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RESUMO

A doenca periodontal e o diabetes mellitus apresentam uma associagéo bidirecional, na qual o
diabetes favorece o desenvolvimento da doenca periodontal e esta, quando ndo tratada, piora o
controle metabdlico do diabetes. A doenca periodontal e o diabetes mellitus levam a
mudancas significantes nos niveis plasmaticos de citocinas, hormdnios e espécies reativas de
oxigénio (radicas livres). O excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio causa
aumento do estresse oxidativo na mucosa bucal, sendo que este estresse pode contribuir a
danos em lipideos, proteinas e DNA, sendo que estes danos podem ser responsiveis por
transformacgBes malignas das células envolvidas. Vérias técnicas para identificagdo de danos
genéticos sdo aplicadas atualmente, de forma répida e com baixo custo, permitindo screening
populacionais. Entre os instrumentos de avaliacdo do material genético estdo o teste do
micronucleo e o teste do Cometa. Neste trabalho realizamos um levantamento bibliografico
para verificarmos a associagéo das doencas periodontal e diabetes, e de que forma estes testes
podem ser aplicados para a detecgdo precoce de alteragdes genéticas.

Palavras-chave: Doenga Periodontal. Diabetes mellitus. DNA. Micronicleo. Teste do
Cometa.



ABSTRACT

Periodontal disease and diabetes mellitus have a bidirectional association, in which diabetes
promotes the development of periodontal disease and that, if untreated, worsening the
metabolic control of diabetes. Periodontal disease and diabetes mellitus leads to significant
changes in plasma levels of cytokines, hormones and reactive oxygen species (free radicals).
The overproduction of reactive oxygen species cause increased oxidative stress in the oral
mucosa, and this stress can contribute to damage lipids, proteins and DNA, and this damage
may be responsible for malignant transformation of cells involved. Several techniques for
identification of genetic damage are currently applied, quickly and inexpensively, allowing
screening population. Among the tools for assessment of genetic material are the
micronucleus test and comet assay. In this work, we performed a literature review to verify
the association between periodontal diseases and diabetes, and how these tests can be applied
for early detection of genetic alterations.

Keywords: Periodontal Disease. Diabetes mellitus. DNA. Micronucleus. Test of the Comet.
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1 INTRODUCAO

A doenga periodontal é um processo inflamatorio bacteriano que atinge os tecidos de
sustentacdo do dente, resultado do acumulo de biofilme na superficie externa do dente,
culminando com a destruicdo dos componentes do periodonto, ou seja, cemento, ligamento
periodontal e 0sso alveolar.

Pacientes portadores de doenga periodontal sdo expostos presenga cronica de
microrganismos periodontais provocando alterages nos niveis plasméticos de citocinas e
hormdnios, e espécies reativas de oxigénio, os chamados radicais livres.

AlteracBes plasméticas de varios marcadores inflamatorios também sdo encontradas
em pacientes diabéticos, influenciando na porcentagem de gordura corporea, sensibilidade a
insulina e glicose plasmética. Diabetes mellitus (DM) é uma doenga cronica caracterizada por
deficiéncia parcial ou total na producéo de insulina ou por resisténcia a sua agéo.

A interacéo entre doenga periodontal e diabetes mostram uma acdo bidirecional, sendo
que uma influencia a outra, estabelecendo uma relagéo patofisioldgica por meio da inducéo de
uma resposta inflamatdria que produz varios mediadores quimicos presentes na inflamagéo.

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) causa aumento do estresse
oxidativo no tecido gengival, sendo que este estresse pode contribuir a um dano adicional de
lipideos, proteinas e moléculas de DNA. Quando os indices de danos ao DNA provocados
pelo estresse oxidativo associam-se a diminuigdo na efetividade do reparo do DNA, podem
provocar um aumento no risco de cancer em pacientes diabéticos do tipo 2. Isto confirma que
0 dano e o reparo ao DNA sdo fundamentais no processo de transformagéo maligna.

Testes citogenéticos, de mutagénese ou biologia molecular oferecem informagdes
importantes para avaliagdo dos efeitos deletérios que os processos inflamatdrios causam,
identificando individuos com maior risco para o desenvolvimento de determinadas doengas
em um curto intervalo de tempo a baixos custos.

