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RESUMO

Ja estd bem estabelecido na literatura que individuos com diabetes melito (DM) e tabagistas
apresentam risco aumentado para periodontite. No entanto, a microbiota subgengival de sitios
equiparados para gravidade de doenca periodontal ndo foi comparada entre fumantes e diabéticos
até o presente momento. Além disso, atualmente, existem apenas poucas evidéncias sobre o
impacto de ambas as condi¢des conjuntamente sobre os patdgenos subgengivais de pacientes com
periodontite cronica (PC). Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar os efeitos do DM, do
tabagismo e da associacdo de ambas as condi¢cdes nos niveis e prevaléncia de patdgenos
subgengivais relevantes em pacientes com PC. Cem pacientes com PC generalizada foram
alocados em um dos seguintes grupos: DM (n = 25): ndo-fumantes com DM tipo 2 ndo-
controlada, S (n = 25): fumantes nao-diabéticos, SDM (n = 25): fumantes com DM tipo 2 ndo-
controlada e, Controle (n = 25): ndo-diabéticos e ndo-fumantes. Foram analisadas duas amostras
de biofilme subgingival de sitios saudaveis (profundidade de sondagem [PS] e nivel clinico de
inser¢do [NCI] < 3 mm e sem sangramento) e duas amostras de sitios doentes (PS e NCI > 5 mm
e sangramento a sondagem) para os niveis de Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, Eubacterium nodatum, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum ssp.
e Prevotella intermedia, por meio do PCR em tempo real. Nao houve diferengas entre os grupos
nas contagens médias das espécies bacterianas estudadas, considerando todos os sitios
amostrados (p > 0,05) e em suas prevaléncias nos sitios saudaveis e doentes (p > 0,05). A
contagem média de P. micra foi significativamente maior nos sitios rasos de ambos os grupos
fumantes quando comparado ao grupo controle (p <0,05). As mulheres do grupo DM
apresentaram niveis significativamente maiores de F. nucleatum do que as mulheres do grupo
controle (p <0,05). Em conclusdo, a colonizacdo subgengival pelas espécies bacterianas
estudadas ndo ¢ significativamente diferente entre individuos com PC apresentando DM e/ou
tabagismo. Além disso, o DM e o tabagismo, conjunta e individualmente, ndo afetam
consideravelmente os niveis subgengivais de patdgenos periodontais relevantes em pacientes com
PC.

Palavras-chave: Periodontite Cronica; Diabetes Melito; Tabagismo; Patogenos Subgengivais;

Fatores de Risco



ABSTRACT

It is clearly established that individuals with diabetes and smoking habit are at increased risk for
periodontitis. However, the subgingival microbiota of sites matched for disease severity has not
been compared between smokers and diabetics so far. In addition, to date, there is only minor
evidence on the impact of both conditions jointly on the subgingival pathogens of patients with
chronic periodontitis (CP). Therefore, the aim of this study was to compare the combined and
individual effects of risk factors on the levels and prevalence of key subgingival periodontal
pathogens in patients with chronic periodontitis (CP). One hundred patients with generalized CP
were allocated into one of the following groups: DM (n=25): non-smokers with uncontrolled type
2 DM, S (n=25): non-diabetic heavy smokers, SDM (n=25): heavy smokers with uncontrolled
type 2 DM and, Control (n=25): non-diabetic non-smokers. Two subgingival biofilm samples
from healthy sites (probing depth [PD] and clinical attachment level [CAL] < 3 mm and no
bleeding) and two from diseased sites (PD and CAL > 5 mm and bleeding on probing) were
analyzed by quantitative PCR for Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola, FEubacterium nodatum, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum ssp. and
Prevotella intermedia. There were no differences among groups in the mean counts of the
bacterial species studied, considering all sampled sites and in their prevalence in healthy and
diseased sites (p>0.05). The mean P. micra count was significantly higher in the healthy sites of
both smoking groups, than in those of the control group (p<0.05). The diseased sites of females
of the DM group exhibited significantly higher levels of F. nucleatum than those of the control
group (p<0.05). In conclusion, the subgingival colonization by the bacterial species studied is not
significantly different in subjects with CP presenting risk factors. In addition, risk factors, jointly
and individually, do not considerably affect the subgingival levels of key periodontal pathogens
in patients with CP.

Key-words: Chronic Periodontitis; Diabetes Mellitus; Smoking; Pathogens; Risk Factors
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1. Introducao
1.1 Fatores de risco das doencas periodontais

Periodontite ¢ uma doenga infecciosa causada por multiplas espécies bacterianas que
interagem entre si formando um ecossistema conhecido como biofilme e desencadeiam
processos inflamatorios e imunologicos nos tecidos periodontais. A interacdo entre os
microrganismos, seus produtos e a resposta do hospedeiro resultam em um processo
destrutivo irreversivel do periodonto de prote¢do (gengiva) e sustentacdo dos dentes (osso,
cemento e ligamento) que pode culminar na perda do elemento dental (SOCRANSKY &
HAFFAJEE 1994). Um estudo classico de Socransky et al., publicado em 1998, sugeriu um
agrupamento para as espécies bacterianas que abrigam o ambiente da bolsa periodontal em
cinco complexos microbianos especificos baseado na interacdo entre as espécies € sucessao
das mesmas durante a formacdo do biofilme. Trés desses complexos microbianos (roxo,
amarelo e verde) e o grupo dos Actinomyces sdao formados por espécies compativeis com o
hospedeiro, isto ¢, que foram associadas aos sinais clinicos de saude periodontal. Os outros
complexos, reconhecidos como laranja e vermelho, sio compostos por espécies bacterianas
associadas a doenca, isto €, aos parametros clinicos de doengas periodontais como
sangramento, profundidade de sondagem e perda de insercdo clinica. As espécies
Fusobacterium nucleatum ssp., Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Campylobacter gracilis e Streptococcus constellatus formam o
complexo laranja. As espécies Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola sao consideradas atualmente as mais periodontopatogénicas e formam o complexo
vermelho. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, por sua vez, também ¢ uma espécie
bacteriana periodontopatogénica, mas que ndo estd integrada a nenhum dos complexos
descritos por Socransky et al. (1998).

Embora a etiologia bacteriana das periodontites esteja bem definida, diversos estudos
cientificos tém demonstrado que alguns fatores genéticos, sistémicos e ambientais podem
impactar negativamente no estabelecimento e curso das doengas periodontais. Neste contexto,
o DM (diabetes melito) e o tabagismo sdo considerados verdadeiros fatores de risco para
periodontites pois foi comprovado por meio de estudos longitudinais desenvolvidos em
diferentes populagdes que a presenca desses fatores aumenta de maneira dose-dependente a
prevaléncia e gravidade das periodontites (KNIGHT et al. 2016).

DM ¢ uma doenca altamente prevalente, caracterizada por alteragdes metabdlicas

decorrentes de alteragdes na quantidade e/ou utilizacdo da insulina, seja por sua quantidade
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insuficiente secretada pelo organismo ou pela inibi¢do/diminui¢do de sua agdo, levando a um
estado de hiperglicemia cronica. Em 2007, foi estimado que aproximadamente 6% da
populagdo adulta mundial possuia DM (MEETOO et al. 2007) e que, em menos de 30 anos,
sua prevaléncia ird aumentar consideravelmente de modo que cerca de 366 milhdes de
pessoas serdo portadoras da doenga. De acordo com esses dados epidemioldgicos, a maior
prevaléncia de DM estd relacionada aos homens, e sua alta prevaléncia parece estar
relacionada ao aumento na propor¢ao de pessoas com mais de 65 anos de idade (WILD et al.
2004). O DM tipo 2 ¢ o tipo mais comum em adultos, perfazendo cerca de 90 a 95% da
populagdo diabética. Esse tipo de DM foi anteriormente denominado como nao-insulino
dependente pois acreditava-se que o uso diario de insulina exdgena ndo era necessario para
controlar a doenca. Entretanto, esse tipo DM pode ser controlado por meio da dieta e/ou
hipoglicemiantes orais sendo necessario muitas vezes a utilizacdo de insulina exodgena
(GROSS et al., 2002), fazendo com que o termo nao-insulino dependente tenha entrado em
desuso.

Ja estd bem estabelecido que o DM gera alteragdes celulares e moleculares que
interferem no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. Como consequéncias
diretas da hiperglicemia cronica ocorrem alteracdes sistémicas macrovasculares,
microvasculares, ¢ complicagdes no reparo tecidual (TSOURDI et al. 2013). Dentre as
alteragdes macrovasculares se destacam arteriosclerose, gangrena de membros inferiores e
acidentes cerebrovasculares. Com relagdo as alteracdes microvasculares, além das
retinopatias, neuropatias € nefropatias, destacam-se as alteracdes bucais como a periodontite
cronica (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE [OMS] 1999, AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION-ADA 2013).

