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RESUMO

Objetivo: Embora haja varios relatos na literatura acerca da composicdo da saliva, séo
escassas as pesquisas cientificas que investigam as propriedades fisicas da saliva. A finalidade
deste estudo foi avaliar a viscosidade e o fluxo salivar na condicdo periodontal e avaliar a
associacao destes parametros com os compostos sulfurados volateis. Materiais e Métodos:
Estudo transversal no qual cento e vinte e quatro individuos foram divididos em
periodontalmente saudavel, gengivite, periodontite leve-moderada e periodontite avancada, de
acordo com parametros periodontais. Viscosidade salivar clinica, viscosidade laboratorial da
saliva estimulada, pelo redmetro de Brookfield DV-III, fluxo salivar e parametros
periodontais de profundidade de sondagem, nivel de inser¢do clinico e sangramento a
sondagem foram avaliados. Mensurou-se as concentracdes de compostos sulfurados volateis
pelo método de cromatografia gasosa, OralChroma™. Os resultados foram analisados por
meio do programa SPSS versdo 17.0, com nivel de confianga de 95%. Resultados:
Viscosidade salivar clinica foi negativamente correlacionada com parametros periodontais,
exceto sangramento a sondagem. Hipossalivacdo foi positivamente correlacionada com o0s
parametros periodontais, concentracdes de sulfidreto (H.S) e metilmercaptana (CH3SH).
Concentragfes mais elevadas de H,S foram observadas em grupos periodontite avancada e
gengivite. H,S e altas concentracbes de CH3SH foram positivamente correlacionados com
pardmetros periodontais. Conclusdo: As propriedades fisicas da saliva, baixa viscosidade e
fluxo, estdo correlacionadas com a doenca periodontal e com altas concentracdes de H,S e
CH3SH. Além disso, a hipossalivagao sob estimulo esta correlacionada com a concentracgao de
H,S e CH3SH. Apoio: FAPEMIG (APQ-01835-13).

Palavras-chave: Saliva. Viscosidade. Doenca periodontal. Compostos sulfurados.



ABSTRACT

SILVA, Maiza Luiza Vieira. Evaluation of viscosity and salivary flow in patients with
periodontal disease and relationship with levels of volatile sulfur compounds. 2014. 81f.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de Odontologia,
Belo Horizonte, 2014.

Aim: Although there are several reports in the literature on the composition of saliva, there
are few studies investigating physical properties of saliva. The purpose of this study was to
evaluate viscosity and salivary flow and in patients with periodontal disease and elucidate the
association with the volatile sulfur compounds. Materials and Methods: A cross-sectional
study in which 124 subjects were divided into periodontally healthy, gingivitis, slight-
moderate periodontitis and advanced periodontitis, according to the periodontal parameters.
Clinical salivary viscosity, viscosity laboratorial of stimulated saliva, by DV-I1I Brookfield
rheometer, salivary flow rate and periodontal parameters of probing depth, clinical attachment
level and bleeding on probing were evaluated. The concentrations of volatile sulfur
compounds by gas chromatographic method, OralChroma™ (Abilit, Osaka), were mensured.
Results: The results were statistically analyzed using SPSS version 17.0, at a confidence level
of 95%. Clinical salivary viscosity was negatively correlated with periodontal parameters,
except bleeding on probing. Hyposalivation was positily correlated with periodontal
parameters, sulfhydride (H,S) and methylmercaptan (CH3SH). Higher concentrations of H,S
were observed in advanced periodontitis and gingivitis groups. H,S and high concentrations
of CH3SH were positively correlated with periodontal parameters. Conclusion: Physical
properties of saliva, low viscosity and flow, are correlated with periodontal disease, as well as
high concentrations of H,S and CH3SH. Support: FAPEMIG (APQ-01835-13).