Vérias metodologias para detecgdo e, por conseguinte, mensuragdo do risco pelo qual
populagdes humanas estdo expostas continua sendo propostas e avaliadas. Dentre 0s ensaios
disponiveis atualmente para esta finalidade, destaca-se o teste do micronucleo, que detecta
quebras cromossdmicas causadas por agentes que provocam quebras cromossomicas e/ou
indugdo de aneuploidia, e o teste do Cometa, que avalia a integridade do material

cromossémico.
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Por estes motivos, propusemos verificar a patofisiologia das doencas periodontais e
diabetes mellitus e sua associacdo, e as possiveis metodologias existentes para avaliar os

danos citogenéticos provocados por estas alteragdes.
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2 OBJETIVOS

Verificar, na literatura, os processos de associagéo entre doenca periodontal e diabetes
mellitus, e possiveis danos no DNA e morte celular, indicativos da fase de iniciacdo tumoral,
promovidos pela exposicdo freqlente a mediadores quimicos inflamatérios, por meio dos

testes do cometa e microntcleo.
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3 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo com andlise dos processos de etiopatogenia da
doenca periodontal e diabetes mellitus e sua interrelagéo, e de possiveis conseqiiéncias sobre
células da mucosa bucal. Foram incluidos artigos no periodo de 1975 a 2010.

Foram utilizadas trés bases de dados para a revisdo bibliografica: LILACS
(Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), consultada por meio do site
da Biblioteca Virtual em Saude (BVS), da Biblioteca Regional de Medicina (BIREME),
MEDILINE (Literatura Internacional em Ciéncias da Salde), acessada por meio do
PUBMED, SCIELO e SCIENCE DIRECT consultado por meio do Conselho de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES.

Os descritores utilizados para a busca de artigos foram: doenga periodontal,
diabetes mellitus, dano ao DNA, micronucleo, teste do cometa, periodontal disease, DNA

damage, micronucleus, comet assay.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal é o processo inflamat6rio que ocorre na gengiva em resposta a
antigenos bacterianos da placa dentaria que se acumulam ao longo da margem gengival. A
placa ¢ um biofilme constituido por bactérias, proteinas salivares e células epiteliais
descamadas (HERRING & SHAH, 2006).

No diagnostico da extensdo da doenca periodontal, a profundidade de sondagem é um
bom indicador do avan¢o da doenga. Em um periodonto saudavel ndo h4 perda de insercdo
epitelial ou formacéo de bolsa, e a profundidade periodontal € menor que 2 mm (ANGELI et
al., 2003). Bolsas periodontais podem se estender de 4 a 12 mm. Clinicamente, pacientes com
bolsa periodontal de 4 mm ou mais séo diagnosticados como periodontite. Pacientes com
bolsas periodontais com 6 mm ou mais sdo diagnosticados como periodontite avangada ou
severa (HUJOEL et al., 2002; ELTER et al., 2004).

Em pacientes com doenga periodontal, a exposicdo crbnica, a niveis sistémicos, a
microrganismos periodontais pode existir, levando a mudangas significantes nos niveis
plasmaéticos de citocinas e hormdnios. Recentemente, Bluher et al., investigaram de que forma
as concentragdes plasmaticas de marcadores inflamatorios estdo associados com medidas de
obesidade, sensibilidade a insulina e hiperglicemia. Descobriram significantes correlacdes
entre concentragbes plasmaticas de varios marcadores inflamatdrios examinados e

porcentagem de gordura corporea, sensibilidade a insulina e glicose plasmatica.

4.2 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga cronica caracterizada por deficiéncia parcial ou
total na producdo de insulina ou por resisténcia a sua agdo. Isso leva & anormalidade nos
metabolismos glicidico, protéico e lipidico, que resultam em hiperglicemia, a qual induz
multiplas anormalidades sistémicas. Afeta mais que 16 milhdes de pessoas nos Estados
Unidos (SKYLER & ODDO, 2002). Estima-se que, em 2010, aproximadamente 221 milhdes
de pessoas no mundo serdo portadoras de DM (AMOS et al., 1997).
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4.3 DOENCA PERIODONTAL E DIABETES MELLITUS

A doenca periodontal, mais especificamente a periodontite, € uma das Vérias
complicagOes resultantes do diabetes tipo 1 ou tipo 2. Varios estudos encontraram uma alta
prevaléncia de doenca periodontal entre pacientes diabéticos que em controles saudaveis
(Fuster et al., 1992), portanto, existe uma relagcdo estabelecida entre doenga periodontal e
diabetes. Estudos recentes mostram evidéncias indicativas de uma interrelacdo adversa
bidirecional entre diabetes tipo 1 e tipo 2 e doencas periodontais. A relacdo mais direta é que
a doenca periodontal pode levar ao diabetes tipo 2; todavia, a visdo alternativa é que o
desenvolvimento da doenga periodontal € resultante de complicagfes tanto do tipo 1 como do
tipo 2 de diabetes (TENG et al., 2002).