Ao longo dos tultimos 40 anos, varios estudos foram desenvolvidos em diferentes
populagdes com a intencao de identificar a influéncia do DM e da hiperglicemia nas doengas
periodontais. Um dos estudos mais classicos sobre esse assunto foi realizado por Emrich et al.
(1991) e avaliou 1342 indios Pima no Arizona nos Estados Unidos com alta prevaléncia de
DM. Os autores observaram que os indios portadores de DM apresentaram maior prevaléncia
e gravidade na periodontite, quando comparados aos indios ndo diabéticos, com uma razao de
chance (OR) de 3,43 vezes para a ocorréncia de destruicdo do periodonto. Seppild et al.
(1993) observaram que pacientes diabéticos tipo 2 descompensados apresentavam mais
gengivite e mais sangramento a sondagem que os diabéticos compensados, em 1 e 2 anos de
acompanhamento. Neste mesmo ano, Oliver & Tervonen (1993) reportaram que individuos

diabéticos apresentaram maior prevaléncia e extensdao das bolsas periodontais, especialmente
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aqueles com mau controle metabolico. Alguns anos mais tarde, em 2000, Sandberg et al.
estudaram o estado de satde bucal de suecos com diabetes tipo 2 e observaram que os
mesmos apresentavam maior frequéncia de sitios com periodontite avancada quando
comparados a ndo-diabéticos igualados para idade, género e localizacdao geografica. Tsai et al.
(2002) avaliaram a associacao entre o controle glicémico do DM tipo 2 e a periodontite grave
em populacdo dos EUA, utilizando a base de dados do Estudo Nacional de Satide e Nutri¢cao
III. Esses autores reforgaram ainda mais o conceito de que individuos com DM descontrolada
apresentam uma prevaléncia significativamente maior de periodontite grave do que aqueles
sem DM (OR = 2,90), apos controle para variaveis de confundimento como idade,
escolaridade, tabagismo e calculo. De acordo com Torrungruang et al. (2005), o DM
aumentou significativamente as probabilidades de adultos tailandeses apresentarem
periodontite grave. Em 2005, Campus et al. avaliaram a relacdo entre DM e doenca
periodontal em 71 individuos diabéticos tipo 2 e 141 individuos ndo-diabéticos. Os resultados
demonstraram que os individuos portadores de DM tipo 2 apresentaram um ndamero
significativamente maior de bolsas periodontais com profundidade de sondagem (PS) > 4
mm, além de niveis de placa e sangramento a sondagem (SS) mais elevados. Khader et al.
(2006) conduziram uma revisdo sistematica com meta-analise para verificar a associagao
entre 0 DM e as doencas periodontais por meio da comparagdo da extensdo e gravidade das
doencas periodontais entre diabéticos e nao-diabéticos. Foram incluidos 23 estudos
publicados entre janeiro de 1970 e outubro de 2003. De acordo com os resultados, diabéticos
apresentavam higiene oral significativamente pior, maior gravidade da doenca gengival e
maior gravidade de doenga periodontal medida pela média de PS e perda de insercao clinica.
Corroborando achados anteriores, Kim et al. (2013) demonstraram que os paradmetros clinicos
periodontais, a perda ¢ssea dentaria e a inflamagdo gengival foram significativamente
influenciados pelo tempo de duragdo do DM em uma populagdo sul-coreana. Além disso,
altas taxas de hemoglobina glicada (HbAIc) e glicemia em jejum foram relacionadas a uma
maior inflamagdo periodontal. Recentemente, Hong et al. (2016) verificaram que a
prevaléncia de periodontite foi significativamente maior em adultos coreanos com DM
(43,7%) comparado aos sem DM (25%). Eke et al. (2016) realizaram um estudo para
determinar os perfis de risco médio/grave e nao-grave para periodontite em adultos dos
Estados Unidos. Em suporte aos estudos anteriores, esse estudo revelou que individuos com
DM nao-controlado apresentam maior probabilidade de desenvolver periodontite quando

comparados aos sem DM.
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A prevaléncia de individuos que consomem cigarros e outras formas de tabaco ¢
bastante elevada em todo o mundo. De acordo com a OMS (WHO Media Centre, 2016),
quase 6 milhdes de pessoas em todo o mundo morrem anualmente pelo uso do tabaco, tanto
pelo consumo direto como pelo fumo passivo. Existem estimativas que no ano 2020 este
numero crescera para 7,5 milhdes, contabilizando 10% de todas as mortes. Em 2010, estimou-
se que cerca de 18% da populacdo brasileira fumava, totalizando aproximadamente
25.569.000 pessoas. Se os esforcos de controle ao consumo de tabaco continuarem na mesma
intensidade, a OMS projeta que em 2025 cerca de 12% da populagdo sera fumante, isto €,
aproximadamente 20.439.400 pessoas. A combustao do tabaco produz diversos constituintes
citotoxicos e carcinogénicos, dos quais se destacam a nicotina, 0 monoxido de carbono e as
substancias oxidantes reativas pelas propriedades citotoxicas € com potenciais
imunomodulatorios (TALHOUT et al. 2011, LEE et al. 2012). Ja estd comprovado por
diversos estudos cientificos que o consumo de tabaco causa o aumento do risco para diversas
doencas sistémicas em destaque para as doengas cardiovasculares, doencas obstrutivas
pulmonares e canceres de pulmao (JHA et al. 2006). Além do impacto deletério do tabaco na
saude sistémica, o mesmo apresenta também efeitos maléficos na saude oral, estando
diretamente associado ao fracasso de implantes, aos canceres orais e as doengas periodontais.

As primeiras observacdes de que existia associagdo entre o tabagismo e as doengas
periodontais datam dos anos 40, quando Pindborg demonstrou que a gengivite ulcerativa
necrosante estava associada com o consumo de tabaco (PINDBORG 1949). A partir dos anos
80, foram desenvolvidos varios estudos epidemioldgicos em diversas populagdes reportando
com maior for¢a de evidéncia cientifica a forte associagdo entre o uso do tabaco e as doengas
periodontais. Em geral essas evidéncias indicaram unanimemente uma maior prevaléncia,
gravidade e progressdo de periodontite em fumantes, uma vez que esses individuos
apresentam niveis maiores de perda Ossea, perda de insercdo, perda dentdria, recessao
gengival e formag¢do de bolsas periodontais, quando comparados aos ndo fumantes
(BERGSTRON et al. 2000, HEITZ-MAYFIELD 2005). Logo, atualmente, o tabagismo é
considerado um dos principais fatores de risco para as periodontites.

Em 1986, Loe et al. realizaram um dos estudos epidemiologicos mais classicos da area
de periodontia demonstrando que, em uma populacao de plantadores de cha do Siri Lanka, os
individuos fumantes apresentaram maior gravidade e progressao de doenga periodontal. Em
1994, Linden e Mullally pesquisaram a relacdo entre o tabagismo e a destrui¢cdo periodontal
em adultos jovens entre 20 e 33 anos. Os autores constataram que ambos 0s grupos

apresentavam niveis semelhantes de placa, porém os fumantes apresentavam maiores niveis
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de calculo nas superficies proximais, sangramento a sondagem e maior namero de bolsas > 4
mm, além de apresentarem mais sitios com perda de insercdo > 2mm. Com base nos
resultados, os autores concluiram que o tabagismo ¢ o fator ambiental mais relacionado com a
aceleragdo da destruicao periodontal.

Em estudo prospectivo de 10 anos sobre a influéncia da exposicdo ao fumo na
condi¢do periodontal numa populacdo de musicos, os resultados sugeriram que a saude
periodontal ¢ comprometida pelo fumo cronico, o que foi evidenciado pelo aumento dos sitios
periodontalmente doentes, concomitantemente com perda de altura 6ssea. A condi¢do de
saude periodontal dos individuos ex-fumantes foi muito semelhante a encontrada nos
individuos ndo-fumantes, sugerindo que parar de fumar ¢ benéfico para a satde periodontal
(BERGSTROM et al. 2000). Mais tarde, em 2003, Bergstrom reafirmou que a doenga
periodontal era mais prevalente em fumantes, e relatou que o risco relativo associado ao
tabagismo era dependente da definicdo da doenga e de sua prevaléncia, demonstrando que
uma defini¢cdo mais restrita da doenca (isto €, 1% de sitios com bolsas > 5 mm) resultaria em
baixa prevaléncia e elevado risco, € uma defini¢do mais ampla (isto ¢, 15% de sitios com
bolsas > 5 mm) resultaria em alta prevaléncia e risco moderado de periodontite. Natto et al.
(2005a) avaliaram a relacao entre o tabagismo e a doenga periodontal em uma populagao da
Arébia Saudita. Os autores demonstraram que o fumo tanto de cigarro como de cachimbo
estava associado a diminuicao do sangramento marginal, a maiores niveis de profundidade de
sondagem e de perda ossea periodontal. O risco relativo para a doenga periodontal aumentou
significativamente em 5,1 e 3,8 vezes nos fumantes de cachimbo de agua e cigarros,
respectivamente, em comparagao com os nao-fumantes.

