.7) 15 (13.6)
até 1000 22 (39.3) 23 (42.6) 45 (40.9)
até 1500 17 (30.4) 7 (13) 24 (21.8)
mais de 1500 11 (19.6) 14 (25.9) 25(22.7)
AUXILIO BENEFICIO

Né&o 20 (36.4) 32(59.3) 52 (47.7)
Bolsa Famillia 1(1.8) 10 (18.5) 11 (10.1)
Outros 34 (61.8) 12 (22.2) 46 (42.2)
QUANTITATIVO DE MORADORES

mediana (IQR) 3(2,5) 4 (3,5) 3(2,5)
SANEAMENTO BASICO

Sim 54 (96.4) 52 (96.3) 106 (96.4)
Né&o 2(3.6) 2(3.7) 4 (3.6)
CASA EM ALVENARIA

Sim 55 (98.2) 53(98.1) 108 (98.2)
Né&o 1(1.8) 1(1.9 2(1.8)

Quanto aos dados clinicos como peso, altura, pressdo, CA, IMC, houve diferenca

estatistica significante de p< 0.001 para CA entre os grupos. A média de CA dos diabéticos foi

de 99 cm e do controle 92 cm. (Tabela 6)

Tabela 6 — Dados de Peso, CA e IMC entre os grupos diabéticos e controle

DIABETICO

Variaveis SIM NAO Total P value

n =56 (%) n =54 (%) n =110 (%)
PESO 0.078*
mediana (IQR) 745 (65,85) 69.5(63,8L5) 72 (64.2,82.4)
CIRCUFERENCIA
ABDOMINAL (CA) <0.001*
mediana (IQR) 99 (94,106)  92(86,99.8) 95 (89.5,102)
IMC 0.096*

29.6 27.6 28.5

mediana (IQR) (26.3,335)  (25531.8)  (25.7,32.3)

* teste de Ranksum

No quesito atividade fisica, 64,3% dos diabéticos ndo realizam atividade fisica, e 72,2%

do grupo controle também ndo realiza atividade fisica. Quando perguntado sobre visita ao

médico 76,8% dos diabéticos comparecem regularmente para controle do diabetes ha pelo

menos 6 meses (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atividade Fisica e Visita ao Médico

DIABETICO
Variaveis SIM NAO Total
N =56 (%) n=54(%) n =110 (%)

ATIVIDADE FISICA

SIM 20(35.7) 15(27.8) 35(31.8)
NAO 36 (64.3) 39(72.2) 75(68.2)
VISITA AO MEDICO

HA MENOS DE 6

MESES 43(76.8) 31(57.4) 74 (67.3)
HA MAIS DE 6 MESES 5 (8.9) 8(14.8)  13(11.8)
HA MAISDE 1ANO 3 (5.4) 6(11.1)  9(8.2)

NAO LEMBRO 5(8.9) 9 (16.7) 14 (12.7)
Fonte: Dados da Pesquisa

As medicacbes para controle mais citadas pelos os pacientes diabéticos foram a
Metformina, Glibenclamida e Glicasida, sendo que alguns utilizavam associacdes entre elas.

Apenas 21,4% citou a utilizagdo da insulina (Tabela 8).

Tabela 8 — Uso de insulina em diabéticos

DIABETICO
Variaveis SIM NAO Total
Nn=56 (%) n=54(%) n=110(%)

USO DE INSULINA
SIM 12(21,4) 0 (0) 12(10,9)

NAO 44(78,6) 54(100) 98(89,09)
Fonte: Dados da Pesquisa

Quando abordado no questionario sobre o historico familiar acerca da diabetes, 66% do
total da amostra tinham conhecimento de que algum membro da familia adquirira a patologia.
92,9% do grupo de diabéticos e 90,7% controle ndo eram tabagistas, porém 51,8% do grupo de
diabéticos alegaram ja terem sido fumantes em relacdo a 35,2% do grupo controle. No quesito
quantas refei¢fes ao dia, houve usuérios que realizavam até 6 refei¢cGes ao dia, porém 48,2%
do grupo dos diabéticos se alimentam 3 vezes ao dia. A maioria afirma ndo consumir doces
(73,2% dos diabéticos e 64,8% controle), ndo utilizar bebida alcoolica (82, 1% do grupo
diabético e 77,8% controle) e apenas 41,1% do grupo de diabéticos realizam alguma dieta para
a patologia (Tabela 9).
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Tabela 9 —Fatores associados a Diabetes Mellitus

DIABETICO
Variaveis SIM NAO Total
n=>56 n=>54 n=110
(%0) (%) (%0)
HISTORICO FAMILIAR
SIM 37(66.1) 29 (53.7) 66 (60)
NAO 17 (30.4) 23 (42.6) 40 (36.4)
NAO SEI 2(36) 237  4(3.6)
FUMANTE
SIM 4(71) 5930 9(8.2)
NAO 52 (92.9) 49 (90.7) 101 (91.8)
EX FUMANTE
SIM 29 (51.8) 19(35.2) 48 (43.6)
NAO 27 (48.2) 35(64.8) 62 (56.4)
REFEICOES AO DIA
1 1(1.8) 0 (0) 1(0.9)
2 5(8.9) 6(11.1) 11(10)
3 27 (48.2) 17 (31.5) 44 (40)
4 16 (28.6) 23(42.6) 39 (35.5)
5 5(8.9) 6(11.1) 11(10)
6 2(36) 2337  4(3.6)
CONSUMO DE ALIMENTOS
DOCES
SIM 15 (26.8) 19(35.2) 34 (30.9)
NAO 41 (73.2) 35(64.8) 76(69.1)
USO DE BEBIDA
ALCOOLICA
SIM 10 (17.9) 12(22.2) 22 (20)
NAO ) 46 (82.1) 42 (77.8) 88(80)
DIETA ESPECIFICA PARA
DIABETES
SIM 23(41.1) 0(0)  23(20.9)
NAO 33(58.9) 54 (100) 87 (79.1)

Ao serem questionados acerca da alimentacdo houve uma diferenca estatistica entre os

grupos no quesito Peixe e Legumes/Verduras, p =0.013 (peixe) e p = 0.023 (legumes/verduras).

Analisando as porcentagens 89,3% dos diabéticos consomem peixe comparando com o0s 70,4%

do grupo controle e 89,3% dos diabéticos acrescentaram em seu dia a dia legumes/verduras em

relacdo aos 72.2% do grupo controle (Tabela 10).
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Tabela 10 — Alimentos mais consumidos citados pelos usuarios

DIABETICO
Variaveis SIM NAO Total

n =56 (%) n = 54 (%) n = 110 (%)
CARNE/FRANGO
NAO 4(7.2) 4 (7.4) 8(7.3)
SIM 52 (92.9) 50 (92.6) 102 (92.7)
PEIXE *1
NAO 6 (10.7) 16 (29.6) 22 (20)
SIM 50 (89.3) 38 (70.4) 88 (80)
MASSAS
NAO 16 (28.6) 9 (16.7) 25 (22.7)
SIM 40 (71.4) 45 (83.3) 85 (77.3)
ARROZ
NAO 9 (16.1) 3 (5.6) 12 (10.9)
SIM 47 (83.9) 51 (94.4) 98 (89.1)
FEIJAO
NAO 18 (32.1) 12 (22.2) 30 (27.3)
SIM 38 (67.9) 42 (77.8) 80 (72.7)
FARINHAS
NAO 16 (28.6) 17 (31.5) 33 (30)
SIM 40 (71.4) 37 (68.5) 77 (70)
DOCES
NAO 40 (71.4) 37 (68.5) 77 (70)
SIM 16 (28.6) 17 (31.5) 33 (30)
FRUTAS
NAO 9 (16.1) 16 (29.6) 25 (22.7)
SIM 47 (83.9) 38 (70.4) 85 (77.3)
LEGUMES VERDURAS *2
NAO 6 (10.7) 15 (27.8) 21 (19.1)
SIM 50 (89.3) 39 (72.2) 89 (80.9)