Keywords: Saliva. Viscosity. Periodontal disease. Sulfur compounds.
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1  INTRODUCAO

A saliva € um dos mais complexos e importantes fluidos do corpo, que supre um largo
espectro de necessidades fisioldgicas. A saliva além de umedecer os tecidos moles e duros da
cavidade bucal, facilitando a fala, mastigacdo e degluticdo, participa no controle da
quantidade de &gua do organismo. Na saliva encontram-se componentes organicos e
inorganicos, que podem variar qualitativamente e quantitativamente, importantes para manter
o0 estado de higidez dos tecidos bucais (Fabian et al., 2012; Gabryel-Porowska et al., 2014).
Ha varios trabalhos na literatura a respeito da composicdo da saliva, porém, hd uma escassez
de pesquisa cientifica que investiga a secrecdo salivar e consequentemente a viscosidade
salivar.

A eficacia da saliva como um lubrificante depende da sua viscosidade (Waterman,
1988). A lubrificacdo da saliva € essencial para a saude bucal e facilita os movimentos da
lingua e dos l&bios auxiliando a degluticdo. Hirotomi et al. (2006) observaram que o baixo
fluxo somado 4 alta viscosidade salivar prejudicam as defesas bucais e pode ocasionar queda
acentuada dos niveis de oxigénio. Alem disso, Hirotomi et al. (2008) verificaram que o
conjunto das duas alteracdes pode ser um fator de risco para a doenca periodontal.

A diminuicdo do fluxo salivar resulta em um aumento da concentracdo de proteinas
(Yarata et al., 1999) e na acumulacdo de debris, placas e bactérias (Antoniazzi et al., 2009). A
hipossalivacdo, também, diminui a capacidade de autolimpeza e favorece a proliferacdo de
bactérias anaerdbias gram-negativas envolvidas na formacdo de odorivetores na cavidade
bucal (Calil e Marcondes, 2006).

As propriedades reoldgicas da saliva, como a viscosidade, solubilidade, a elasticidade e
a adesividade dependem da presenca de mucinas (Veerman, 1989). As mucinas séo secretadas
pelas glandulas salivares maiores e menores. Kleinberg (1996) demonstrou que o aumento da
concentracdo de mucina na saliva favorece a fixagdo de matéria organica e de
microrganismos, predispondo a formacao da saburra lingual e consequentemente a exalacéo
de odores da boca. Segundo Koshimune et al. (2003), o fluxo salivar menor do que
0,1 ml/min é um dos principais fatores que influenciam positivamente o acimulo de saburra
lingual.

Quirynen et al. (2009) evidenciaram a saburra lingual como a principal fonte para o
desenvolvimento de halitose que tem como causa a formacdo de compostos sulfurados

volateis (CSV). De acordo com a literatura, a halitose causa embarago social, emocional e
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psicoldgico que, por sua vez, provoca detrimento da autoestima, autoimagem, autoconfianca e
por consequéncia a ansiedade emocional e exclusdo social (Cicek et al., 2003; Lee et al.,
2004).

A producédo de CSV pelas bactérias presentes na saliva e no biofilme da saburra lingual
é responsavel pelos odorivetores capazes de estimular as células olfativas. Os CSV,
representados em cerca de 90% pela unido de sulfidreto (H,S), metilmercaptana (CH3SH) e
dimetilsulfeto (CH3),SH séo os principais gases responsaveis pela halitose e estdo presentes
também nos pacientes com doenca periodontal (Tonzetich, 1977).

Os compostos sulfurados volateis podem ser mensurados com os monitores de sulfetos
e com o método fisico de separacdo dos gases, cromatografia gasosa, que € utilizado para
analise quantitativa e qualitativa das espécimes quimicas. A cromatografia gasosa possui a
capacidade de identificar e quantificar, separadamente, os diferentes CSV, tais como H,S e
CH3SH envolvidos também na doenga periodontal (Murata et al., 2002; van der Broek et al.,
2008). A associagdo entre a doenga periodontal e os niveis de CSV tem sido estudada na
literatura, porém ha poucos estudos que utilizam a cromatografia gasosa (Tsai et al., 2008;
Pham et al., 2011).