Corroborando com a opinido de outros autores, Thomson et al. 2007 observaram que,
em comparagao com os nao-fumantes, fumantes de longa duracdo apresentaram razao de
chance de 7,1 vezes de mais que 1 sitio com perda de inser¢do > Smm e eram mais propensos
a terem incidéncia da doenga ap6s os 26 anos.

Em 2008, Lima et al. (2008) demonstraram que fumantes brasileiros com um consumo
diario de pelo menos 10 cigarros por dia apresentaram maior perda de osso alveolar nos
dentes anteriores, quando comparados aos individuos que nunca fumaram (média de perda
ossea de 3,3mm e 2,2mm, respectivamente, obtida por medidas de radiografias periapicais).
Mais tarde, em 2009, Vouros et al. (2009) avaliaram os possiveis fatores de risco relacionado
a gravidade da destruicdo periodontal em uma populagdo adulta grega. De acordo com os
autores, o tabagismo foi o fator ambiental mais importante associado a destruicdo periodontal

nesta populagao.
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Na populagdo brasileira, Susin et al. (2011) observaram que a prevaléncia de
periodontite cronica variou entre 18,2% e 72% entre os individuos com idade entre 14 e 19 ¢
entre 24 e 29 anos, respectivamente. Além disso, a presenga de periodontite foi associada a
idade, condigdo socioecondmica, presenca de célculo e tabagismo.

Katuri et al. (2016) avaliaram o efeito de diferentes formas de consumo de tabaco,
com e sem fumaga, nos tecidos periodontais. Os autores relataram que dos 120 individuos
avaliados que apresentavam o hdbito de consumir tabaco, todos apresentaram condicao
periodontal precaria, e que os usuarios de tabaco sem fumaga apresentaram maior quantidade
de perda de inser¢do clinica quando comparados aos fumantes. Recentemente, Khan et al.
(2016) realizaram um estudo objetivando determinar a prevaléncia e a relagdo de dose-
resposta entre os fumantes no Paquistdo. Os pacientes fumantes eram em sua grande maioria
adultos jovens, do género masculino e de baixo nivel educacional. A prevaléncia de
periodontite cronica entre os fumantes foi estimada em 81,6%, e o fumo pesado apresentou

um elevado risco para o desenvolvimento de periodontite.

1.2. Aspectos microbioldgicos de pacientes diabéticos com periodontite

Uma vez que diversos estudos clinicos demonstraram que o DM e o tabagismo podem
agravar a periodontite, investigagdes cientificas utilizando técnicas de biologia molecular, de
imunologia e microbiologia tém sido realizadas na tentativa de explicar a plausibilidade
biologica associada a exacerbagdo da doenga periodontal em fumantes e diabéticos. Alguns
estudos tém focado nas possiveis diferengas na resposta imunoinflamatoria entre pacientes
portadores e nao-portadores do risco frente a infeccao bacteriana (BASTOS et al. 2016,
KNIGHT et al. 2016). Na vertente microbioldgica, por sua vez, diversos estudos objetivaram
verificar o impacto do tabagismo ou do DM (tipo 1 e tipo 2) na microbiota periodontal,
comparando os niveis/prevaléncia de patégenos periodontais entre fumantes e nao-fumantes
bem como entre diabéticos e nao-diabéticos com periodontite por meio de diferentes técnicas
microbiologicas.

Um dos primeiros estudos sobre a possivel influéncia do DM na microbiota
periodontal data de 1988. Neste ano, Zambon et al. examinaram amostras de biofilme
subgengival de pacientes com periodontite € DM tipo 1 por meio de imunofluorescéncia
indireta. E importante ressaltar que nesta época as espécies bacterianas tinham outra
nomenclatura. De acordo com os autores, o Streptococcus sanguinis foi 0 microrganismo
mais prevalente nas amostras em geral, encontrado em 75% dos sitios. Além disso, foi

observada uma alta prevaléncia de bacteroides de pigmentacdo negra e uma elevada
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proporcao de P. gingivalis, anteriormente denominada Bacteroides gingivalis, em pacientes
diabéticos quando comparado aos com exames de tolerancia a glicose normal (ZAMBON et
al. 1998).

Seppédld e Ainamo (1996) avaliaram a microbiota subgengival de individuos
portadores de DM tipo 1 controlados e ndo-controlados, doentes ha mais de 10 anos. Por meio
de microscopia em campo escuro, os autores analisaram a presenca de espécies dos tipos
espiroqueta, bacilo moveis, bacilo ndo-moveis, cocos, filamentoso e fusiforme. De acordo
com os resultados, a porcentagem de espiroquetas e bacilos moveis nos sitios
periodontalmente doentes foi significativamente maior nos pacientes portadores de DM nao-
controlados, em comparagdo aos controlados. Além disso, os pacientes ndo-controlados
apresentaram menor média de porcentagem de cocos nos sitios doentes comparados aos
pacientes controlados.

Em 2001, Yuan et al. compararam a prevaléncia de cinco patdégenos periodontais (4.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Eikenella corrodens, T. denticola e Candida albicans)
em pacientes portadores de DM tipo 2 e pacientes ndo-diabéticos, utilizando o método de
PCR. Os resultados ndo demonstraram diferencas significativas em relacao a prevaléncia dos
patdgenos entre os grupos.

Hintao et al. (2007) compararam os niveis de algumas espécies bacterianas no
biofilme supragengival, subgengival e saliva de diabéticos tipo 2 e ndo-diabéticos. De acordo
com os resultados, um maior nimero de individuos diabéticos tiveram niveis mais elevados
de T. denticola, P. nigrescens, S. sanguinis, Streptococcus oralis e Streptococcus intermedius
no biofilme supragengival, quando comparados aos ndo-diabéticos. Entretanto, nenhuma
diferenca significativa entre os grupos foi encontrada para os niveis desses microrganismos na
saliva e na placa subgengival.

No ano seguinte, Ebersole et al. (2008) avaliaram a presenga de microrganismos
periodontais em hispanicos americanos com diabetes tipo 2. Em geral, os mesmos patdgenos
estavam presentes em sitios com periodontite de individuos com e sem DM tipo 2. Entretanto,
os sitios com periodontite dos diabéticos apresentaram maior frequéncia de P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans € Campylobacter spp. Ainda em 2008, Makiura et al. demonstraram
que a espécie P. gingivalis, especialmente os clones com fimbrias tipo II, era detectada com
maior frequéncia apds tratamento periodontal de pacientes com controle glicémico
desfavoravel.

Sardi et al. (2011), usando a técnica de PCR, observaram que diabéticos tipo 2

apresentaram maior prevaléncia de Candida spp., especialmente C. albicans € C. dubliniensis,
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e menor frequéncia de 7. forsythia, quando comparados aos nao-diabéticos, sugerindo
possiveis diferencas entre a microbiota de diabéticos e ndo-diabéticos. Field et al. (2012)
avaliaram, por meio do PCR quantitativo em tempo real, os niveis de trés espécies bacterianas
periodontopatogénicas (4. actinomycetemcomitans, F. nucleatum e P. gingivalis) em amostras
de biofilme subgengival de sitios periodontais rasos (PS <3mm) e profundos (PS >4mm) de
diabéticos e ndo-diabéticos. De acordo com os autores, ndo houve diferengas significativas
entre a microbiota subgengival de pacientes com e sem DM tipo 2.