*1p =0.013 — Teste de Quiquadrado — Chisq. (1df) — 6.15
*2n =0.023 — Teste de Quiquadrado — Chisq. (1df) —5.18

Na Avaliacdo das condicGes bucais entre 0s grupos, houve diferenca estatistica em
CPOD (p = 0.005), PSR (p = 0.025) e periodontite (0.01) entre os grupos estudados. A média
do indice CPOD do grupo diabético foi de 20,9, maior do que do grupo controle de 16.6. A
necessidade de intervencao periodontal através do indice PSR que pode ser verificado atraves
do codigo 3 e 4, foi maior no grupo diabético demonstrando a necessidade de tratamentos mais
invasivos. E classicamente o grupo diabético possui maior problema periodontal que o grupo
controle (37,5% diabético / 18,5% controle) (Tabela 11).



Tabela 11 — Avaliacdo das condi¢bes bucais entre os grupos

DIABETICO
Variaveis /
SIM NAO Total value
n=56 (%) n=54(%) n=110 (%)
CPOD 0.005*1
média (Desvio Padrao) 20.9(7.5) 16.6(8.3) 18.8(8.2)
IG
mediana (IQR) 0.1(0,1.3) 0(0,0.5) 0.1(0,1)
PSR 0.025*2
CODIGO 0 21(38.9) 29(54.7) 50 (46.7)
CODIGO 1 10 (18.5) 2(3.8) 12 (11.2)
CODIGO 2 7(13) 10 (18.9) 17 (15.9)
CODIGO 3 12 (22.2) 12(22.6) 24(22.4)
CODIGO 4 4 (7.4) 0(0) 4 (3.7)
GENGIVITE
DESDENTADO 3(5.4) 0 (0) 3(2.7)
SIM 22 (39.3) 20 (37) 42 (38.2)
NAO 31 (55.4) 34 (63) 65 (59.1)
PERIODONTITE 0.01*3
DESDENTADO 3(5.4) 0(0) 3(2.7)
SIM 21 (375 10(185) 31(28.2)
NAO 32(57.1) 44(815)  76(69.1)

*L t-test (108 df) = 2.88

*2 teste Quiquadrado - Chisqg. (4 df) =11.13

*3 teste exato de Fisher
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Analisando o uso de protese dentaria e os habitos acerca da saude oral, a maioria dos

diabéticos utilizam algum tipo de protese (53,6%), escovam em média 3 vezes ao dia (48,2%),

ndo utilizam colutério oral (78,6%), ndo utilizam fio dental (59%), ndo visitam o dentista ha

mais de um ano (35,7%) ou nem se lembram da ultima consulta (33,9%). Trocam de escova em

média menos de 3 em 3 meses (87,5%) e se lembram da marca de pasta de dentes que utilizam

87,5%) (Tabela 12).
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Tabela 12 — Dados acerca de habitos sobre satude oral e uso de protese/placa/aparelho

DIABETICO

Variaveis SIM NAO Total

n =56 (%) n = 54 (%) n =110 (%)
USO DE PROTESE/PLACA/APARELHO
SIM 30 (53.6) 24 (44.4) 54 (49.1)
NAO 26 (46.4) 30 (55.6) 56(50.9)
ESCOVACAO
0 (DESDENTADO) 0 (0) 1(1.9) 1(0.9)
1 6 (10.7) 2(3.7) 8 (7.3)
2 14 (25) 16 (29.6) 30 (27.3)
3 27 (48.2) 26 (48.1) 53 (48.2)
4 7 (12.5) 6 (11.1) 13 (11.8)
5 1(1.8) 2(3.7) 3(2.7)
6 1(1.8) 1(1.9) 2 (1.8)
USO DE COLUTORIO
SIM 12 (21.4) 11 (20.4) 23(20.9)
NAO 44 (78.6) 43 (79.6) 87 (79.1)
USO DE FIO DENTAL
SIM 23 (41.1) 20 (37) 43 (39.1)
NAO 33 (59) 34 (63) 67 (60.9)
VISITA AO DENTISTA
HA MENOS DE 6 MESES 8 (14.3) 14 (25.9) 22 (20)
HA MAIS DE 6 MESES 9 (16.1) 9 (16.7) 18 (16.4)
HA MAIS DE 1 ANO 20 (35.7) 10 (18.5) 30 (27.3)
NAO LEMBRO 19 (33.9) 21 (38.9) 40 (36.4)
TROCA DE ESCOVA DE DENTES
NAO UTILIZA 0 (0) 1(1.9) 1 (0.9)
FAZ 3 MESES 49 (87.5) 45 (83.3) 94 (85.5)
FAZ 6 MESES 7 (12.5) 6 (11.1) 13 (11.8)
FAZ 1 ANO 0 (0) 2(3.7) 2 (1.8)
LEMBRANCA DA MARCA DE PASTA DE DENTES
NAO UTILIZA 0 (0) 1(1.9) 1 (0.9)
SIM 49 (87.5) 46 (85.2) 95 (86.4)
NAO 7 (12.5) 7 (13) 14 (12.7)

A marca de pasta de dentes mais utilizada, uma curiosidade levantada no estudo, visto
que se hd uma preocupacéo por parte dos pacientes com sua saude oral, havera um interesse em
escolher uma marca de pasta de dentes que considere mais efetiva. 42,9 % do grupo de

diabéticos e 52,2% do grupo controle utilizam a marca Colgate (Tabela 13).
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Tabela 13 — Marca de Pasta de Dentes mais utilizada

Marca de Pasta de 1DIABETICOO Total
Dentes
n=56 (%) n=54(%) n=110 (%)

COLGATE 21 (42.9) 24 (52.2) 45 (47.4)
COLGATE/SORRISO 0 (0) 1(2.2) 1(1.1)
EVEN 12 0(0) 1(1.1)
ICEFRESH 1(2) 0 (0) 1(1.1)
KOLYNOS 3(6.1) 2(4.3) 5(5.3)
ORAL B 4(8.2) 4(8.7) 8 (8.4)
PREVENT 2(4.1) 0 (0) 2(2.1)
PRO-WHITE 12 1(2.2) 2(2.1)
PRO-WHITE HINODE 0 (0) 1(2.2) 1(1.1)
SENSODYNE 0 (0) 2 (4.3) 2(2.1)
SORRISO 11 (22.4) 6 (13) 17 (17.9)

Correlacionando os dados descritos no teste de correlacdo de Pearson utilizou-se os 3

indices principais (CPOD, IG e PSR) com dados clinicos e sociais mais importantes (IMC,

Circunferéncia abdominal, Glicemia pés-prandial, Escolaridade e Renda familiar). Do gréafico