Sabe-se que a saliva desempenha um papel importante na manutencdo da sadde bucal e
se tem investigado acerca das propriedades bioquimicas e interagdes de mucinas e outras
proteinas salivares com microrganismos e a doenca periodontal (Baughan et al., 2000;
Sanchez et al., 2011; Sanchez et al., 2013). No entanto, a avaliacdo da viscosidade e do fluxo
salivar na doenca periodontal relacionada a identificacdo dos compostos sulfurados volateis
ndo é bem documentada na literatura. Diferentes patdgenos periodontais encontrados em
amostra da saburra lingual produzem altos niveis de H,S e CH3SH (Tonzetich e McBride,
1981; Nakano et al., 2002; Kishi et al., 2012). Dessa forma, a avaliacdo da condicdo salivar
relacionada com as concentragdes de CSV torna-se relevante como importante marcador para
0 diagnoéstico da doenca periodontal, para politicas de saude publica e adicionalmente

fornecer indicios cientificos para futuros estudos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Saliva

A saliva, responsavel por diversas atividades fisiologicas, € um dos mais complexos e
importantes fluidos corporais. Os componentes proteicos e ions tornam a solucdo, composta
por 99% de &gua, viscoelastica, capaz de lubrificar, ser agente antimicrobiano, impedir a
dissolugéo dos dentes, auxiliar a digestéo e facilitar o sabor dos alimentos (Carpenter, 2013).
O valor da saliva como metodo de diagnostico € um campo emergente na periodontia e de
diversos pesquisadores que visam a possibilidade de um exame complementar (Sanchez et al.,
2012; Ranganath et al., 2012; Salminen et al., 2014). Uma grande vantagem do teste de saliva
é a facilidade com que as amostras de diagnéstico podem ser recolhidas pelos profissionais da
salde, alem de ndo oferecer risco a integridade dos tecidos bucais do paciente (Giannobile et
al., 2009; Saygun et al., 2011). Segundo Giannobile (2012), a avaliacdo da saliva pode
oferecer um futuro promissor para o diagnostico das doengas periodontais € monitorar 0s
resultados do tratamento.

Segundo Zhang et al. (2009), a utilizacdo da saliva como biomarcador para doenca
periodontal pode auxiliar na avaliacdo de sua presenca ou do risco para O Seu
desenvolvimento. Alguns poucos estudos utilizaram o0s microrganismos salivares para
identificar o estado ou a presenca da doenca periodontal. Entre esses, verificou-se que
pacientes com doenca periodontal avancada apresentam elevados indices de
periodontopatdgenos na saliva (Ramseier et al., 2009). Saygun et al. (2011) sugeriram que a
guantidade salivares de Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Prevotella
intermedia podem identificar a presenca de periodontites.

Os estudos tornam-se ainda mais escassos para a avaliagdo e determinacdo do
envolvimento das glicoproteinas e enzimas salivares na doenga periodontal. O estudo
realizado por Sanchez et al. (2012) sugere que em processos inflamatorios tem-se um
incremento de mucinas e amilase pelas glandulas, a fim de aumentar o potencial de protecéo
da saliva, e essas retornam a taxa normal de secrecdo apos a resolugédo da inflamagdo. Além
disso, esses autores verificaram associacdo positiva entre as concentragfes de mucinas,

amilases salivares e a profundidade de sondagem e o nivel de inser¢éo clinica.
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2.1.1 Viscosidade salivar

A viscosidade salivar pode ser compreendida como a resisténcia oferecida pela saliva ao
escoamento. A viscosidade de um liquido depende das forcas de atracdo intermoleculares
apresentadas e do grau de friccdo entre as diferentes camadas moleculares que se movem
paralelamente no interior do fluido (Chimenos-Krustner e Marques-Soares, 2002). Sabe-se
que essa propriedade da saliva, se deve a presenca de mucina, que, por sua vez, é responsavel
pela acdo lubrificante. A viscosidade salivar das glandulas submandibular e sublingual € mais
elevada que a da glandula parotida, especialmente sob estimulo (Zussman et al., 2007).