Essas doengas apresentam uma associa¢do bidirecional na qual o diabetes favorece o
desenvolvimento da doenca periodontal e esta, quando n&do tratada, piora o controle
metabdlico do diabetes (3).

Estudos sugerem que a presenga de infecgéo periodontal pode estar ligada ao controle
do diabetes. Resultados do estudo de Grossi et al., indicaram que o controle efetivo da
infeccdo periodontal em pacientes diabéticos podem reduzir os niveis de produtos da glicacdo
avancada no soro (AGEs). AGEs sdo conhecidos por causar hiperglicemia, que é uma
complicagdo do diabetes, portanto, os niveis de controle glicémico parece ser o fator chave.
Alguns pesquisadores observaram correlagdes positivas similares de pobre controle glicémico
em pacientes com alta perda de insergdo dental (CHRISTGAU et al., 1998; OFFENBACHER
& SALVI, 1999). A prevencdo e controle da doenca periodontal pode ser considerada como
uma parte integral do controle da diabetes.

Uma vez que a microbiota periodontal em pacientes com DM ¢ similar & de ndo-
diabéticos (bactérias gram-negativas anaerdbicas como Actinobacillus, Bacterdides e
Porphyromonas) (HERRING & SHAH, 2006), outros fatores, tais como hiperglicemia e
anormalidades da resposta imune do hospedeiro frente as infecgdes bucais, parecem ser 0s
responsaveis pela maior prevaléncia desta complicacdo em diabéticos (VERNILLO, 2003).

Todavia, a relacéo patofisioldgica entre diabetes e doenca periodontal ocorre por meio
da habilidade de ambas as condi¢fes induzirem uma resposta inflamatoria, levando a
producéo de varios mediadores quimicos presentes na inflamacéo (KIM & AMAR, 2006).

Dados emergentes indicam que fatores genéticos podem estar associados com a
etiopatogénese da periodontite agressiva. A troca de crométides irmas é um método sensivel

que pode refletir uma instabilidade do DNA ou uma deficiéncia do reparo de DNA. Emingil
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et al. 2002, investigaram a freqléncia de troca de crométides irmas de pacientes com
diferentes formas de doenga periodontal e determinar como este marcador citogenético em
pacientes com periodontite agressiva pode ser diferente quando comparados com pacientes
com periodontite crénica e pacientes controle. Os dados mostraram que 0s danos
citogenéticos no tipo agressivo de doenca periodontal ndo é maior que na periodontite crnica
e controles. Embora a auséncia de danos citogenéticos aberrantes tenha sido observada em
diferentes formas de periodontites comparadas ao controle, ndo descarta a importancia de
outros fatores genéticos na patogénese da doenca periodontal (EMINGIL, 2002).

O excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) causa aumento do
estresse oxidativo no tecido gengival, sendo que este estresse pode contribuir a um dano
adicional de lipideos, proteinas e moléculas de DNA. Mutacdes no DNA mitocondrial
(mtDNA) sdo consideradas biomarcadores do dano oxidativo. A produgdo em excesso de
ROS por leucécitos polimorfonucleares ativados na inflamagdo crdnica pode levar ao dano
oxidativo prematuro do mtDNA. Canakgi et al., 2006, encontrou a ocorréncia de delecdes no
mtDNA em pacientes com periodontite.

Diabetes mellitus do tipo 2 esté associada com elevado nivel de estresse oxidativo, que
é um dos mais importantes fatores responsaveis pelo desenvolvimento de complicacdes
cronicas da doenga. Portanto, ele mostra que pacientes diabéticos tém elevado indice de danos
ao DNA provocados pelo stress oxidativo, e diminui¢do na efetividade do reparo do DNA.
Estas mudancas estdo associadas com o risco aumentado de cancer em pacientes diabéticos do
tipo 2, confirmando que o dano e o reparo a0 DNA possuem um papel importante na
transformacdo maligna (SLIWINSKA et al., 2008).