16 ao 20 hé& a correlagdo de spearman positiva entre o indice CPOD e as seguintes variaveis:
Glicemia pés-prandial (rs = 0.2169308, p = 0.02282), IMC (rs = 0.0814035 e p = 0.3979),
Circunferéncia Abdominal (rs = 0.1955441, p = 0.04063), Renda Familiar (rs = 0.07272483, p
= 0.4502), sendo negativo apenas para Escolaridade (rs= -0.2912051, p = 0.002025).
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Fig. 16: Grafico de Dispersdo entre indice CPOD e Glicemia P6s - Prandial
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Fig. 17: Gréfico de disperséo entre indice CPOD e Circuferéncia Abdominal
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Fig. 18: Gréafico de Dispersdo entre indice CPOD e IMC
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Fig. 19: Gréafico de Dispersdo entre indice CPOD e Escolaridade
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Fig. 20: Grafico de Disperséo entre indice CPOD e Renda Familiar

Do gréfico 21 ao 25 houve a correlacdo de spearman positiva entre o indice Gengival e
as seguintes variaveis: Glicemia pos-prandial (rs = 0.05553692, p = 0.5644), IMC (rs =
0.1233988, p = 0.199), Circunferéncia Abdominal (rs = 0.1460196, p = 0.128), Escolaridade (rs
=0.03368267, p =0.7268) e negativo para Renda Familiar (rs = -0.08402979, p = 0.3828).
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Fig. 21: Grafico de Dispersdo entre indice Gengival (1G) e Escolaridade
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Fig. 22: Grafico de Disperséo entre indice Gengival (1G) e Glicemia P6s-prandial
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Fig. 23: Grafico de Disperséo entre indice Gengival (1G) e IMC
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Fig. 24: Gréfico de Dispersdo entre indice Gengival (IG) e Renda Familiar
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Fig. 25: Grafico de Disperséo entre indice Gengival (1G) e Circunferéncia Abdominal.

Analisando finalmente os graficos 26 ao 31, as seguintes correlacdes foram encontradas
entre o sistema PSR e as varidveis estudadas: positiva para IMC (rs = 0.1950871, p = 0.04111),
Circunferéncia Abdominal (rs = 0.1798577, p = 0.06008), Escolaridade (rs = 0.04161004, p =
0.666) e negativo para Glicemia pds-prandial (rs = -0.05570229, p = 0.5633) e Renda Familiar
(rs =-0.1800501, p = 0.05981). Houve correlacéo positiva entre indice Gengival e indice CPOD
(rs = 0.1329263, p = 0.1662).
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Fig. 26: Grafico de Disperséo entre PSR e IMC
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Fig. 27: Grafico de Disperséo entre PSR e Circunferéncia Abdominal
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Fig. 28: Gréfico de Disperséo entre PSR e Escolaridade
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Fig. 29: Gréafico de Dispersdo entre PSR e Glicemia pos-prandial
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Fig. 30: Gréfico de Dispersédo entre PSR e Renda Familiar
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Fig. 31: Grafico de Dispersdo entre indice CPOD e Indice Gengival

4.2 Resultados da fase laboratorial

Abaixo o resultado da Eletroforese da PCR com a Biblioteca # 1 (Figura 32).
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Fig. 32: Eletroforese da placa PCR feita com Biblioteca 1. Amostras de saliva do Grupo
Diabético (Al, A2, A3, A4, A5, A6,A7, A8, A9, A10, All, Al2, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7,
B8, B9, B10, B11, B12, C1) Amostras Controle, (C2, C3, H2, H3), Amostras de saliva do
Grupo Nao Diabético ( F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, G1, G2, G3, G4, G5,
G6, G7, G8, G9, G10, G11, G12, H1), Amostras de sitios especificos de elementos dentarios
de pacientes diabéticos (D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D11, D12) e Amostras de
sitios especificos de elementos dentarios de pacientes saudaveis ( E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7,
E8, E9).

Abaixo, a Eletroforese das amostras ndo amplificadas com a Biblioteca 1 e amplificadas
com a Biblioteca # 2. Ao todo 46 amostras de saliva foram amplificadas (92% de todas as
amostras do estudo), 2 amostras do grupo diabético ndo foram amplificadas (B8 e B11) e 2

amostras do grupo controle ndo foram amplificadas (F8 e G8) (Figura 33).
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Fig. 33: Eletroforese das 11 amostras ndo amplificadas com primer da Biblioteca 2. Apenas as
aliquotas A11(1), A11(2), B5(1), B5(2), B7(1), B7(2), D6(1), D6(2), D6(4), E7(3), E7(4) foram
amplificadas.

Abaixo resultado da eletroforese das amostras apds RFLP (Polimorfismos de Tamanhos

de Fragmentos de Restricdo) (Figura 34).
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Fig. 34: Eletroforese das Amostras apés Ténica de RFLP (Polimorfismos de Tamanhos de
Fragmentos de Restri¢do).

A seguir a tabela com a mensuracao do tamanho das bandas encontradas das amostras
de saliva tanto do grupo de diabéticos como do grupo de pacientes ndo diabéticos (Amostras
identificadas com as letras iniciais A, B, C, F, G, H) ap0s a técnica de RFLP (Polimorfismos de
Tamanhos de Fragmentos de Restricdo) e a comparacao entre os grupos diabéticos e controle e

0s testes estatisticos envolvidos (Tabela 14).



82

Tabela 14 - Tamanho de Bandas encontradas em cada grupo

DIABETICO

TAMANHO DE BANDAS _SIM NAO  Total _ Pvalue
n=26(%) n=24(%) n=50(%)

700pb 20 3 23

650pb 0 3 3 pogpm

450 1 0 L 0740777

400 1 0 1 (gaaree

200 1 0 1 055818

NENHUMA 3 18 21

*1 t-test = 0.078182

*2 teste Mann-Whitney = 15.5

*3 teste exato de Fisher = 1.2168

"4 teste Quiquadrado - Chisg. = 0.34386

O que se verificou que a enzima de digestdo Hind Il cortou mais as amostras diabéticas
e possivelmente por isso houve o aparecimento de mais bandas do que o grupo controle. Mesmo
que em todos os testes o p foi maior que p < 0.05, ndo sendo significante a comparacao, é
notdrio que algumas bandas com tamanhos diferentes de 700 ou 650pb surgiram na eletroforese
0 que fornece subsidios para se suspeitar de diferencas de diversidade entre 0s grupos porém
para um procedimento mais acurado identificando os perfis microbianos que estdo presentes

em cada grupo, sé € possivel através do sequenciamento genético.
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5.0 DISCUSSAO

Um dos grandes propositos deste estudo, como das demais pesquisas que se interessa
em estudar salde publica, e em especial doencas que acometem uma determinada parcela
populacional, é entender e compreender os aspectos clinicos da patologia e como esta afeta a
saude oral do paciente, correlacionando o modo com que 0s aspectos sociais e econémicos
podem afetar esta patologia avaliando a diversidade microbiana envolvida. Ao estudar uma
parcela tdo pequena desta populacdo também demonstramos os aspectos desta regido e como a

falta de politicas econémicas e sociais atingem a vida das pessoas.