A saliva possui uma organizagdo macromolecular sensivel a concentragdo de célcio que
media ligacOes cruzadas entre as mucinas de alto peso molecular e aumenta a viscosidade
salivar (Raynal et al., 2003). Os niveis de calcio podem estar modificados nos pacientes com
doenca periodontal e as alteracGes quantitativas na composicao quimica da saliva podem ser
relevantes para o diagndstico e a progressdo dessa patologia (Koss et al., 2009).

Demonstrou-se em estudos que a viscosidade salivar aumentada esta associada com um
aumento de cérie dentaria em ratos (Biesbrock et al., 1992) e a presenca de erosdo dentaria
em pacientes que sofrem de bulimia (Milosevic e Dawson, 1996). Poucos estudos
relacionaram as propriedades fisicas da saliva com a doenca periodontal (Hirotomi et al.,
2006; Hirotomi et al., 2008; Almeida et al., 2013). No estudo realizado por Almeida et al.
(2013), a viscosidade da saliva foi maior no grupo de pacientes com doenca periodontal

comparado ao grupo de individuos periodontalmente sadio.

2.1.2 Fluxo salivar

Os componentes antimicrobianos constituintes da saliva, tais como IgA, 1gG, IgM,
lisozima, lactoperoxidase, lactoferrina, mucinas e histidinas, bem como a acéo de limpeza da
saliva a torna um mecanismo de defesa contra patdgenos orais. A secrec¢do salivar diaria varia
entre 1,0 e 1,5 L (Amaral et al., 2012). O fluxo salivar em repouso ¢ influenciado pelo género,
mulheres salivam menos, idade e nimero de dentes perdidos (Lépez et al., 1995; Caplan e
Hunt, 1996; Flink et al., 2008).

Em uma situacdo em que o fluxo salivar é diminuido, a limpeza bacteriana torna-se
reduzida e a homeostase microbiana torna-se desequilibrada (Syrjalad et al., 2011). A

hipossalivacdo pode causar xerostomia, alterar o sabor dos alimentos e tornar simples atos,
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como a mastigacdo e a fala, dificeis. Esses sintomas podem afetar significativamente a
qualidade de vida dos individuos.

Com a diminuicdo do fluxo salivar, causado por doencas sistémicas, ingestdo de varios
medicamentos ou radioterapia apds cancer de cabeca e pescogo, tem-se um aumento da
viscosidade salivar, diminuicdo do pH e alteragcbes nas composicdes de proteinas salivares
(Tschoppe et al., 2010). As superficies da mucosa oral em pacientes com xerostomia pode
reter MUC5B, mucina de alto peso molecular, e outras proteinas salivares (Pramanik et al.,
2010). O baixo fluxo salivar ja foi relacionado positivamente com a presenca de um numero
reduzido de elementos dentérios (Flink et al., 2008), no entanto, foi fracamente associado a
diminuigdo da probabilidade de ter dentes com bolsas periodontais (Syrjala et al., 2011).

Assim, a relacdo entre o fluxo salivar e a doenca periodontal ainda permanece incerta.

2.2 Saburra lingual

A formagdo de saburra lingual € um fendbmeno normal e ocorre, na maioria das vezes,
nas regides média e posteriores da lingua com diferentes cores e espessuras (Mantilha Gomez
et al., 2001). A saburra lingual é constituida de bactérias, grande quantidade de células
epiteliais descamadas, metabdlitos do sangue, restos de alimentos e leucocitos de bolsas
periodontais (Quirynen et al., 2009). Esse biofilme é facilitado pelos numerosos
microambientes formados pela anatomia do dorso lingual.

O grau de saburra lingual é um fator importante na formacéo da halitose em pacientes
periodontalmente saudaveis e com periodontite (Bosy et al., 1994). O estudo realizado por
Van Tornout et al. (2013) analisou os possiveis fatores relacionados a presenca de saburra
lingual em 96 pacientes com queixa de halitose. Os resultados mostraram que a presenca de
saburra lingual estava fortemente relacionada aos fatores relacionados com a higiene bucal.
Alguns estudos enfatizam que medidas de limpeza da lingua reduzem a carga microbiana
odorifera (Pham et al., 2011; Kamaraj e Bhushan, 2014).