Zhou et al. (2013) investigaram os efeitos do DM tipo 2 na composi¢do do biofilme
subgengival por meio de cultura e sequenciamento (/6S rDNA). Os participantes foram
separados em 4 grupos: individuos nao-diabéticos sem periodontite, individuos nao-diabéticos
com periodontite, individuos portadores de DM e periodontite e individuos portadores de DM
sem periodontite. Nos individuos com satude periodontal, os niveis de 3 géneros (Prevotella,
Pseudomonas e Tannerella) foram significativamente diferentes entre os portadores de DM e
os nao-diabéticos. Prevotella e Tannerella estavam aumentados nas amostras sem
periodontite dos nao-diabéticos, enquanto Pseudomonas estava associado as amostras de
individuos portadores de DM. Actinobacteria e Proteobacteria apareceram em maior
abundancia em amostras de periodontite de individuos portadores de DM, enquanto
Bacteriodes estava mais abundante em amostras com periodontite de ndo-diabéticos. Além
disso, Propionibacteriaceae, Capnocytophaga sputigena e T. forsythia estavam mais
abundantes nas amostras de periodontite de individuos portadores de DM, comparado aos
nao-diabéticos. Baseados nesses dados, os autores concluiram que o DM pode alterar a
composicdo bacteriana da placa subgengival.

Aemaimanan et al. (2013) avaliaram os niveis das espécies bacterianas do complexo
vermelho e de A. actinomycetemcomitans em individuos com periodontite cronica portadores
de DM, por meio do PCR quantitativo. Foram realizadas coletas de biofilme subgengival de
individuos nao-diabéticos, portadores de DM com controle glicémico inadequado, e
portadores de DM com controle glicémico adequado. Foi observado que o controle glicémico
inadequado estd associado ao aumento do nimero de bactérias do complexo vermelho no
biofilme subgengival (P. gingivalis, T. denticola e T. forsythia). Ainda em 2013, Li et al.
demonstraram alta prevaléncia e maiores quantidades de 7. denticola e T. forsythia em
chineses portadores de DM. Por outro lado, P. intermedia apresentou niveis menores em
individuos portadores de DM quando comparado aos individuos sistemicamente saudaveis.

Castrillon et al. (2015) avaliaram, por meio do PCR, a presenga das bactérias do

complexo vermelho em pacientes com DM, comparativamente aos sem DM. Neste estudo, as
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espécies do complexo vermelho foram detectadas em menor frequéncia nos pacientes
diabéticos. Mohamed et al. (2016) compararam a influéncia da DM tipo 2 na ocorréncia de 6
periodontopatdogenos em amostras de biofilme, comparando pacientes com DM tipo 2 e
periodontite cronica, pacientes com apenas periodontite cronica e paciente com apenas DM
tipo 2. Os autores observaram o mais alto nivel de prevaléncia de P. gingivalis (81,5%) no
grupo de pacientes com apenas periodontite cronica. A prevaléncia de 7. forsythia foi de
100% nos dois grupos com periodontite € 90% no grupo de DM. Entretanto, ndo houve

diferencas significativas entre os grupos para nenhuma das espécies estudadas.

1.3 Aspectos microbiolégicos em pacientes tabagistas com periodontite

Em relacdo a comparagao dos aspectos microbiologicos periodontais entre fumantes e
nao-fumantes, os resultados disponiveis na literatura também sdo controversos pois alguns
estudos demonstraram que o héabito de fumar pode afetar de alguma forma o ambiente
subgengival, enquanto outros ndo observaram tal influéncia.

Umeda et al., em 1998, observaram, por meio da técnica de PCR, que os fumantes
apresentaram um elevado risco (4,6 vezes) para colonizacdo de bolsas periodontais por 7.
denticola. Esse estudo também sugere que a genética e/ou fatores ambientais podem predispor
individuos a colonizacao oral de periodontopatogenos. Em 2000, Darby et al. avaliaram por
meio do PCR a presenga de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia e T. denticola em pacientes com periodontite agressiva e cronica. Os autores nao
encontraram diferencas significativas na prevaléncia de nenhum dos periodontopatdégenos
avaliados entre fumantes e nao-fumantes na populagao estudada.

Um ano mais tarde, Bostrom et al. (2001), utilizando a técnica de Checkerboard DNA-
DNA hybridization, também nao relataram diferengas significativas nas taxas de detec¢ao do
complexo vermelho e outros patdégenos (P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, T.
forsythia, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, T. denticola, P. micra, C. rectus, E.
corrodens, S. noxia e S. intermedius) entre individuos fumantes e nao-fumantes. Ainda em
2001, Haffajee & Socransky observaram algumas diferencas significativas entre fumantes e
nao-fumantes com periodontite em relacdo a prevaléncia (% dos sitios colonizados) de
algumas espécies, mas ndo em relacdo as suas contagens. Neste estudo, foi observada uma
maior prevaléncia das espécies dos complexos laranja e vermelho nos sitios rasos de fumantes
quando comparados aos nao-fumantes, principalmente em bolsas rasas. Os autores sugeriram
que a fumaga do cigarro pode afetar diretamente o ambiente do sulco gengival e das bolsas

rasas, favorecendo a colonizagdo por determinadas espécies. Finalmente, a maior prevaléncia
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de patogenos periodontais colonizando bolsas rasas pode ser uma possivel explicacao para a
maior gravidade de destruicao periodontal nos fumantes. Outro estudo publicado em 2001,
avaliou a presenga e niveis de seis patdgenos periodontais utilizando técnica de cultura
anaerdbica. De acordo com os achados desse estudo, fumantes apresentaram maior
prevaléncia e risco de colonizagdo por espécies patogénicas como 7. forsythia, P. micra, F.
nucleatum e C. rectus. Logo, foi concluido que o tabagismo pode ser um fator determinante
para a composi¢ao da microbiota subgengival em pacientes adultos com periodontite, e pode
impactar na colonizacdo das bolsas periodontais por um especifico grupo de
periodontopatogenos (VAN WINKELHOFF et al. 2001).

Natto et al. (2005b) avaliaram a relagdo entre a microbiota subgengival e diferentes
habitos de fumar. A prevaléncia de varios patdogenos em pacientes fumantes de cigarro,
narguilé e ambos foi avaliada por meio do Checkerboard DNA-DNA hybridization. De acordo
com esse estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre fumantes de cigarros
e/ou fumantes de narguilé e ndo-fumantes em relagdo a ocorréncia dos microrganismos
periodontais estudados. Em 2005, Apatzidou et al., com o objetivo de analisar o impacto do
tabagismo nos parametros clinicos, microbioldgicos e imunoldgicos de pacientes adultos com
periodontite, avaliaram amostras de biofilme subgengival por meio do método de PCR.
Nenhuma diferenca significativa na detec¢do dos supostos patdgenos periodontais foi
encontrada entre fumantes e ndo-fumantes. Em 2006, Gomes et al. compararam parametros
microbiologicos de fumantes e ndo-fumantes com periodontite cronica. Por meio do PCR em
tempo real, os niveis das espécies P. gingivalis, P. micra, Dialister pneumosintes e A.
actinomycetemcomitans bem como a quantidade de bactérias totais foram quantificados em
amostras de biofilme subgengival. De acordo com os resultados, fumantes, especialmente os
pesados, apresentaram maior quantidade de P. micra e D. pneumosintes em bolsas moderadas
e profundas.

Kubota et al. (2011), avaliando por PCR convencional a presenca de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, F. nucleatum, T. denticola
e C. retus em amostras de placa subgengival, ndo reportaram diferencas significativas na
prevaléncia das bactérias do complexo vermelho entre japoneses fumantes e nao-fumantes.
Entretanto, a prevaléncia de C. rectus foi maior nos fumantes enquanto a do A.
actinomycetemcomitans fo1 menor nos fumantes, quando comparado aos nao-fumantes.

Heikkinen et al. (2012) visaram investigar se o habito de fumar na adolescéncia
afetaria a prevaléncia de bactérias periodontais. Para isso, os autores avaliaram amostras de

biofilme subgengival pelo método de PCR em fumantes e ndo-fumantes. As prevaléncias de
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P. intermedia, T. forsythia e T. denticola foram maiores em mulheres fumantes quando
comparadas as ndo-fumantes. Além disso, 7. forsythia e T. denticola foram mais
frequentemente associadas ao sangramento a sondagem e bolsas profundas de fumantes em
comparagdo as de nao-fumantes. Em 2014, Guglielmetti et al. (2014) demonstraram que
individuos fumantes apresentaram maiores quantidades de P. gingivalis e T. forsythia, quando
comparados a pacientes que nunca fumaram. Os autores sugeriram que as diferencas na
sensibilidade e especificidade de alguns dos métodos microbiologicos previamente usados,
como PCR, PCR em tempo real, cultura e outras, e suas inerentes limitagdes podem explicar
os achados divergentes em diferentes estudos. Camelo-Castillo et al. (2015) compararam
amostras de biofilme subgengival de individuos saudaveis e nao-fumantes, individuos com
periodontite ndo-fumantes, e individuos com periodontite e fumantes usando uma técnica de
biologia molecular denominada pirosequenciamento. Os resultados indicaram que a
diversidade bacteriana da periodontite associada ao tabagismo ¢ menor quando comparada
aos ndo-fumantes, o que pode ser interpretado como consequéncia dos nutrientes disponiveis
do microambiente da bolsa, ou a capacidade imune reduzida nestes pacientes. Os resultados
indicaram, portanto, que o fumo exerce influéncia na ecologia periodontal.