Na regido do Viver Melhor, o publico que comparecem aos postos de saude é
marcadamente feminino, incluso o grupo de pacientes diabéticos o que vai de encontro com a
maioria dos dados em que o0 sexo masculino é preponderante a nivel nacional e de acordo com
estudos ja realizados em Joinville/SC e Manaus/AM. (ARTILHEIRO et al. 2014; BRASIL,
2017). Para uma patologia que acometia pessoas mais velhas, nota-se uma modificagdo neste
quadro, pessoas mais jovens estdo sendo atingidas, possivelmente devido a mudanca na base
alimentar da populacdo, em especial a deste estudo, pelo consumo de mais carboidratos e
poucos alimentos saudaveis, 0 que corrobora com a previsdo de érgdos pesquisadores na area
(WHO, 2016; IDF, 2017). Pacientes mais pobres tém uma maior dificuldade de alcangar
alimentos mais saudaveis (frutas, verduras e alimentos integrais), restringindo-se aos alimentos
regionais com o consumo de peixes sendo mais preponderante, principalmente entre o grupo de
diabéticos (DOM, 2018; PORTAL DO HOLANDA, 2018; SANTOS, 2018; SEVERIANO e
SOUZA 2018; WHO, 2016; IDF, 2017; SILVA, 2015; YAMISHITA et al. 2013).

E uma populacio que ganha em torno de 1 a 2 salarios minimos, verificando que no
fator renda familiar ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos, coerente com o0 proposito
da criacéo do bairro, criado para abrigar pessoas carentes e que advieram de locais insalubres e
improprios para moradia, isto € de &reas de risco com necessidade de politicas publicas sociais
para sobreviverem. Assim ao caracterizar a populagdo em ambos 0S grupos a maioria possui
escolaridade no nivel médio, casado ou em unido estavel, cor parda, de maioria evangélica,
detentoras de saneamento basico, moradia em casa de alvenaria com uma média de 3 moradores
por domicilio e renda de até 1000 reais. Apenas 10,1% desta populacdo recebia bolsa familia
(SANTOS, 2018; SEVERIANO e SOUZA, 2018).

Apesar da frequéncia de visitas ao medico, 64,3% dos diabéticos ndo realizam

atividades fisicas. No presente estudo verificou-se que verduras, legumes e peixe sdo 0s
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alimentos mais utilizados pelo o grupo de pacientes diabéticos, todavia hd a necessidade de
reforco para que haja uma mudanca efetiva e permanente de habitos, e todos os programas de
prevencdo pode eficazmente trabalhar nesse foco baseando-se nas diferencas econdmicas,
sociais e culturais, utilizando por exemplo uma estratégia de ativacdo da intencdo juntamente
com a estratégia motivacional tradicional integrando usuario e profissional de saude
(SARTORELLI e FRANCO 2003; SILVA et al. 2015; SILVA et al. 2015; ATAIDE e
DAMASCENTO 2006; COSTA et al. 2011; SOUZA e GARNELO 2008). Verificando a
grande diferenca da glicose pos-prandial entre os grupos, o tratamento realizado pelo o grupo
de pacientes diabéticos ndo esta sendo efetivo, dado que apenas 41,1% destes afirmam realizar
alguma dieta, apesar de afirmarem ndo ingerir bebida alc6olica e nem serem tabagistas. Lima
et al. (2016) constata isso em seus estudos ao afirmar que o descontrole glicémico € mais
provavel em pacientes diabéticos mais jovens, com maior frequéncia a consultas médicas, com

mais tempo de duracdo da enfermidade e com tratamento farmacol6gico mais complexo.

A questdo da obesidade pode ser notada através da Circunferéncia Abdominal (CA) e
indice de Massa Corpérea (IMC). Houve uma diferenca estatistica entre os grupos, onde
marcadamente o grupo de diabéticos possui uma circunferéncia maior, explicavel devido até a
prépria patologia em que os 6rgdos mais afetados sdo o figado e pancreas. Os dados de CA
corroboram com as pesquisas realizadas por SHILLITOE et al. (2012), em que ap0s cirurgias
bariatricas, a glicemia dos pacientes diabéticos se normalizava quando consequentemente
perdiam peso, utilizando a variavel CA e IMC como associacao. Todavia neste estudo nao foi
encontrado nenhuma relagdo entre o IMC e os pacientes diabéticos, pois ndo foi significativo
estaticamente a diferenca entre os grupos, embora o autor acima relata a existéncia de estudos

cujo IMC dos diabéticos € mais elevado, associando a obesidade com diabetes,

A triade obesidade/diabetes/doenca periodontal esta sendo relacionada. Apesar de ainda
ndo confirmado pode haver uma possibilidade de associacdo entre doenca periodontal e
obesidade, proporcional a Circunferéncia Abdominal (CA) do individuo. O inibidor do ativador
de plasminogénio 1 (PAI — 1) é aumentado na obesidade induzindo a aglutinacdo de sangue,
decrescendo o fluxo sanguineo no periodonto de obesos e promovendo a periodontite. Visto
que o tecido adiposo secreta grandes quantidade de TNF-a e IL — 6 e estimula a participagédo
dos macrofagos, por meios ainda desconhecidos, e estes sdo fonte principal de mediadores da
inflamacdo crénica da doenca periodontal (TNF-a, IL-6, IL-1, IL-8, metaloproteinases,
prostaglandinas e NO; dentre outros) esta relacdo se torna muito contundente também com a

diabetes, pois esses mesmos mediadores inflamatorios aumentam a resisténcia insulinica do
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individuo(BASTOS et al. 2005; BERTOLINI et al. 2010; OHLRICH, 2010; ALPERT, 2017;
ANBALAGAN et al. 2017; OGAWA et al. 2017).

Especificamente para odontologia, Rosendo e Freitas (2012), relata que as
desigualdades sociais implicam nas diferencas nos padrées de doencas e de utilizacdo de
servicos e o grande desafio é atender essas necessidades de forma holistica e por meio de
programas de orientacdo e acompanhamento almejando a adesdo do paciente ao tratamento

proposto com consequente controle da patologia.

Ao se falar de satde oral, os indices CPOD foram diferentes entre os grupos, sendo que
0 grupo de diabéticos possuia uma média mais elevada que do grupo controle, o que corrobora
com alguns estudos na area, contudo Amaral et al. (2006) ndo encontrou esses dados em sua
amostra, sugerindo que os diabéticos apresentam menos céries que o0 grupo controle, alegando
que provavelmente a duracdo da patologia poderia contribuir para a ocorréncia de cérie, e 0

menor consumo de sacarose poderia explicar sua menor frequéncia nesses pacientes.

Uma das explicacOes para esse alto indice, leva em conta que o fluido salivar possui alto
teor de acUcar, isto é, a hiperglicemia era responsavel pelo o alto nivel de carboidratos na saliva
e fluido gengival, e como é um dos fatores mais preponderantes no complexo multifatorial da
formacao de cérie, seria uma das explicagdes para o alto indice de bactérias orais iniciadoras da
desmineralizacdo dentaria (SOUZA et al. 2011; SANDBERG et al. 2000; KAMPOO et al.
2014). Outro fator a se levar em questdo € o baixo fluxo salivar que estes pacientes possuem, a
xerostomia, muito devido a patologia que apresenta essa sintomatologia, como dado aos
medicamentos utilizados para o controle metabdlico, na tentativa de diminuir a producdo de
AGEs e fatores proinflamatorios da patologia (KAMPOO et al. 2014).