A saburra lingual é utilizada na tradicional medicina chinesa para diagnostico das
condigBes patologicas e funcgbes fisiologicas, no entanto, a sua objetividade e
reprodutibilidade tem sido questionada (Ye et al., 2014). O exame pode ser afetado por
algumas circunstancias tais como fonte de luz, condi¢es do examinador e postura do paciente
(Lu et al., 2012).
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2.3 Doengas periodontais

A doenca periodontal caracterizada pela gengivite, apresenta-se como uma inflamacéo
da porcdo marginal da gengiva, induzida pelo biofilme bacteriano (McClanahan et al., 2001).
Essa doenca possui carater reversivel, apds a remocéo dos fatores locais, € possui como sinais
clinicos o edema, eritema e sangramento.

A forma invasiva da doenga periodontal, periodontite, causa a degeneracdo do 0Sso
alveolar (Jain et al., 2008). Essa doenca, apesar de ser uma doenca inflamatoria, causada
principalmente pelas bactérias do biofilme subgengival, é, também, mediada pela resposta
imune do hospedeiro (Tariq et al., 2012). Além disso, € modulada por outros fatores, tais
como higiene bucal precéria, carga viral, diabetes, tipo de dieta, fatores socioeconémicos e
comportamentais (Persson, 2006).

A periodontite trata-se de um estado inflamatdrio cronico irreversivel que progride com
a perda de fibras colagenas, a migracdo apical do epitélio, a formacédo de bolsas periodontais e
a reabsorcdo do osso alveolar. Quando n&o tratada, essa doenga causa mobilidade e perda
dentaria (Offenbacher, 1996).

2.3.1 Aspectos conceituais e classificatorios da doenca periodontal

O World Workshop em Periodontia realizado em 1989 classificou as doencas
periodontais em periodontite do adulto, periodontite de inicio precoce, periodontite associada
aos fatores sistémicos, periodontite ulcerativa necrosante e periodontite refrataria. No entanto,
uma nova classificacdo foi proposta em 1999 pela Academia Americana de Periodontia
(AAP). Segundo Armitage (2000), o principal motivo desta nova classificacdo decorreu das
deficiéncias geradas pela anterior que, por sua vez, ndo incluia alteracbes gengivais,
gengivites e vinculava o acometimento da doenca a idade do paciente e as taxas de progressao
da doenca.

Dessa forma, a doencga periodontal passou a ser dividida em dois grandes grupos,
gengivites e periodontites. As gengivites foram subclassificadas em gengivites associadas ou
ndo ao biofilme bacteriano. As periodontites, por outro lado, foram subclassificadas em
cronicas, agressivas, como manifestagdo de doengas sistémicas, doencas periodontais
necrosantes, abscessos periodontais, lesdes periodonto-endoddnticas e deformidades,

condicdes adquiridas ou de desenvolvimento (Armitage, 2000).
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A mais nova classificacdo das doengas gengivais reconhece fatores sisttmicos na
modificacdo da expressdo clinica da gengivite provocada por placa bacteriana. Incluiu-se,
assim, alteracGes do sistema enddcrino, discrasias sanguineas, medicamentos e desnutri¢do. A
lesdo gengival ndo induzida por placa é subdividida em de origem bacteriana especifica,
origem viral, de origem flngica, de origem genética, manifestacdo de condi¢des sistémicas,
lesbes de trauma, reacdes de corpo estranho e nenhuma outra especifica (Armitage, 2000).

A periodontite cronica € considerada inespecifica para as caracteristicas
histopatoldgicas e nédo esta relacionada com a idade de inicio da doenca. Essa periodontite
caracteriza-se por apresentar taxa de progressdo lenta, irritantes locais compativeis com a
severidade da doenca e maior ocorréncia em adultos (Wiebe e Putnis, 2000).