E importante ressaltar que apesar de existirem varios estudos comparando a
microbiota periodontal de individuos fumantes ou diabéticos em relacdo aos individuos nao
expostos aos fatores de risco, ndo existem, at¢é o momento, muitas informagdes na literatura
sobre o perfil microbioldgico de individuos com periodontite cronica fumantes e diabéticos
tipo 2, isto €, que apresentem ambos 0s 1iScos.

Um recente estudo realizado por Padmalatha et al. (2016) comparou os niveis de P.
gingivalis em amostras de biofilme subgengival de pacientes diabéticos com periodontite com
e sem o habito de fumar. Os resultados demonstraram uma menor contagem dessa espécie em
fumantes com DM. Os autores sugeriram que a reducdo significativa na contagem de P.
gingivalis nos diabéticos-fumantes pode ser atribuida a alteracdes locais, incluindo a
presenca de substancias toxicas como a nicotina que impediriam o crescimento dessa bactéria.

E importante salientar que os autores utilizaram um espectrofotometro ultravioleta-visivel

para deteccao de DNA dessa espécie.
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2. Proposicao

O objetivo deste estudo foi comparar o impacto dos fatores de risco individualmente
ou combinados nos niveis e prevaléncia de patdogenos subgengivais em pacientes com

periodontite cronica.
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Abstract

Aim: The aim of this study was to compare the combined and individual effects of risk
factors on the levels and prevalence of key subgingival periodontal pathogens in patients with
chronic periodontitis (CP). Materials and methods: One hundred patients with generalized
CP were allocated into one of the following groups: DM (n=25): non-smokers with
uncontrolled type 2 DM, S (n=25): non-diabetic heavy smokers, SDM (n=25): heavy smokers
with uncontrolled type 2 DM and, Control (n=25): non-diabetic non-smokers. Two
subgingival biofilm samples from healthy sites (probing depth [PD] and clinical attachment
level [CAL] < 3 mm and no bleeding) and two from diseased sites (PD and CAL > 5 mm and
bleeding on probing) were analyzed by quantitative PCR for Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Eubacterium nodatum, Parvimonas micra,
Fusobacterium nucleatum ssp. and Prevotella intermedia. Results: There were no
differences among groups in the mean counts of the bacterial species studied, considering all
sampled sites and in their prevalence in healthy and diseased sites (p>0.05). The mean P.
micra count was significantly higher in the healthy sites of both smoking groups, than in
those of the control group (p<0.05). The diseased sites of females of the DM group exhibited
significantly higher levels of F. nucleatum than those of the control group (p<0.05).
Conclusions: The subgingival colonization by the bacterial species studied is not
significantly different in subjects with CP presenting risk factors. In addition, risk factors,
jointly and individually, do not considerably affect the subgingival levels of key periodontal

pathogens in
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Introduction

The detrimental effects of diabetes mellitus (DM) and smoking on periodontal tissues
have long been reported by several clinical studies performed in different populations. Both
DM and tobacco smoking are recognized as major risk factors for destructive periodontal
diseases, as diabetics and smokers evidently experience higher incidences, severity and
progression of periodontitis than non-smokers and non-diabetic patients (Emrich et. al. 1991,

Heitz-Mayfield 2005, Novak et al. 2008, Eke et al. 2016).

Although the harmful clinical impacts of DM and smoking on periodontal diseases is
well established, the actual mechanisms by which these modifying factors lead to the
exacerbation of periodontal destruction are not fully understood. Evidence has suggested that
DM and smoking might affect the cellular and molecular components of the inflammatory
and innate and adaptive immune responses, which may explain, at least in part, their local
effects on the periodontal tissues (Duarte et al. 2014, Johannsen et al. 2014, Knight et al.
2016). Therefore, given the differences in clinical and immunoinflammatory periodontal
parameters between smokers and non-smokers, as well as between diabetic and non-diabetics,
it 1s hypothesized that these risk factors might also lead to changes in the subgingival

microbiota.

Using different microbiological techniques, several studies have compared the levels
and/or prevalence of subgingival pathogens between smokers and non-smokers and between
diabetic and non-diabetic patients (Darby et al. 2000, Bostrom et al. 2001, Haffajee &
Socransky 2001, Yuan et al. 2001, Apatzidou et al. 2005, Ebersole et al. 2008, Kubota et al.
2011, Field et al. 2012, Aemaimanan et al. 2013, Casarin et al. 2013, Zhou et al. 2013,
Guglielmetti et al. 2014, Camelo-Castilho et al. 2015). However, these results remain
controversial and undefined. Some investigations have shown that the subgingival biofilm

does not differ between smokers and non-smokers and between diabetic and non-diabetic
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patients (Preber et al. 1992, Darby et al. 2000, Bostrom et al. 2001, Yuan et al. 2001,
Apatzidou et al. 2005, Hintao et al. 2007, Field et al. 2012). On the other hand, other studies
have proposed that the smoking habit and DM might modify the levels and/or prevalence of
some pathogens, to some extent (Haffajee & Socransky 2001, Gomes et al. 2006, Ebersole et
al. 2008, Kubota et al. 2011, Sardi et al. 2011, Casarin et al. 2013, Aemaimanan et al. 2013,
Zhou et al. 2013, Guglielmetti et al. 2014, Camelo-Castilho et al. 2015). Up to the present
time, the subgingival microbiota of sites matched for disease severity has not been compared
between smokers and diabetics with periodontitis. In addition, only minor evidence has
related the impact of both conditions combined on the subgingival pathogens of patients with
chronic periodontitis (CP) (Padmalatha et al 2016). Therefore, the aim of this study is to
compare the combined and individual effects of risk factors on the levels and prevalence of

key subgingival periodontal pathogens in patients with CP.

Material and Methods

Study Population

Patients with generalized CP were consecutively selected from the population seeking
treatment in the Periodontal Clinic of Guarulhos University (Guarulhos, SP, Brazil) and
distributed into one of the following groups: DM: non-smokers with uncontrolled type 2 DM,
S: non-diabetic heavy smokers, SDM: heavy smokers with uncontrolled type 2 DM and,
Control: non-diabetic non-smokers. All eligible individuals were invited to participate in the
study, thoroughly informed of its nature, potential risks and the benefits of their participation
in the study and signed an informed consent. During the screening of volunteers, detailed
medical and dental histories were obtained. All volunteers received clinical and
microbiological assessment and were referred to the University Dental Clinic in order to
receive periodontal treatment. The levels of glycated hemoglobin (HbA1c; High-performance

Liquid Chromatography method) and fasting plasma glucose (FPG; Glucose Oxidase method)
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were assessed for all patients by the Guarulhos University Clinical Analysis Laboratory
during screening. This study protocol was previously approved by Ethics Committee in
Clinical Research of the Guarulhos University (CAAE: 25526913.8.0000.5506).
Inclusion criteria
General - All patients were > 30 years old, had at least 15 teeth, excluding third molars and
had generalized CP. Generalized CP was defined as > 30 % of sites with concomitant probing
depth (PD) and clinical attachment level (CAL) > 4 mm and bleeding on probing (BoP)
(Armitage 1999), and a minimum of six teeth distributed in the four quadrants presenting at
least one site with PD and CAL > 5 mm and BoP.
Smokers — Cigarette smoking history (frequency and duration) was obtained by questionnaire.
For inclusion in the study, the smokers were required to be non-diabetics and smoke at least
10 cigarettes per day for at least the past 10 years.
Diabetic patients - Data concerning the duration of DM was retrieved from the medical
records. For inclusion in the study, the diabetic subjects required a current diagnosis of DM
that was confirmed by a physician, dating from at least 3 years prior to the study. In addition,
all diabetic patients were required to have a glycated HbAlc > 6.5% and FPG > 99 mg/dl.
Control patients - Patients with no history of DM or smoking. All non-diabetic patients were
required to have HbAlc < 6.0% and FPG <99 mg/dl.
Exclusion criteria

Exclusion criteria were: pregnancy, lactation, subgingival periodontal therapy
including non-surgical and surgical scaling and root planing during the previous 12 months,
use of antibiotic, anti-inflammatory, immunosuppressive therapies during the previous 6
months, regular use of mouthrinses containing antimicrobials, use of orthodontic appliances,
presence of other systemic conditions that could affect the progression of periodontitis (e.g.

immunological disorders, osteoporosis) and major complications of DM (i.e. cardiovascular
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and peripheral vascular diseases [ulcers, gangrene and amputation], neuropathy and
nephropathy).