Quando se fala em escolaridade, quanto mais o individuo é escolarizado espera-se que
possui mais entendimento de sua situacdo fisica e o autocuidado estaria implicito neste conceito
0 que poderia tornar sua condi¢cdo de saude melhor, com consequentemente aumento de sua
qualidade de vida, pois as desigualdades sociais geralmente modificam as diferencas nos
padrdes das doengas e na utilizagdo dos servigos (ROSENDO e FREITAS 2012; ARTILHEIRO
et al. 2014). Com uma correlacdo negativa, neste item, ao observar o grafico de disperséo,
observou-se que ndo houve diferenca entre os grupos diabéticos e controle, o que se supde que
independente da escolaridade, os indices (em especial CPOD) por exemplo ndo se modificaram,

que possuir maior escolaridade ndo quer dizer que o individuo colocara o conhecimento
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adquirido em prol do proveito préprio, e que outras abordagens devem ser realizadas para o
estimulo de autocuidado e da compreensdo da importancia de habitos de salde para sua vida.

Houve uma correlacéo positiva entre o indice CPOD e o indice 1G nos dois grupos, o
que vai de encontro com estudos de Moro et al. (2007) que executou tal estudo em escolares de
baixo nivel socioecondémico. A explicacdo para essa positividade estaria no fato de que o
metabolismo do diabético proporciona uma maior gengivite e periodontite (SEVERSON et al.
2014; FELIPE et al. 2013; MEALEY e ROSE 2008, OLRICH et al. 2010; SANDBERG et al.
2000), conhecendo a relacéo forte da diabetes e condicdo oral, embora a gengivite em nosso

estudo ndo tenha tido significancia entre 0s grupos.

Ao avaliar o conhecimento sobre saude oral e 0s habitos relacionados, mesmo que a
maioria dos pacientes realizem a escovacao 3 vezes ao dia e se lembram da marca de escova de
dentes que utilizam (alguns retiram escova e pasta de dentes fornecidos pelo o posto de salde),
a falta de prioridade em outros habitos como uso de colutérios e fio dental, demonstram que o
uso de outros produtos para a complementacdo da higienizacdo oral ndo € usual para os
pacientes, agravando uma ja pobre salde oral. Poudel et al. (2018) em sua revisdo sistematica
com pacientes diabéticos concluiu que muitos ndo possuiam conhecimento sobre salde oral e
isso se refletia em péssimos habitos de saude oral. Quando se analisa o fator visitas ao dentista,
é perceptivel- ha mais de 1 ano sem consulta odontoldgica — fornece subsidios de que ha a
necessidade ndo apenas para o grupo de diabéticos como de controle de fortalecimento do papel
da odontologia na vida dos usuérios e de integréa-la no sistema de cuidados (SERVERSON et
al. 2014).

Ao analisar 0 uso de prétese dentéria, da amostra de 110 individuos (grupo controle e
diabético), 49,1% a utilizam, o que significa uma falha no acesso da populagéo a odontologia
interferindo em sua qualidade de vida, sendo necessario agdes mais pragmaticas nao apenas nas
acOes coletivas educativas, mas preventivas e curativas (OLIVEIRA et al. 2018), o que
corrobora com Silva et al. (2010) ao afirmar que apenas 27,3% dos diabéticos estdo em

tratamento odontoldgico na rede bésica, e 3,6% recebiam atendimento especializado.

Quando foi realizado a analise das estruturas gengivais e periodontais, foi avaliado se a
gengivite era leva, moderada e grave. Em ambos 0s grupos n&o houve diferenca estatistica, com
a maioria da amostra (59,1%) ndo apresentando inflamacéo gengival seja em que grau fosse.
Corroborando com os estudos de Drumond-Santana et al. (2007) houve entre 0s grupos

diabéticos e controle uma diferenga significativa ao analisar a presenca de periodontite ou ndo
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em qualquer um dos graus avaliados (leve a avangada), com 22,2% dos pacientes diabéticos
necessitando de tratamento periodontal conforme o escore 3 do cddigo do RPS, indicando que

a presenca da doenca periodontal impacta negativamente na qualidade de vida destes pacientes.

A precariedade dos servicos de saude € um ponto a ser levantado, pois 0 acesso a esses
servicos facilita o controle da patologia. Durante a pesquisa houve dificuldade dos usuérios a
acessarem os servicos laboratoriais e com isso dar o feedback em algumas variaveis pesquisadas
no estudo, por dois motivos: 1- falta de recursos humanos para a coleta de sangue no momento
que o usuério chegava ao laboratério; 2 - falta de recursos materiais, pois 0s reagentes
necessarios nao estavam a disposicao apos coleta de sangue. Outra dificuldade estrutural foi o
acesso ao sistema SISREG (Sistema de Regulacdo), que quando ndo estava com dificuldades
operacionais, nao dispunha de vagas proximas para a execucao dos exames. Este fato é também
levantado por Silva et al. (2015) ao realizar uma pesquisa nas Unidades de Saide com ESF, na
regido metropolitana de Curitiba/PR, de qual era a visdo dos usuarios do Programa de
Hipertensdo Arterial e Diabetes Mellitus nestas unidades. Foi citado a dificuldade de espaco
fisico para realizarem as atividades, dificuldade para marcar consultas especializadas, servicos
de apoio diagnoéstico e terapéutico, na média e alta complexidade da atencdo, demora no

recebimento dos exames entre outros corroborando com este estudo.

Malfati e Assuncdo (2011) especula haver falhas no processo de preenchimento dos
dados das UBS ou dos agentes participantes do PSF no Brasil no cadastramento dos usuarios
na 132 Coordenadoria Regional de Saide no Parand, ao verificar o baixo nimero de diabéticos
e hipertensos cadastrados nas fichas e repassados para cadastro no SIAB (Sistema de
Informacdo de Atencdo Basica), o que leva a um baixo percentual de acompanhamento destes
pacientes, necessitando a instalagdo de medias para sanar esses obstaculos. Neste estudo, houve
a dificuldade de acessar muitos dos usuarios pelo o cadastro da UBS, visto que muitos
enderecos estavam desatualizados, prontuarios duplicados ou perdidos, e mudanca da

plataforma do sistema da unidade no momento da coleta devido a instalagdo do e-sus.

Algumas limitacbes podem ser apontadas neste escopo. Mesmo que tenhamos um
modelo assistencial em que a integralidade deva estar em todos os sentidos mediante vinculo
de comprometimento pessoal, familiar e comunitarios, vigilancia a saude, acolhimento dos
pacientes e garantia de referenciamento a niveis de maior complexidade, ainda o0 modelo
biomedico estd intrinsecamente dominante na gestdo desses cuidados, o que refletiu na
dificuldade de acessar 0s usuérios desses servicos. Aliado a constante crescimento

populacional, e sua demanda desenfreada, a estrutura fisica e o capital humano existente ndo
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consegue crescer geometricamente a necessidade latente. Para isto é necessario urgentemente
um aumento no investimento local, melhorias das a¢des presentes e implementacéo de politicas
que alcancem o usuario de forma mais eficiente, sempre respeitando as especificidades locais
existentes, como integracdo multiprofissional através de capacitacdes e valoracdo dos
profissionais de saude, para que a APS(Atencdo Priméria a Salde) realmente se torne a porta
de entrada para esses usuérios (MALFATI e ASSUNCAO, 2011; FERTONANI et al. 2015;
OLIVEIRA et al. 2013; ASSIS et al. 2003).