A periodontite agressiva ocorre em individuos geralmente saudaveis, com tendéncia a
agregacao familiar, cujas manifestacdes clinicas caracterizam-se por rapida perda de insercédo
e destruicdo Ossea, que ndo condizem com a quantidade de biofilme bacteriano. A
periodontite como manifestaces de doencas sistémicas inclui a dificuldade de aderéncia de
leucdcitos, hipofosfatasia, defeitos cronicos dos leucdcitos e neutropenias ciclicas (Kinane,
1999).

As doengas periodontais necrosantes incluem gengivite ulcerativa necrosante e a
periodontite ulcerativa necrosante em um Unico grupo de doengas. Essas lesdes podem ser
manifestacdes de problemas sistémicos, como a infeccdo pelo HIV. A razéo para a néao
classificacdo das mesmas em manifestacdes sistémicas se justifica, sequndo Armitage (2000),
em outros fatores predisponentes como o estresse e o fumo.

A categoria abcessos periodontais constitui-se do abscesso gengival, periodontal e
pericoronario. As lesdes periodontais-endoddnticas remetem-se aos envolvimentos de polpa e
periodonto e justifica-se pelas particularidades clinicas. Finalmente, a adicdo da categoria
relacionada as deformidades e condicGes sistémicas incluem alteracbes de fatores locais
associados aos dentes, restauracoes, deformidades mucogengivais e trauma oclusal. Essa nova
categoria, segundo Wiebe e Putnins (2002), refere-se aos importantes fatores modificadores

da susceptibilidade do individuo.

2.3.2 Indicadores clinicos da doenca periodontal

Entre os parametros clinicos tradicionais utilizados para avaliar as condicdes clinicas

dos tecidos periodontais esta o sangramento provocado pela sondagem, a profundidade de
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sondagem, o nivel de insercdo, o indice de placa e o exame por imagem para avaliacdo de
perda 6ssea alveolar (Polson e Goodson, 1985).

O sangramento a sondagem, sinal de inflamacdo, tem sido incorporado aos diversos
sistemas de indexacdo para a avaliacdo das condic¢des periodontais. A medida de profundidade
de sondagem, por sua vez, representa a distancia, em milimetros, da margem gengival ao
fundo do sulco ou bolsa periodontal realizado com o auxilio de uma sonda periodontal
(Lindhe, 1999). O nivel de insercdo clinico (NIC), por outro lado, expressa a distancia em
milimetros entre a juncdo cemento esmalte ao fundo da bolsa ou sulco periodontal.

Segundo a Academia Americana de Periodontia (AAP, 2000ab), o diagndstico de
periodontite deve se dar por meio de um exame periodontal completo em que pelo menos um
sitio na cavidade bucal possua nivel de insercéo clinica maior ou igual a 4 mm e profundidade
de sondagem maior ou igual a 4 mm. Quanto a sua extensdo, a doenca € classificada em
crbnica, mais de 30% de sitios acometidos, e agressiva, mobilidade e migracao dos
incisivos e primeiros molares permanentes (Susin e Albandar, 2005). Para se determinar a
fase em que o dano se encontra, 1 a 2 mm de perda clinica de inser¢cdo é considerada
periodontite leve, 3 a 4 mm de perda clinica de inser¢do, doenca periodontal moderada e

5 mm ou mais de perda de insercéo, doenca periodontal avangada.

2.3.3 Epidemiologia das doengas periodontais

A gengivite é considerada uma doenca de carater universal que, segundo o estudo
realizado por Li et al. (2010), afeta 93.9% dos americanos. Diferentes critérios tem sido
utilizados em pesquisas para avaliacdo da presenca de periodontite. Segundo estudo realizado
por Costa et al. (2009) utilizaram definicGes de periodontite comparadas em relacdo a
sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e negativos. Neste estudo as taxas
de prevaléncia e extensdo da periodontite apresenta variabilidade, de 13,8% a 65,3% e de
9,7% a 55,6%, respectivamente. Os autores verificaram que a definicdo de Page e Eke (2007)
para periodontite € pela presenca de pelo menos dois sitios interproximais com nivel de
insercdo clinico (NIC) ou profundidade de sondagem (PS) maior ou igual a 4 mm, ndo no
mesmo dente. Essa definicdo foi considerada como padrao-ouro.