Danos ao DNA podem estar associados com a diabetes mellitus do tipo 2 e suas
complicagOes sdo originadas a partir do estresse oxidativo. Estudos (BLASIAK et al., 2004)
mostram que o diabetes do tipo 2 ndo somente esté relacionado ao dano oxidativo ao DNA,
mas também com o aumento da suscetibilidade a agentes mutagénicos e diminuida eficacia de
reparo do DNA. Estes dados podem contribuir para um link entre diabetes e cancer e medidas
do dano e reparo do DNA, mensurados pelo ensaio do cometa, podem ser marcadores do risco
de cancer em pacientes diabéticos.

Isso é respaldado na nogdo de que os chamados agentes mutagénicos sdo indutores de
alteracdes na sequéncia das bases do DNA, podendo acelerar ou aumentar o aparecimento de
mutacBes que estdo associadas as neoplasias. Nesse sentido, 0os mecanismos envolvendo
lesBes genéticas, mutagénese e carcinogénese parecem estar intimamente relacionados
(RIBEIRO et al., 2004).
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4.4 ALTERACOES GENETICAS

Ha alguns anos, a literatura tem demonstrado que mutagbes em alguns genes
considerados criticos, especialmente relacionados & proliferagdo celular e apoptose, sdo
importantes para o desenvolvimento das neoplasias (RIBEIRO et al., 2005; 2007).

Os sistemas bioldgicos apresentam uma rede complexa de respostas ao ataque de
agentes deletérios, que varia desde um estresse genérico a alteracBes bastante especificas,
intimamente associadas a mecanismos de toxicidade, degeneracdo e morte celular. Até
recentemente, a visdo dessa complexidade era obscurecida pela simplicidade das ferramentas
disponiveis para a avaliacdo desses efeitos, pela heterogeneidade da casuistica e, por
conseguinte, o estabelecimento de grupos-controle configveis. Atualmente, com a evolugdo de
areas como a citogenética, mutagénese, biologia molecular, ou mesmo da bioinformatica,
tornou-se possivel obter informagdes fundamentais para o entendimento dos mecanismos
envolvidos nas doencas e, assim, desenvolver novos instrumentos para avaliar e prognosticar
tais efeitos, identificar novos biomarcadores de exposicéo, e identificar individuos com maior
risco para o desenvolvimento de determinadas doengas em um curto intervalo de tempo a
baixos custos (PEDERZOLLLI, 2008).

Os canceres de cabeca e pescogo representam 10% dos tumores malignos, sendo que
aproximadamente 40% deles localizam-se na cavidade bucal (Macfarlane et al., 1987). No
Brasil, este tipo de cancer apresenta uma das incidéncias mais altas do mundo, estando entre
0s nove tipos mais freqlentes, sendo a regido Sudeste a mais atingida (INCA, 2008). No
estado de S&o Paulo o céncer da cavidade oral esteve em 5° lugar na incidéncia entre homens,
e 0 7° entre as mulheres (INCA, 2008). As neoplasias orais apresentam alta taxa de
mortalidade, devido entre outros fatores, ao diagnostico tardio e consequientes tratamentos

agressivos.

4.5 TESTE DO MICRONUCLEO

Frente a estes dados, ha uma crescente busca por metodologias para detecgdo e, por
conseguinte, mensuragdo do risco pelo qual populagdes humanas estdo expostas. Dentre os
ensaios disponiveis atualmente para esta finalidade, destaca-se o teste do micronucleo. Este
teste tem demonstrado ser um método efetivo e valido para deteccdo de quebras

cromossdmicas causadas por agentes clastogénicos e/ou aneugénicos (CELIK et al., 2003;
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MINICUCCI et al., 2005; CELIK & KANIK 2006; CAVALLO et al., 2007; SPEIT et al.,
2007).

Historicamente os micronucleos foram descritos a mais de um século, chamados por
Howell de “fragmentos de material genético” ou por Jolly “corpusculos de Howell-Jolly”
nomenclatura utilizada no inicio do século passado. Dentre os Hematologistas o termo
“corpusculo de Howell-Jolly” ficou conhecido para designar eventos de aparecimentos de
microndcleo (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003) (Figura 1).

@
oG @

Figura 1 - Formacdo de uma ponte citoplasmatica e de um microntcleo a partir de um fragmento cromossémico
acéntrico

Fonte: http://www.ich.ufmg.br/big/prodap/2003/micronucleos/sobremn.html.