Na fase laboratorial, utilizou-se a técnica de RFLP (Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de Restricdo) como uma fase preliminar para o sequenciamento, por ser uma
técnica valida para a odontologia e de facil acesso, apesar de ser demorado. Autores como
Sakamoto et al. (2002), utilizando tal método em amostras de saliva conseguiu avaliar e
identificar a diversidade em seus estudos. Mohammadi et al. (2017) utilizando a mesma técnica
diferenciou espécies de Candida o que valida tal técnica para o estudo microbiol6gico da

cavidade oral.

Comparando os grupos diabéticos e de controle, as bandas verificadas por eletroforese
obtiveram alguns tamanhos diferentes e menores no grupo de diabéticos (200pb, 400pb e
450pb). Isso pode significar que no grupo controle ndo havia bactérias com essa sequéncia de
nucleotideos ou por algum momento no processo de purificacdo tenha desnaturado. Apesar de
ndo haver diferenca estatistica entre os grupos utilizando esta técnica para averiguar diversidade
mensurando as bandas de eletroforese, € notdrio a necessidade de se recorrer a sequenciadores
de segunda geracdo para uma identificacdo mais precisa de quais perfis microbianos da saliva
cada grupo possui (CAMERON et al. 2005; MATTANA et al. 2012; VALARANI et al. 2011).
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6.0 CONCLUSAO

Os dados do presente estudo indicaram os seguintes fatos:

e Este estudo contribuiu para o conhecimento das condigdes socioecondmicas da
populacéo diabética caracterizada neste estudo. As caracteristicas da populacdo foram:
a maioria possui nivel médio, casada ou em unido estavel, cor parda, evangélicos, renda
de até 1000 reais, com uma composic¢do de 3 moradores por domicilio

e Com relacdo as condi¢Ges de saude bucal, avaliando os indices CPOD, PSR e
periodontite, houve diferenca significativa entre os indices. O grupo diabético possui o
indice CPOD mais elevado, necessita de maior intervencéo periodontal e classicamente
evidenciou-se maiores problemas periodontias neste grupo.

e Os pacientes diabéticos possuem uma Circunferéncia Abdominal maior do que os
pacientes saudaveis, apesar de n&o ter sido significante o peso e IMC entre os grupos. E
necessario que o programa de controle e acompanhamento dos diabéticos realmente
alcance seu objetivo, modificando os habitos da comunidade, através de adesédo a dieta
necessaria, regularidade na atividade fisica e presenca atuante dos profissionais na
realidade dos usuarios.

e Necessaria uma maior efetividade dos servi¢os odontolégico, com maior atuagdo do
cirurgido-dentista na equipe multiprofissional, para que o atributo da integralidade
esteja presente ndo apenas na vida dos usuarios diabéticos, mas da populacgdo atendida.
Todavia essa efetividade deve-se pautar em novas abordagens ao usuario dentro de
programas e acdes ja desenvolvidas para real efetividade dessas acGes para que O
paciente seja o regente de sua propria salde.

e OusodoFTA Card Whatman se mostrou eficiente para a coleta de saliva dos pacientes,
com fécil manipulagdo para a extracdo do DNA ndo comprometendo a técnica de
amplificacdo de PCR e RFLP, e util para a posterior analise metagenémica.

e Com relacdo a diversidade microbiana entre os grupos estudados, estatisticamente ndo
foi significante na comparacédo da presenca de bandas de RFLP em um grupo (diabético)
com o outro grupo (controle). Porém s6 o fato de haver bandas om tamanhos diferentes
em um grupo(diabético) e auséncia em outro grupo (controle) indicam a necessidade de
um exame mais acurado através de sequenciamento por sugerir possivel diferenca de

diversidade entre 0s grupos.
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AUTORIZAGAO PARA REALIZAGAO DA PESQUISA NA SEMSA

Declaramos para os devidos fins que a Geréncia de Gest3o da Educagdo na Saude - GESAU autoriza a
realizagdo no @mbito da Secretaria Municipal de Satide — SEMSA da seguinte pesquisa:

TITULO: ANALISE METAGENOMICA DE MICRORGANISMOS BACTERIANOS EXISTENTES NA
CAVIDADE ORAL DE PACIENTES PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO II.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: MARIA DAS GRAGAS SILVA SARMENTO

PROFESSOR ORIENTADOR: JAMES LEE CRAINER

INSTITUICAO DE ENSINO: INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE (ILMD/FIOCRUZ AMAZONIA)
PERIODO DE REALIZAGCAO: 01/12/2017 a 31/03/2018
LOCAIS DA PESQUISA: Norte: UBS Dr. José Figlioulo.

Informamos que o pesquisador responsivel apresentou o parecer ético consubstanciado
(anuéncia) emitido por um Comité de Etica em Pesquisa - CEP assegurando que os resultados obtidos
serdo tratados conforme prevé a Resolucdo CNS n2 466/2012 e suas complementares: e 0s objetivos e a
metodologia para seu desenvolvimento ndo irdo interferir no fluxo normal da Institui¢do; ndo serdo
utilizados insumos da SEMSA (recursos humanos, material de expediente etc. ); nem gerardo 6nus para a
Secretaria.

Salientamos que esta autorizagdo foi deferida pela Geréncia de Satide Bucal/DAP, é voluntaria,
podendo a qualquer momento serem solicitados esclarecimentos sobre a pesquisa que estd sendo
desenvolvida ou até mesmo ser revogada. A mesma corresponde ao projeto bdsico encaminhado
previamente ao gestor do Local da Pesquisa pela Geréncia de Gest3o da Educacdo na Saude.

Enfatizamos que o PESQUISADOR RESPONSAVEL SE COMPROMETE em apresentar cdpia deste
documento ao gestor do Local da Pesquisa.

Dessa forma, solicitamos que a realizagdo da pesquisa seja acompanhada assegurando o bem-
estar dos participantes e pesquisadores.

Aéu \/ ol [
rina C. J. Plstilll
Gén de Gestio de Educagde na Sauide
ADEMARINA C. J. PISTILLI
Geréncia de Gestdo da Educacdo na Saude
Departamento de Gestdo do Trabalho e Educagdo

N\
g , _
’Yﬂ“\fw » ﬂt\(cvi w&%%wi ORY! 1 ?O\OC) ¢-w \9 ({ {1. ( f
MARIA DAS GRZ-\CAS SILVA SARMENTO CPF DATA
Pesquisador (a) Responsavel
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Termo de Compromisso n2 48/2017 — GESAU/SEMSA

Manaus, 16 de novembro de 2017.
TERMO DE COMPROMISSO DO(S) PESQUISADOR (ES)

TITULO: ANALISE METAGENOMICA DE MICRORGANISMOS BACTERIANOS EXISTENTES
NA CAVIDADE ORAL DE PACIENTES PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO II.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: MARIA DAS GRACAS SILVA SARMENTO

PROFESSOR ORIENTADOR: JAMES LEE CRAINER

INSTITUICAO DE ENSINO: INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE (ILMD/FIOCRUZ
AMAZONIA)

PERIODO DE REALIZACAO: 01/12/2017 a 31/03/2018

LOCAIS DA PESQUISA: Norte: UBS Dr. José Figlioulo.

O(s) pesquisador (es) do projeto acima identificado assume o compromisso:

1. Informar a Secretaria Municipal de Saide — SEMSA qualquer alteragdo no
cronograma de atividades da pesquisa;

2. Informar a SEMSA qualquer alteragdo significativa no projeto apresentado;

3. Disponibilizar os resultados desta pesquisa a SEMSA, através de relatério de

resultados finais.