De acordo com os resultados recentes apresentados pelos Centros Americanos para
Controle de Doencas e Prevencdo (CDC), cerca de metade dos americanos com idade de 30
anos ou mais apresentam doenca periodontal (Eke et al., 2012). Estimou-se que 47,2%, ou

64,7 milhdes de adultos americanos tenham periodontite distribuida entre leve (8,7%),
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moderada (30%) ou avangada (8,5%). Aos 65 anos ou mais, no entanto, essas taxas de
prevaléncia aumentam para 70,1%, sendo 64% com periodontite moderada ou avangada.
Além disso, os resultados também indicam que a doenca periodontal € maior em homens do
que em mulheres (56,4% e 38,4%, respectivamente) e afeta mais 0s mexicano-americanos
(66,7%). Outros segmentos com altas taxas de prevaléncia incluem os fumantes (64,2%), a
populacdo que vive abaixo do nivel de pobreza federal (65,4%) e a parcela da populacdo com
menos de um ensino médio (66,9%). No que se refere a extensdo da doenca, 56% da
populacdo adulta possui 5% ou mais de sitios com NIC >3 mm e 18% apresenta 5% ou mais

de sitios com PS >4 mm.

2.4 Compostos sulfurados volateis

A producao de compostos sulfurados volateis (CSV) e cadeias curtas de acidos graxos,
como os &cidos butilico, propidnico, valério e diaminas (cadaverina e putrescina), pelas
bactérias presentes na saliva, biofilme e saburra lingual, é responséavel pelos odorivetores,
capazes de estimular as células olfativas (Goldberg et al., 1994). Em estudo realizado com
2000 pacientes com halitose, a maior parte da origem dos gases foi atribuida a cavidade bucal
(75,8%), causada principalmente pela presenca de saburra lingual (43,3%) ou a combinacéo
de gengivite e periodontite (18,2%) (Quirynen et al., 2009). Nesse estudo, a pseudo-halitose
ou halitofobia, sensacdo de ter halitose apesar de ser ndo diagnosticada, e a origem extra-oral
foi encontrada em 16% e 4% dos pacientes, respectivamente. O (CHjz),S ¢, também,
relacionado com a halitose de origem extra oral, que incluem condi¢fes do trato respiratorio
superior e inferior, desordens gastrointestinais e neuroldgicas, além de outras alteracGes
sistémicas e algumas drogas (van den Broek et al., 2007).

Alguns estudos mostraram que a cavidade bucal contribui em cerca de 80-90% na
prevaléncia da halitose (Miyazaki et al., 1995; Tangerman e Winkel, 2007). No Brasil, a
prevaléncia da halitose foi estimada em 15% e acomete trés vezes mais homens que mulheres
e acima de 20 anos de idade (Nadanovsky et al., 2007).

A cromatografia gasosa apresenta a capacidade de identificar e quantificar,
separadamente, os niveis dos CSV envolvidos na formac¢do do mal odor bucal. Esse método
de diagndéstico de halitose é considerado o mais objetivo e sensivel (van der Broek et al.,
2008). Alem disso, os compostos volateis presentes na saliva incubada e do fluido gengival
podem ser analisados por meio desse método fisico. Segundo Murata et al. (2002), as

vantagens desse método, o torna o mais indicado para a utilizacdo em pesquisas.
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2.4.1 Compostos sulfurados volateis, a viscosidade e o fluxo salivar

E de conhecimento geral que o metabolismo de algumas bactérias da cavidade bucal é a
principal causa da halitose, processo em os CSV sdo formados. O H,S, a CH3SH e o
(CH3),SH, produzidos, principalmente, pelas bactérias anaerdbicas gram-negativas, sdo 0s
mais importantes CSV dessa condicdo (Krespi et al., 2006; Bollen e Beikler et al., 2012).