Periodontal measurements and calibration exercise

One examiner (T.S.M) performed all clinical examinations. The following parameters
were assessed at six sites (mesio-buccal, mid-buccal, disto-buccal, mesio-lingual, mid-lingual,
disto-lingual) per tooth, excluding third molars, using a manual periodontal probe (UNCI15,
Hu-Friedy, Chicago, IL, USA): visible plaque accumulation (1/0), BoP (1/0), marginal
bleeding (MB; 1/0), PD (mm) and CAL (mm). Calibration was performed according to the
protocol proposed by Araujo et al. (2003), and the standard error of measurement (SE) was
calculated. The examiner participated in a calibration exercise and examined one quadrant
with at least 6 teeth in 10 non-study patients with CP. Initially, the examiner measured PD
and CAL in a given quadrant and 60 minutes later, this same procedure was repeated.
Therefore, all 10 patients were probed twice in the same visit by the examiner. Upon
completion of all measurements, the intra-examiner variability for PD and CAL
measurements were assessed. The intra-examiner variability was 0.22 mm for PD and 0.23
mm for CAL. The agreement for categorical variables [i.e. BoP, MB and plaque] was 94%

(Kappa-light test).

Microbiological analysis

After supragingival plaque removal, subgingival biofilm samples were collected with
individual sterile mini-Gracey curettes from four non-contiguous sites per subject that
presented no furcation involvement and prosthesis and that were distributed in different
quadrants. Two sites from each of the following categories were sampled: PD and CAL <3
mm with no BoP and no MB (healthy sites) and PD and CAL > 5 mm with BoP (diseased
sites). The samples were immediately placed in individual microtubes containing 0.15 ml of

TE (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7.6).
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Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction Test (qPCR)

The samples were analyzed individually for the levels and presence of seven bacterial
species (Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Eubacterium
nodatum, Parvimona micra, Fusobacterium nucleatum ssp. and Prevotella intermedia) by

qPCR, using a LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

DNA was extracted from each biofilm sample using the MasterPure™ complete DNA
and RNA purification kit (Epicentre, Madison, WI, USA). Amplification reactions were
performed in a 10uL final volume, containing 2.5uL of the isolated DNA (20 ng/uL) and a
reaction mixture containing the primer probe sets (2.5uM each) and the FastStart DNA
Master SYBR Green I (Roche Diagnostics GmbH). Absolute quantification of target species
in each sample was performed using standard curves prepared with reference strains (Table 1).
The determination of DNA content in controls was based on the genome size of each specie
and the mean weight of one nucleotide pair (Dolezel et al. 2003). Based on standard curves,
individual sample Ct scores were converted into the number of bacterial cells. The level of
detection was set to 10’ bacteria. PCR procedures were performed in a blinded fashion. The
specific primers used for the detection of each bacterial species evaluated and the

amplification profiles are described in Table 1.

Statistical Analysis

The sample size was based on a previous study (Aemaimanan et al. 2013) that
compared the levels of the three species of the red complex in healthy and diseased
periodontal sites between uncontrolled type 2 diabetic patients and non-diabetic patients,
using real time PCR. According to the aforementioned study, 19 patients per group would be
enough to detect differences among groups in the species of the red complex. However, since
25 subjects per group met the inclusion criteria during the period of patient recruitment, all of

these individuals entered this study.
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The mean percentages of sites with plaque accumulation and BoP, the mean full-
mouth PD and CAL, the mean levels of the bacterial species studied, the levels of HbAlc,
and the age and the duration of DM were computed for each subject and, subsequently,
across groups. The mean levels of the bacterial species at healthy sites and diseased sites
were determined separately for each subject and then across each group. Data were examined
for normality by Shapiro-Wilk test and non-parametric methods were used for data that did
not achieve normal distribution. The significance of differences for age was compared using
ANOVA. The significance of differences for periodontal parameters and HbAlc was
compared using the Kruskal Wallis test, followed by the Dunn test. The t-test was used to
compare years of cigarette smoking, number of cigarettes smoked per day and duration of
DM. The significance of differences for gender and the prevalence of the bacterial species
studied in healthy and diseased sites were compared by the Chi-square test. Microbiological
data were first transformed using Box-Cox to correct for asymmetry, generate normal
distribution of the data and stabilize variance. Subsequently, microbiological data were
analyzed using mixed-model ANOVA for the comparison of levels of individual bacteria
species with adjustments for age and gender, using individuals as the random effect and
smoking, DM and smoking plus DM as fixed effects (SAS PROC MIXED, SAS 9.1.2, SAS
Institute Inc., Cary, NC). Subsequently, post hoc analyses with the Bonferroni correction
were performed. The residual analysis validated the assumed models. These microbiological
analyses were performed considering all sampled sites and the healthy and diseased sites
separately. The microbiological counts were expressed as log'’. The level of significance was

set at 5%.

Results
This study was conducted between March 2014 and September 2016. One hundred
patients ranging from 34 to 70 years of age were selected out of almost 600 screened,

totalizing 25 patients per group. Samples from three patients of the SDM group, three
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patients of the control group and one patient of the S group were not analyzed, due to DNA
extraction issues.

Clinical and demographic parameters

There were no differences among groups for gender distribution, age and clinical
parameters at full-mouth and sampled site levels (p>0.05). As expected, HbAlc levels were
significantly higher in the two groups with DM than in the control and S groups (p< 0.05;
Table 2). DM treatment included diet regimen and the use of oral hypoglycemic agent

(metformin) and did not differ between the diabetic groups (data not shown).

Microbiological parameters

Table 3 presents the mean number of periodontal pathogens, considering all sampled
sites. There were no differences in the mean numbers of all bacterial species studied among
groups, considering all sampled sites (p>0.05). Table 4 presents the mean number of
periodontal pathogens for the healthy sites only. There were no differences among groups for
the mean numbers of almost all bacterial species studied (p>0.05), except for the mean levels
of P. micra that were statistically significantly higher in the healthy sites of both cigarette
smoking groups than in those of the control group (p<0.05). Table 5 presents the mean
number of periodontal pathogens for the diseased sites. In general, there were no differences
among groups with regard to the mean numbers of the bacterial species studied in diseased
sites (p>0.05). However, there was a significant interaction between groups and the covariate
gender for the levels of F. nucleatum ssp (p<0.05). Females, but not males, from the DM
group exhibited significantly higher levels of this specie than females from the control group.
The percentages of healthy and diseased sites colonized by periodontal pathogens are
presented in Table 6. No differences in the prevalence of all bacterial species studied were

observed among groups (p<0.05).
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Discussion

This study compared, for the first time, the levels and prevalence of relevant
periodontal pathogens among patients presenting one or both of the major risk factors for
periodontitis (DM and smoking). The overall results indicate that the subgingival colonization
by the bacterial species studied is not significantly different between subjects with CP
presenting risk factors. When compared to the controls without any risk factor, the only
significant differences were the increased counts of P. micra in the healthy sites of both
cigarette smoking groups and of F. nucleatum ssp in the diseased sites of females with DM.
Therefore, it appears that risk factors, jointly and individually, do not considerably affect the

subgingival colonization of key periodontal pathogens in patients with CP.

In the current study, sites matched for clinical parameters (i.e. PD, CAL and bleeding)
in patients with CP presenting cigarette smoking, type 2 DM and both conditions exhibited no
significant differences in their prevalence and levels of any bacterial species studied.
Furthermore, only punctual differences were observed between these risk groups and the
control group. These findings suggest that risk factors, together or individually, present a
comparable and non-significant impact on key subgingival periodontal pathogens. To date, no
study has directly compared the periodontal microbiota of smoking- and DM-related
periodontitis. A recent study (Padmalatha et al. 2016) focused on the evaluation of the
possible involvement of P. gingivalis in DM-related periodontitis, associated or not with
tobacco use. In contrast with the current study, the authors observed increased counts of P.
gingivalis in patients with DM and reduced levels of this species in diabetic patients
maintaining a smoking habit. It has been suggested that the tobacco contents could change the
periodontal environment, inhibiting the growth of P. gingivalis. However, the aforementioned

study (Padmalatha et al. 2016) evaluated newly diagnosed cases of DM, did not study a group
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of smoking only individuals, and did not report the clinical characteristics of the sampled sites

nor the duration and level of control of DM or the frequency and duration of tobacco use.