Manaus, 2 de f)’l(;uemﬂ» de 2017.

%‘ Ss 9)7&(@ \Mw @lm/ 02 4Pp0 94 -co

MARIA DAS 6RACAS SILVA SARMENTO CPF
Pesquisador (a) Responsavel
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Anexo D

Convidamos o Sr. (a) para participar da Pesquisa intitulada ANALISE METAGENOMICA DE MICROORGANISMOS
BACTERIANOS EXISTENTES NA CAVIDADE ORAL DE PACIENTES PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO 11, sob
a responsabilidade dos pesquisadores: Dr. James Lee Crainey e Mestranda Maria das Gragas Silva Sarmento como voluntario deste nosso

estudo.

Esta pesquisa pretende analisar microrganismos bacterianos (bactérias) existentes na cavidade oral de quem esta acometido por
diabetes e comparar com os ndo possui diabetes(saudaveis). Acreditamos que ela seja importante porque podemos desenvolver outras maneiras
de diagnosticar essa doenga e indicar programas e protocolos de cuidado de prevencdo oral. Para sua realizagdo serd feito o seguinte:
Preenchimento de questionario e coleta de saliva, esfregacos da lingua e dentes molares e retirada de placa e tartaro dos dentes anteriores
inferiores. Sua participagao consistird em responder um questionario e permitir a realizacéo de coleta de saliva e placa bacteriana ou tartaro

através de uma consulta onde sera realizada essas atividades e se necessario encaminhamento do Sr.(a) ao atendimento clinico odontolégico.

E possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos, pois toda pesquisa que envolve seres humanos esses transtornos
podem ocorrer: leve sangramento na retirada de tartaro, placa ou saliva durante coleta, medo, fobia ou constrangimento. Caso se sinta
incomodado com qualquer procedimento, o Sr.(a) possui total liberdade de deixar de colaborar assim como podera ser encaminhado para
qualquer assisténcia dentro do Sistema Unico de Saude sobre qualquer mal-estar que aconteca devido a este estudo. Os beneficios que
esperamos com essa pesquisa € o conhecimento sobre como a Diabetes influencia na salde oral e através deste proporcionar cuidados
preventivos e elaboragdo de protocolos de cuidados ou de ferramentas de diagndstico para uma melhora na qualidade de vida aos pacientes

diagnosticados com Diabetes Mellitus I1.

Durante todo o periodo deste estudo vocé tem o direito de tirar qualquer divida ou pedir qualquer outro esclarecimento e o material
coletado que estara sobre nossos cuidados, podera ser monitorado e as informagdes sobre as amostras dada a conhecimento para o paciente que
podera ser descartado em qualquer momento que este realizar o pedido, bastando para isso entrar em contato com os pesquisadores no enderego
Rua Teresina, 476. Adriandpolis. Manaus - AM, pelo telefone +55 (92) 3621-2323, ou através de contato com o Comité de Etica em Pesquisa
— CEP/UEA no enderego Av. Carvalho Leal, 1777, Telefone (092) 3878-4368.

Relembramos que em caso de algum problema relacionado com a pesquisa vocé tera direito a assisténcia gratuita que sera prestada
por especialistas préprios que atuam dentro do Sistema Unico de Sadde.

Reafirmamos que vocé tem garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua permissao, a qualquer momento, sem
nenhum tipo de prejuizo ou retaliacéo, pela sua decisao.

As informagdes desta pesquisa serdo confidencias, e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas caso haja sua
autorizagdo, ndo havendo identificagdo dos voluntérios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua
participacdo. Serd também utilizada imagens, e o material biol6gico sera retirado e descartado segundo leis brasileiras de descarte biologico

para pesquisas cientificas na area da satde.

Os gastos necessarios para a sua participacao na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores, sendo que o Sr.(a) ndo tera nenhuma
despesa e também nenhuma remuneragdo. Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da

participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial.

Este Termo de Consentimentos Livre e Esclarecido sera assinado em duas vias, no qual um sera entregue ao Sr.(a) e outra ficara

com o responsavel pela a pesquisa e coleta da amostra.
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Autorizagdo - TCLE

Anexo E

Eu,

apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel, para esclarecer
todas as minhas davidas, acredito estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacéo é voluntaria e que posso
retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa,
dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e

esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar deste estudo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste voluntario (ou de seu representante legal) para

a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtengdo do TCLE

Dr James Lee Crainey / Mestranda Maria das Gragas Silva Sarmento

Rua Teresina, 476. Adriandpolis, Manaus - AM. Tel.: +55 (92) 3621-2323

Comité de Etica em Pesquisa — CEP - UEA

Av. Carvalho Leal, 1777, Tel: (092) 3878-4368
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ENTO PARA FOTOGRAFIAS, FILMAGEM E GRAVACOES DE VOZ

Anexo F

Eu , portador do RG. N° , CPF:

permito que o pesquisador abaixo relacionados obtenham fotografia, filmagem ou gravacdo de minha pessoa para fins de

pesquisa, cientifico e educacional.

Concordo que o material e informagdes obtidas relacionadas possam ser publicados em aulas, seminarios, congressos, palestras ou periodicos

cientificos. Porém, ndo deve ser identificado por nome em qualquer uma das vias de publicagéo ou uso.

As fotografias, filmagens e gravagdes de voz ficardo sob a propriedade do pesquisador pertinente ao estudo e, sob a guarda do mesmo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Pesquisador Orientador: Dr. James Lee Crainey
Pesquisadora Responsavel: Mestranda Maria das Gragas Silva Sarmento

Rua Teresina, 476. Adriandpolis, Manaus - AM. Tel.: +55 (92) 3621-2323

Comité de Etica em Pesquisa — CEP
Av. Carvalho Leal, Tel.: +55 (092) 3878-4368.
Manaus, de de 2018.

UBS Dr. José Figlioulo — DISA NORTE
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Anexo G

Questionario — Pesquisa

ANALISE METAGENOMICA DE MICROORGANISMOS BACTERIANOS EXISTENTES NA CAVIDADE ORAL DE
PACIENTES PORTADORES DE DIABETES MELLITUS TIPO II

FTAN.° Data:
GM: Hora:
1.0 Dados Sécio-Demograficos
1.1 Nome:
1.2 End..
1.3 Idade: 1.4 Data de Nasc.:
1.5Sexo ( ) 1.6 Escolaridade ( )
1.Masculino 2.Feminino 1. Nenhuma 2. Fundamental 3. Médio 4. Superior
1.7 Estado Civil ( ) 1.8 Profisséo:
1.Solteiro 2. Unido Civil/Uni&o Estavel 3. Vilvo
4. Divorciado
1.9 Corou Raga ( ) 1.10 Religido ( )
1. Branco 2. Negro 3. Pardo 4. Amarelo 1.Sem religido 2. Catdlico 3. Evangélico 4. Espirita 5. Outros
5. Indigena

1.11 Ndmero de filhos:

1.12 Naturalidade:

1.13 Renda Familiar: ( )
1. até 500 reais 2. até 1000 reais 3. até 1500 reais 4. Mais de 1500 reais

1.14 Recebe algum auxilio social ou é aposentado? ( )
1. Bolsa Familia/ 2 Outro

1.15 Quantas pessoas moram em sua residéncia?

1.16 Sua casa tem saneamento basico? () 1. Sim 2. Nao

1.17 Sua casa é de alvenaria? ( ) 1. Sim 2. Nao

2.0 Anamnese Clinica
2.1 Altura: 2.2 Peso:
2.3 PAS: 24 CA:
2.5 ldade: 2.6 IMC:
2.7 HbAlc: 2.8 GJ:
2.9 Esta gravida? ()
1. Sim 2. Nédo
2.10 Faz atividade fisica? ()
1.Sim 2. Néo Se sim quantas vezes por semana?