A primeira tentativa de utilizar os micronlcleos como indicadores de danos
citogenéticos foi realizada por Evans et al. (1959 apoud EVANS, 1997), para medir o dano
induzido em raiz de cebola por neutrofilos e raios-gamas, utilizando a frequéncia de
microndcleos. Trabalhos realizados por Boller e Schmid (1970) para a utilizacdo do teste de
microndcleo como meio de monitorar a acdo de agentes com potencial genotoxico, se tornou
um marco decisivo para que sugerissem o termo “teste de micronlcleo” pela primeira vez, e
por Heddle (1977 apud EVANS, 1997) em trabalhos utilizando eritrécitos de ratos, nos quais
quantificavam o DNA de microndcleos e verificavam que esta quantidade correspondia a de
cromossomos ou fragmentos de cromossomos acéntricos. (KIRSCH-VOLVERES et al.,
2003)

Aplicado como teste screening de populagdes humanas expostas a agentes
potencialmente mutagénicos e/ou carcinogénicos, 0s testes de micronucleos tem sido
considerado um teste rapido e econdmico (HEDDLE et al., 1991, FENECH, 2006). De acordo
com Ramirez e Saldanha (2002, p 140) o micronicleo é um nucleo adicional na qual é
separado do ndcleo principal de uma ceélula durante a divisdo celular por meio de
cromossomos ou fragmentos de cromossomos, que em relacdo aos demais, se atrasam.

Resulta de alteragGes estruturais cromossomicas espontaneas ou experimentais induzidas, ou
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ainda, de falhas no fuso celular, sendo, no entanto, excluido do novo nicleo formado na

telofase (Figura 2).

SN g

Figura 2 — Fragmento cromoss6mico observado em uma anafase
Fonte: GARCIA et al., 2006.

O micronucleo apresenta entre 1/5 a 1/20 do tamanho do nlcleo e geralmente hd um
micronucleo por célula (SCHMID, 1975) (Figura 3). Os grupos celulares devem ser
analisados no momento em que estiverem no processo de divisdo exposto ao agente agressor,
ficando sua analise comprometida em populacbes de células que ndo estdo no processo de
diviséo celular (HEDDLE el al., 1983).

Figura 3 — Visualizagdo de microndcleo apés coloragdo, mostrando o tamanho do microndcleo. Linus Pauling
Institute Micronutrient Research for Optimum Health.

Fonte: http://Ipi.oregonstate.edu/CCP/ micronucleus.html.

Aliado a sua facilidade de execucéo e baixo custo, quando comparado a outros testes
designados para 0 mesmo propdsito, o teste do micronucleo em células esfoliadas tem sido
amplamente utilizado em estudos de biomonitoramento humano (KNUDSEN and HANSEN,
2007).

As duas principais técnicas desenvolvidas para o teste de microntcleo sdo realizadas

em linfdcitos sanguineos e/ ou em celulas epiteliais descamadas.
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4.5.1 Analise de Micronucleos em Linfécitos

Krepinsky e Heddle (1983 apud EVANS, 1997) demonstraram que o teste de
micronlcleo poderia ser efetivamente usado se ndo houvesse a fragilidade dos linfocitos
durante a manipulacdo, e as respostas variadas destes aos estimulos mitogénicos; foram
realizadas novas alteragdes nos protocolos desses testes.

Desde a descoberta da Citocalacina B, droga inibidora da cariocinese, para marcar a
divisdo celular, ficando as células com o nimero de nlcleos correspondentes ao nimero de
divisdes celulares, o teste de micronicleo em linfocitos vem auxiliando em estudos da
genética taxologica no biomonitoramento de populagbes humanas expostas a agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos de atuagdo sisttmica (ANWAR, 1992, SAVOLDI-
BARBOSA; SAKAMOTO-HOJO; TAKAHASHI, 1999).

4.5.2 Anélise de Micronucleos em Células Epiteliais

As células esfoliadas, pela facilidade com que se procede a coleta, possuem um grande
potencial como ferramenta de biomonitoramento de populagbes expostas a agentes
genetoxicos; mucosa epitelial da boca, nariz e bexiga sdo alguns exemplos de regides que
podem fornecer material por meio de técnica simples e ndo invasivas (FENECH et al., 1999)

A coleta é um procedimento rapido e simples, friccionando-se contra a regido de
coleta, com o auxilio de uma pequena escova de cerdas macias, o material é coletado. Na
cavidade bucal podemos utilizar a coleta de células da mucosa ou borda lateral de lingua, pois
estes tecidos epiteliais estdo em constante processo de divisdo celular com renovagdo do
tecido pela descamacéo das células superficiais (VINE, 1990).