Hypothetically, the increased glucose levels and the presence of cigarette contents in
the sulcus/pocket environment could selectively modulate bacterial growth. However, in the
current study, in contrast to some previous investigations, no significant differences in counts
of the species evaluated were observed between smokers and non-smokers, nor between the
diabetic and non-diabetic subjects (Haffajee & Socransky 2001, Gomes et al. 2006, Ebersole
et al. 2008, Kubota et al. 2011, Sardi et al. 2011, Casarin et al. 2013, Aemaimanan et al. 2013,
Zhou et al. 2013, Guglielmetti et al. 2014, Camelo-Castilho et al. 2015). One of the few
differences observed was that healthy sites (i.e. PD and CAL < 3 mm with no BoP) of
smokers with and without DM harbored higher counts of the orange complex species, P.
micra, when compared to those of control patients. These findings are in agreement with
those of previous studies that also observed a relationship between the presence of P. micra
and smoking habit in patients with periodontitis, employing cultures (van Winkelhoft et al.
2001), checkerboard DNA-DNA hybridization (Haffajee & Socransky 2001) and real time
PCR (Gomes et al. 2006). Remarkably, Haffajee & Socransky (2001) reported an increased
extent of P. micra colonization, predominantly at sites with PD < 4 mm, in smokers
compared to non-smokers. These findings may indicate that cigarette compounds can affect
the colonization of periodontal sites by P. micra, especially at shallow sites. Further studies
are required to confirm this hypothesis and to test the clinical consequence of this

microbiological finding.

Another statistically significant difference found in the current study was the
increased levels of F. nucleatum ssp in the diseased sites of females with DM, when
compared to controls. Although this orange complex species is recognized for its ability to

aggregate with other pathogens in periodontal diseases and act as a bridge between early and
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late colonizers (Signat et al. 2011, Han 2015), few studies have evaluated its levels in the
subgingival environment of patients with DM. Field et al. (2012), using real time PCR, found
no differences in the counts and prevalence of F. nucleatum between diseased sites of
subjects with and without type 2 DM. On the other hand, Casarin et al. (2013), using
sequencing, observed higher percentages of F. nucleatum in diseased sites of subjects with
DM than in non-diabetic subjects. In addition, Sakalauskiene et al. (2014) reported that F.
nucleatum were identified more frequently in the type 1 DM subjects than in systemically
healthy subjects. However, it is important to highlight that these studies did not take into
account the possible impact of gender. In fact, divergences among studies regarding the
effects of DM and smoking on the subgingival microbiota might be explained by differences
in sample size, sampling procedures (paper points or curettes; individual or pooled samples),
depth of sampled sites, sensitivity and specificity of the microbiological technique (culture,
DNA probes, conventional PCR, real-time PCR, sequencing, checkerboard DNA-DNA
hybridization, immunofluorescence microscopy), types of species studied, method of data
expression (proportion, prevalence or counts), exclusion or adjustment for confounders (age,

gender), severity of hyperglycemia and duration and frequency of smoking habit.

As neither cigarette smoking nor DM, nor the association of both conditions,
profoundly affected the subgingival levels of the seven key periodontal pathogens studied, the
more severe periodontal destruction observed in diabetics and smokers does not seem to be
caused by alterations in the presence of these species. Therefore, plausible speculations for
the exacerbated periodontitis in these risk groups might be the presence of microorganisms
other than the seven targeted species and/or the detrimental alterations in the immune-
inflammatory response against pathogens in diabetics and smokers. For this reason, more

studies on this topic are still required.
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The main strength of this study is that it is the first to compare the prevalence and
levels of the three species of the red complex and four more species of the orange complex
among patients with CP with individual and combined risk factors. Furthermore, four sites
matched for clinical parameters were analyzed individually per group, providing a view of the
microbiological aspects of healthy and diseased periodontal sites in these patients. Finally, the
statistical analyses were adjusted for age and gender, avoiding the interference of these
important confounding factors in the results. A limitation of the current study is that the
microbiological analysis was limited to seven periodontal species. It is recognized that dental
biofilm is a polymicrobial community with several frequently co-inhabiting microorganisms.
Therefore, a broader microbiological evaluation, possibly including host-compatible species,
would be important to provide the actual combined and individual impact of risk factors on
the subgingival microbial profile of subjects with CP. In addition, despite the high sensitivity
of real time PCR, its cost and time demands limited the evaluation of a larger number of

samples.

In conclusion, the subgingival colonization by 7. denticola, P. gingivalis, T.
forsythia, E. nodatum, P. micra, F. nucleatum ssp. and P. intermedia was not significantly
different between subjects with CP presenting risk factors. In addition, risk factors, jointly
and individually, did not considerably affect the subgingival levels of key periodontal

pathogens in patients with CP.
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Table 1 - Primer sequences, amplification profile and estimated length of PCR product for each bacterial

species.

Species/reference strain

Sequence

Amplification profile
[temperature (°C)/time (s)]

Length of PCR
product (bp)

P. intermedia/ ATCC 25611
Miranda et al. (2014)

5" CCACATATGGCATCTGACGTG
3’ TCAATCTGCACGCTACTTGGC

95/10, 59/10, 72/10

233

P. gingivalis/ ATCC 33277
Nonnenmacher et al. (2004)

5> TGCAACTTGCCTTACAGAGGG
3" ACTCGTATCGCCCGTTATTC

95/10, 57/10, 72/14

344

T. forsythia/ ATCC 43037
Al-Hebshi et al. (2010)

5> GATAGGCTTAACACATGCAAGTC
3" GTTGCGGGCAGGTTACATAC

95/10, 57/10, 72/4

99

E. nodatum/ATCC 33099
Miranda et al. (2014)

5’ CTTCGGAACAGTGGAGAC
3' CTCTGTGACGGCCATTG

95/10, 56/10, 72/9

225

P. micra/ ATCC 33270
Al-Hebshi et al. (2010)

5> TGAGCAACCTACCTTACACAG
3" GCCCTTCTTACACCGATAAATC

95/10, 56/10, 72/5

112

F. nucleatum ssp. /ATCC 10953

Miranda et al. (2014)

5> GCGCGTCTAGGTGGTTAT
3’ GTAGTTCCGCTTACCTCTCCAG

95/10, 58/10, 72/4

105

T. denticola/ ATCC 35405
Miranda et al. (2014)

5> GACGCAAACGCATTAAGTG
3" GCTACGCTGCCATATCT

95/10, 56/10, 72/7

174

ATCC: American Type Culture Collection
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Table 2 - Demographic characteristics, glycemic parameters (mean + SD) and full-mouth and

sampled site clinical parameters (mean + SD) of the study population.

Groups
Parameters p-value
Control DM S SDM
Gender (M %) 47.6 % 26.9 % 37.5% 28.6 % 0.56 *
Age (years) 51.5+8.4 56.7+9.7 51.5+8.1 552 +8.1 0.08 #
Years of smoking - - 249+ 12.7 26.4+12.5 0.69**
Cigarettes/day (n) 11.5+1.5 16.3+£1.9 0.10%*
Years of DM - 7.0£3.6 - 49+1.3 0.24 **
HbAlc (%) 5.9+0.2° 78+1.2° 5.8 +0.3° 7.2+0.8° <0.0001
Sites with plaque accumulation (%) 58.0 £20.6 69.5+229 709 +17.4 62.3+24.9 0.92
Sites with bleeding on probing (%) 42.0+28.9 37.0+£22.5 34.6 £26.9 26.6 £17.7 0.99 1
Full-mouth PD (mm) 35+0.8 3.7+£0.8 3.8+1.1 35+0.8 0.71
Full-mouth CAL (mm) 44+1.1 49+1.1 48+1.4 47+1.1 0.14 1
Healthy sampled site PD (mm) 23+0.5 22+04 25+0.5 2.1+04 0.46
Diseased sampled site PD (mm) 7.1+£19 72+23 6.8+1.8 6.7+2.1 0.17 %
Healthy sampled site CAL (mm) 26+1.2 29+1.1 2.7+£0.8 29+1.0 0.12 1
Diseased sampled site CAL (mm) 8.6+2.4 8.7+2.7 7.9+£23 8.0+£2.2 0.46

Different letters indicate differences among groups (p< 0.0001) according to the following

tests: * Chi-square test; # ANOVA; I Kruskal Wallis and Dunn tests; ** t-test.