2.11 Qual a ultima vez que foi ao médico? ( )

1.ha menos de 6 meses 2.ha mais de 6 meses 3. ha mais de 1 ano 4.ndo lembro

2.12 Quais os medicamentos usados para controle?
() metformina ( ) glibenclamida ( ) glicasida ( ) insulina (NPH e regular)

() entre outros

2.13 Atualmente est4 utilizando alguma medicagédo?
() anti-inflamatoério ( ) antibiético ( ) analgésico

() entre outros

2.14 Faz uso de insulina? ( )

1.Sim 2. Ndo Quantas vezes ao dia?

2.15 Tem histérico familiar de diabetes ou hipertensdo na familia? ( )

1. Sim 2. N&o 3. Nao sei Qual ? ( ) Diabetes e/ou ( ) Hipertenséo
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2.16 VVocé é fumante? ()

1.Sim 2. Néo

2.17 Vocé ja foi fumante? ( )
1. Sim 2. Néo

2.18 Quantas refei¢des faz ao dia?

2.19 Consome muitos alimentos doces? ( )
1. Sim 2. Néo

2.20 Faz uso de bebidas alcéolicas socialmente? ()
1.Sim 2.Néo

2.21 Qual a frequéncia de ingestéo alcéolica? ( )

1. nenhuma 2. todo dia 3. 1 vez na semana 4. 1 vez a0 més 5. 2 ou mais vezes no més

2.22 Ha quanto tempo faz tratamento para diabetes? ( )

1. menos de 1 ano 2. entre 1 ano e 5 anos 3. mais de 5 anos

2.23 Faz dieta especifica para diabetes? ()

1. Sim 2. Néo

2.24 Quais alimentos mais consumidos diariamente?

() Carnes — Frango ( ) Peixes ( ) Massas — pao/bolo/biscoitos/macarrao etc. ( ) Arroz ( ) Feijéo ( ) Farinhas : tapioca, mandioca ( )

Doces () Frutas ( ) Legumes/Verduras

3.0 Anamnese Odontolédgica

ODONTOGRAMA
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

1G (indice Gengival)

18 17 16 15 14 13 12 11
ov v MV ov v MV oV v MY v v My [ DV v MV v v My oV v My ov v MY
L L L L L L
G [ G G G [ 16 G
28 27 26 25 24 23 22 21
ov v My ov v MV oV v MV oV v MV oV v My ov v My ov v MY oV v MY
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38 37 26 35 34 33 2 31
ov v MV oV v MV oV v My o v MV ov v MV o v MV ov v MV ov v MV
L L L L L L L L
1G G ] G G (<] G G
48 a7 46 45 44 43 42 41
ov v MV ov \ MY oV v My ov v MV ov v MV ov v MV DV v MV oV v MV
L L L L L L
G G 16 G 1G G IG G

Indice Gengival (1G)
0 = Gengiva normal
1= Inflamagéo leve, pequena alteragéo na cor, pouco edema; nenhum sangramento a palpagéo
2= Inflamagdo Moderada, rubor, edema e superficie brilhante; sangramento a palpagéo
3= Inflamagéo grave, rubor intenso e edema, ulceragdes tendéncia a sangramento espontaneo
Escore gengival — Grau de gengivite
0,1-1,0- Leve
1,1 - 2.0 — Moderada
2,1-3,0 - Grave
PSR (Registro Periodontal Simplificado)

17-14 13-23 24 - 27

37 -34 33-43 44 - 47

CODIGO 0: faixa colorida totalmente visivel, sem sangramento a sondagem, auséncia de célculo e excessos de margens restauradoras. Tal
registro, quando o mais alto para o paciente, implicou apenas em necessidade de se manter o paciente sob medidas preventivas adequadas.

CODIGO 1: faixa colorida totalmente visivel, embora com presenga de sangramento a sondagem; sem célculo e excessos nas margens das
restauragdes. As necessidades de tratamento constituem-se de eliminagao da placa supragengival pelo profissional e instrugdo de higiene bucal.

CODIGO 2: faixa colorida totalmente visivel, ou seja, auséncia da bolsa periodontal, sangramento a sondagem, presenca de célculo supra e/ou
subgengival e/ou excessos nas margens de restauracdes. Implica necessidade de raspagem e polimento das superficies dentais, remocéo dos
excessos de restauracdes, e medidas preventivas adequadas como instrucéo de higiene bucal.

CODIGO 3: faixa colorida parcialmente visivel, ou seja, presenga de bolsa de 3,5 a 5,5 mm, indicando a necessidade de exame periodontal
complementar apenas do sextante com periodontograma, radiografias, medidas de bolsa e nivel de inser¢do e outros. Indica necessidade de
tratamento periodontal especializado do sextante.
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CODIGO 4: faixa colorida néo visivel, ou seja, totalmente no interior da bolsa (presenca de bolsa periodontal acima de 5,5mm). Por ser
considerada periodontite avangada, neste caso haveria necessidade de se realizar um minucioso exame periodontal convencional de toda boca,
medidas de bolsas, periodontograma, radiografias entre outros. Implica necessidade de tratamento periodontal especializado e complexo.

CODIGO *: a insercéo do cdigo (*) no sextante significou a presenca de problemas como, envolvimento de furca, mobilidade, problemas
muco-gengivais (perda de gengiva inserida) e retragdo gengival acima de 3,5mm.

3.1CPOD:
3.2 1G total: 3.3 PSR (Vide ficha)

3.4 Tem gengivite? ( )

1. Sim 2.Né&o

Se Sim, Que Grau? ()

1. Leve 2. Moderada 3. Grave

3.5 Tem periodontite? ( )

1. Sim 2.Né&o

Se Sim, Que Grau? ()

1. Periodontite Leve 2. Periodontite Avancada

3.6 Paciente apresenta protese, aparelho ortoddntico ou placa miorrelaxante? ()
1.Sim 2.Ndo Qual?

3.7 Quantas vezes escova os dentes por dia?

3.8 Faz uso de bochechos diariamente? ()

1. Sim 2. Néo

Qual? Quantas vezes ao dia?
3.9 Faz uso de fio dental? ( )

1. Sim 2. Nao Quantas vezes ao dia?

3.10 Qual foi a Gltima vez que foi ao dentista? ( )

1. ha menos de 6 meses 2. ha mais de 6 meses 3. ha mais de 1 ano 4. ndo lembro

3.11 Qual foi a Gltima vez que trocou de escova de dentes?( )

1. Faz 3 meses 2. Faz 6 meses 3. Faz 1 ano

3.12 VVocé se lembra da marca da sua pasta de dentes? ()
1.Sim 2. Ndo Qual?

CPOD - Dentes cariados, perdidos e obturados

IG — indice gengival

PSR — Periodontal Screening & Recording System (Registro Periodontal Simplificado)
PAS — Pressdo Arterial

CA — Circunferéncia Abdominal

IMC — indice de Massa Corporal

GJ — Glicose em Jejum

HbAlc — Hemoglobina Glicosada

GM - Glicose do Momento