A coleta das células para andlise do microndcleo deve ocorrer entre 5 a 24 dias ap6s a
exposicao do tecido a agentes genotdxicos (exposi¢do aguda), uma vez que a migracdo das
células da camada basal ocorrem aproximadamente dentre 5 e 7 dias e as células expostas

descamam totalmente em cerca de trés semanas (VINE, 1990).
4.6 TESTE DO COMETA
Além do teste do microndcleo, a técnica que utiliza células individualizadas em gel

(teste do cometa), permite que a integridade do material genético também seja avaliada, em

todas as etapas da carcinogénese, especialmente nas fases mais incipientes do processo.
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Rydberg & Johanson (1978) utilizando técnicas bioquimicas foram os pioneiros na
quantificacdo de danos no DNA em células individualizadas. Mais tarde, Ostling & Johanson
(1984) introduziram modificacdes na metodologia, em que células individualizadas,
embebidas em agarose eram colocadas sobre uma lamina de microscopio, lisadas por
detergentes e altas concentragOes de sais, e expostas a eletroforese sob condi¢bes neutras. As
células com frequéncia aumentada de quebras de cadeia dupla de DNA apresentavam maior
migracdo da molécula em dire¢do ao anodo, permitindo a visualizacdo de uma “cauda” ao
exame microscopico, ap6s coloracdo com um agente intercalante fluorescente (brometo de
etidio). Devido a essa aparéncia, a imagem resultante foi denominada de “cometa”, o que
levou Olive (1989) a sugerir 0 nome de “comet assay” (teste do cometa) para identificar o

teste, também conhecido por ‘single cell gel electrophoresis assay’. A interpretacdo dos

resultados é feita a partir dos cometas, sendo dividido em duas partes: cabeca e cauda (Figura
4).

Cauda

Figura 4 — Aparéncia celular de cometa, indicando a regido da cabeca e cauda.

Fonte: http://www.toxikologie.uni-wuerzburg.de.

Células com pouco dano no DNA apresentam pouca ou nenhuma cauda e possuem
aparéncia similar a nucledides, enquanto as células com o DNA danificado apresentam caudas
mais evidentes e longas (Figura 5). O tamanho, a intensidade da fluorescéncia, o aspecto, a
forma, bem como outras caracteristicas dos cometas sdo mensuradas visualmente por meio de

‘scores’ ou mesmo por programas especificos de anélise de imagem (TICE et al., 2000).
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Figura 5 — Caracteristicas dos cometas, mostrando diferentes tamanhos e intensidades das caudas.
Fonte: http://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/STA-350%2520Fig%25202.jpg&imgrefurl.

O teste do Cometa, ndo € utilizado para detectar mutacGes, mas sim lesdes gendmicas
que, apds serem processadas, podem resultar em mutacdo (ALBERTINI et al., 2000). O teste
cometa tem sido frequentemente utilizado nos estudos em linfocitos humanos, biomarcador de
exposicdo na avaliagdo de populacGes de risco e nos casos de reparo de DNA e apoptose
(KOPJAR et al., 2002, MOLLER, 2006, TRZECIAK et al., 2008).

O teste do Cometa é uma técnica que detecta danos recentes ainda passiveis de reparo
do DNA, ja os testes de micronicleo detectam danos consolidados, por isso, para estudos de
biomonitoramento que permite o surgimento de caracteristicas de exposicdo diferentes em
uma mesma populacdo, se torna importante o uso de ambas as técnicas citogenéticas
(MALUF, 2004).

Além das vantagens citadas e do baixo custo, o teste do cometa difere de outros
ensaios que detectam danos no DNA (MONTEITH & VANSTONE, 1995), por requerer
células vidveis, mas ndo em divisdo, sendo, portanto, aplicavel a qualquer tipo de tecido dos
quais células vivas possam ser obtidas. Em virtude do teste do cometa possibilitar o0 acesso a
quebras do DNA de uma unica célula, poucos milhares de células (de 1 a 10.000 células) sdo

necessarias para analise.
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5 DISCUSSAO

Dados indicam que fatores genéticos estéo associados com a etiopatogénese da doenca
periodontal agressiva, tendo como conseqliéncia a instabilidade ou falta de regeneragéo do
DNA, provocado pela liberagdo de radicais livres derivados do processo inflamatorio que
envolve a doencga. Os radiais livres provenientes do aumento do estresse oxidativo no tecido
gengival, podem contribuir a um dano adicional de lipideos, proteinas e moléculas de DNA. A
presenca de mutagdes no DNA é considerada biomarcador do dano oxidativo, sendo que a
producdo em excesso de ROS, por leucdcitos polimorfonucleares ativados na inflamacéo
cronica, pode levar ao dano oxidativo prematuro (EMINGIL et al., 2002).