PD: probing depth; CAL: clinical attachment level; BoP: bleeding on probing; HbAlc:

glycated hemoglobin; SD: standard deviation; DM: diabetes mellitus; S: smoking; SDM:

smoking plus DM
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Table 3 - Mean + SD (median) counts (log'®) of periodontal pathogens for all sites (healthy

plus diseased sites).

Groups
Species
Control DM S SDM p-value
T. denticola 7.7£13(8.1) 6.5+0.7(6.5) 6.6£1.0(6.7) 62+0.9(6.2) 0.27
P. gingivalis 47+14(5.1) 44+14(48) 41+19@.4) 3.7+22(44) 0.95
T. forsythia 53+£15(53) 56=+1.1(5.7) 54+£12(54) 53£0.8(5.3) 0.38
E. nodatum 45+£1.04.8) 43+1.144) 41+134.1) 42+134.7 0.80
P. micra 44+£094.6) 45+0.8(4.6) 44+13(4.6) 45+£1.04.7) 0.57
F. nucleatum ssp.  52+1.4(5.3) 5.6+0.6(5.5) 50+1.1(53) 52+£09(.2) 0.39
P. intermedia 44+10@44) 37+1.03.6) 44+1.14.6) 41+13(4.2) 0.20

There were no differences among groups by mixed-model ANOVA, followed by post hoc

analyses with the Bonferroni correction (p>0.05).

SD: standard deviation; DM: diabetes mellitus; S: smoking; SDM: smoking plus DM
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Table 4 - Mean + SD (median) counts (log'®) of periodontal pathogens for healthy sites (sites
with PD and CAL < 3 mm with no BoP).

Groups
Species p-value
Control DM S SDM
T. denticola 7.5+1.7(7.2) 59+1.6(6.2) 6.3+£1.0(6.3) 5.9+1.0(5.9) 0.43
P. gingivalis 2.8+£2.0(2.8) 4.2+ 1.8(4.6) 32+£2.0(3.1) 3.8+2.1(3.7) 0.44
T. forsythia 3.8+1.2(3.9) 49+1.4(5.2) 44+1.24.5) 4.6+1.34.7) 0.05
E. nodatum 33+£1.2(3.1) 39+1.2(4.4) 35+1.3(3.8) 40+1.44.1) 0.16
P. micra 3.1+1233)° 3.9+ 1.0 (4.0) 4.1+1.44.3) > 43+1.1 4.4) b 0.03
F. nucleatum ssp. 44+2.1(4.2) 52+09(5.2) 45+1.34.7) 48+1.2(4.9) 0.56
P. intermedia 3609 (3.2) 3.5+0.8(3.5) 3.6+0.9 (3.6) 3.8+£1.0(3.6) 0.80

Different letters (a,b) indicate that groups are different by the mixed-model ANOVA,

followed by post hoc analyses with the Bonferroni correction (p<0.05).

SD: standard deviation; DM: diabetes mellitus; S: smoking; SDM: smoking plus DM



Table 5 - Mean + SD (median) counts (log'®) of periodontal pathogens for diseased sites (PD

and CAL > 5 mm with BoP).

Groups
Species p-value
Control DM S SDM
T. denticola 7.8+1.2(8.1) 6.3+ 1.5(6.5) 6.8+0.9(6.9) 64+0.9(6.3) 0.41
P. gingivalis 4.6+1.8(4.3) 4.1+1.6(4.5) 45+1.7(4.6) 39+224.7) 0.99
T. forsythia 5.6+ 1.5(5.7) 5.7+£0.9(5.9) 51+14(54) 54+0.8(5.3) 0.83
E. nodatum 4.8+0.9(5.0) 43+1.3(4.7) 43+£1.24.7) 44+1.1(4.6) 0.98
P. micra 47+09(49)  44+12(48) 43+15@7) 44+12(44) 090
F. nucleatum ssp. 5.1+1.2(5.6) 5.6 0.8 (5.6) 52+£12(5.6) 52+£1.0(5.5) 0.30*
P. intermedia 44+12(44) 38+1.1(29) 44+13(48) 42+13(42) 029
* Interaction between groups and the covariate gender.
F. nucleatum ssp.
Female 45+14(52)* 57+09(5.6)" 53+1.2(5.6) 53+1.0(5.6) 0.04
Male 57+05(57)  5.6+0.6(5.6) 5.1+12(55) 49+13(52) 021

Different letters indicate differences among groups according to mixed-model ANOVA,

followed by post hoc analyses with the Bonferroni correction (p<0.05).

SD: standard deviation; DM: diabetes mellitus; S: smoking; SDM: smoking plus DM.



Table 6 - Percentages of healthy and diseased sites colonized by periodontal pathogens.

Groups
Species .
Sites Control DM S SDM p-value
Healthy 19 31 38 31 0.31
T. denticola
Diseased 62 52 60 63 0.66
Healthy 33 38 43 36 0.69
P. gingivalis
Diseased 52 52 56 59 0.92
Healthy 38 42 50 52 0.51
T. forsythia
Diseased 76 67 80 80 0.40
Healthy 43 50 55 50 0.74
E. nodatum
Diseased 76 62 76 76 0.29
Healthy 45 50 56 60 0.52
P. micra
Diseased 81 69 87 80 0.19
Healthy 45 46 60 60 0.32
F. nucleatum ssp.
Diseased 74 67 78 78 0.59
Healthy 50 40 50 52 0.64
P. intermedia
Diseased 74 63 78 78 0.32

There were no differences among groups by Chi-square test (p>0.05).

DM: diabetes mellitus; S: smoking SDM: smoking plus DM.
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4. Conclusao

A colonizagdo subgingival por T. denticola, P. gingivalis, T. forsythia, E. nodatum, P.
micra, F. nucleatum ssp. e P. intermedia ndo foi significativamente diferente entre os
portadores de periodontite cronica com DM e/ou habito de fumar. Além disso, o DM e o
tabagismo, conjunta e individualmente, ndo afetaram consideravelmente os niveis

subgengivais de importantes patdgenos periodontais em pacientes com periodontite cronica.
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INFORMATIVO
Periodontite ¢ uma doenca infecciosa causada por multiplas espécies de bactérias que geram
inflamacao ao redor dos dentes, resultando na destruicao da gengiva e do osso, podendo levar
a perda dental. Os sintomas dessa doenca incluem sangramento, dentes moles, mau halito,
presenca de tartaro (calculo dental), entre outros. Os estudos cientificos demonstram que
individuos com diabetes melito e fumantes apresentam maior risco para desenvolvimento das
periodontites bem como maior gravidade da doenca. Logo, fumantes e diabéticos sdo
atualmente considerados grupos de risco para periodontite. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do diabetes melito, do habito de fumar e da associacao de ambas
as condi¢des nos niveis de algumas bactérias presentes na placa que se adere aos dentes de
pacientes com periodontite. De acordo com os resultados desse estudo, o diabetes melito € o
habito de fumar ndo afetaram consideravelmente os niveis dessas bactérias. Logo, sugere-se
que a maior gravidade de periodontite observada em diabéticos e fumantes possa estar
relacionada a menor capacidade de defesa desses individuos e ndo as diferengas nas

quantidades e tipos de bactérias que estdo ao redor de seus dentes.
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INFORMATIVO
Periodontite ¢ uma doenga infecciosa causada por multiplas espécies de
bactérias que geram inflamacao ao redor dos dentes, resultando na destruigdo da
gengiva e do osso, podendo levar a perda dental. Os sintomas dessa doenga
incluem sangramento, dentes moles, mau halito, presenca de tartaro (céalculo
dental), entre outros. Os estudos cientificos demonstram que individuos com
diabetes melito e fumantes apresentam maior risco para desenvolvimento das
periodontites bem como maior gravidade da doenca. Logo, fumantes e
diabéticos sdao atualmente considerados grupos de risco para periodontite. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do diabetes melito, do
habito de fumar e da associacdo de ambas as condi¢cdes nos niveis de algumas
bactérias presentes na placa que se adere aos dentes de pacientes com
periodontite. De acordo com os resultados desse estudo, o diabetes melito € o
habito de fumar nao afetaram consideravelmente os niveis dessas bactérias.
Logo, sugere-se que a maior gravidade de periodontite observada em diabéticos
e fumantes possa estar relacionada a menor capacidade de defesa desses
individuos e ndo as diferencas nas quantidades e tipos de bactérias que estdo ao

redor de seus dentes.