Diabetes mellitus do tipo 2 também est4 associado com elevados niveis de estresse
oxidativo, que é um dos importantes fatores responsaveis pelo desenvolvimento de
complicages cronicas da doenca. Estas alteragdes mostram que pacientes diabéticos possuem
altos niveis de danos oxidativos ao DNA e diminui¢do na efetividade de reparo ao DNA
(SLIWINSKA et al., 2008).

As duas doencas analisadas neste trabalho, doenga periodontal e diabetes mellitus
estdo comprovadamente relacionadas, de acdo bidirecional. A producdo de mediadores
quimicos inflamatérios é comum as duas doencas, causando um excesso destes produtos. Em
grandes quantidades, estas substancias podem agir sobre as células da mucosa bucal,
provocando alteragdes nucleares e genéticas.

O actmulo de alteragbes provocadas no material genético pode dar inicio a processos
de carcinogénese. Por este motivo o monitoramento de pacientes com estas caracteristicas
deve ser realizado constantemente, evitando, desta forma, que o cancer bucal possa se instalar
e se desenvolver.

Dois testes citogenéticos sdo utilizados atualmente com muita freqiéncia para a
deteccgdo precoce destas alteragdes: Micronucleo e Cometa.

O teste do micronlcleo tem sido aplicado em testes de genotoxicidade de produtos
quimicos, pois os microndcleos sdo facilmente visualizados nos eritrocitos e sdo fortes
indicativos para mensuracdo de aberragdes cromossomicas (CAMPANA ET AL., 2003). O
teste do microntcleo, ao lado da analise de aberracdes cromossdmicas e do teste do Cometa, é
considerado padrdo ouro nos métodos citogenéticos. Sua simplicidade o torna bastante
atrativo, uma vez que um grande nimero de células pode ser analisado. Atua como marcador

bioldgico de danos genéticos e pode ser utilizado como indicador de mutagenicidade e como
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um instrumento de monitoragdo, considerando-se que retornam aos niveis basais quando o
organismo permanece durante certo tempo sem contato com o agente indutor (Flores &
Yamaguchi, 2008).

O teste do Cometa é 0o método de escolha para medir danos ao DNA, de vérios tipos,
em células humanas, tais como linfocitos, expostas a diferentes agentes genotdxicos,
incluindo radiagdo, produtos quimicos e estresse oxidativo. Em termos de simplicidade, custo,
pequena quantidade de material necesséario, sensibilidade e confiabilidade, o teste do cometa
tem poucos concorrentes sérios. Quando padronizados e validados, o teste do cometa pode
fornecer informacdes valiosas nas areas de identificacdo de perigos e avaliacdo de risco para
doengas relacionadas com estresse oxidativo (por exemplo, diabetes e doengas
cardiovasculares), nutricio e acompanhamento da eficAcia do tratamento médico
(DUSINSKA & COLLINS, 2008).

Portanto, fica claro a importancia do potencial mutagénico dos agentes quimicos
inflamatorios aos quais a mucosa bucal fica exposta na presenca da associacdo entre as duas
doencas analisadas neste trabalho. Embora um Unico evento mutagénico ndo necessariamente
leva ao desenvolvimento do céncer, a detecgdo de um indicio de atividade mutagénica é um
importante indicio para a avaliagdo do risco a doenga.

Os testes aqui abordados sdo de simples execucdo, baixo custo, capaz de fazer a
identificagdo de risco em grandes populagdes, tornando-se importantes ferramentas neste

exercicio.
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6 CONCLUSAO

Concluimos através das analises bibliogréficas que:

A associagdo entre Doenca Periodontal e Diabetes Mellitus ird produzir grande
quantidade de radicais livres.

Nesta situagéo, radicais livres sdo capazes de provocar alteragdes no material
genético das células da mucosa bucal.

Os testes do microntcleo e cometa sdo capazes de detectar alteracdes precoces no

material genético.
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