Alguns estudos destacam a importancia da saliva no processo de formacéo dos CSV. As
proteinas totais salivares podem estar alteradas qualitativamente e quantitativamente em
individuos com halitose e desempenhar um papel importante na etiopatogenia da doenca
periodontal (Rocha et al., 2012; Salazar et al., 2013). As glicoproteinas salivares podem estar
relacionadas com a geracdo dos CSV, tais como CH3SH e H,S (Takehara et al., 2010). A
guantidade total de proteinas foram significativamente correlacionadas com os niveis de
CH3SH e a razéo entre CH3SH/H,S (Sopapornamorn et al., 2007).

Kleinberg et al. (1996) demonstraram que o aumento da concentragdo de mucina na
saliva favorece a fixacdo de matéria orgénica e de microrganismos, predispondo a formacéao
da saburra lingual e, consequentemente, a exalacdo de odores da boca. A diminuicédo do fluxo
salivar pode resultar em um aumento da concentracao de proteinas (Yarat et al., 1999) e afetar
as condicbes orais, levando ao acumulo de detritos, placa bacteriana e proliferacdo de
bactérias anaerdbias gram-negativas (Kleinberg et al., 1996; Calil e Marcondes, 2006;
Antoniazzi et al., 2009). Esse processo pode resultar na producdo de CSV (Takehara et al.,
2010).

No estudo realizado por Takehara et al. (2010) observou-se associacdo entre a
quantidade total de proteinas salivares, taxa de fluxo salivar reduzida e niveis de CH3;SH em
individuos com halitose. Além disso, esse estudo evidenciou que as proteinas salivares podem
ser uma das fontes do mal odor bucal e acelerar os niveis de CSV.

No entanto, alguns autores verificaram que ndo ha correlacdo significativa entre o fluxo
salivar e a formagdo de CSV (Miyazaki et al., 1995; Koshimune et al., 2003). Em individuos
que apresentavam hipossalivacdo grave, menor que 0,1 ml/min, entretanto, observou-se
correlagéo positiva na formagdo da saburra lingual (Koshimune et al., 2003). A relacgdo entre
o fluxo salivar e a formagdo dos compostos sulfurados volateis, assim, ainda ndo esta bem

estabelecida em estudos clinicos.
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2.4.2 Compostos sulfurados volateis e doenga periodontal

Algumas bactérias oriundas da saliva (Takeshita et al., 2010), biofilmes subgengivais de
pacientes com periodontite (De Boever et al., 1994), assim como da lingua (Kazor et al.,
2003), produzem substancias odoriferas in vitro. As bactérias periodontopatégenas, tais como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Treponema
denticola sdo altamente capazes de produzir os CSV (Ratcliff e Johnson, 1999; Nakano et al.,
2002; Kishi et al., 2012).

Em alguns estudos, altos niveis de CSV tem sido encontrados ocasionalmente em
individuos periodontalmente sadios (Bosy et al., 1994; Hinode et al., 2003). Por outro lado, o
mau odor oral tem mostrado relagdo significativa com o estado periodontal em estudos
clinicos e epidemioldgicos (Takeuche et al., 2010; Kishi et al., 2012).

Bosy et al. (1994) associaram halitose, medidas da doenca periodontal e atividade da
enzima tripsina-like de patdgenos periodontais na lingua de 127 individuos atendidos na
Clinica de Avaliacdo de Halitose em Toronto, no Canada. A analise dos dados revelou que a
halitose, moderada a severa em teste organoléptico, foi detectada em ambos os individuos
periodonticamente saudaveis ou doentes.

Figueiredo et al. (2002) analisaram a relagdo entre os niveis de CSV e a presenga de
Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e Bacteroides forsythus, espécies altamente
associadas com a doenca periodontal, na placa subgengival de 41 pacientes com e sem
periodontite. A presenca dessas espécies e os valores de CSV foram significativamente
maiores em individuos com profundidade de sondagem maior que 3 mm.

Lee et al. (2003) investigaram a relacdo entre as concentragdes de CSV na saburra
lingual e satde periodontal em 40 individuos em Seul, na Coreia do Sul. Esse estudo
demonstrou que a saburra lingual é o fator primario na indugdo da halitose e que sua remocéo
é a principal responsavel pela reducdo dos niveis desses gases, mesmo em individuos que
apresentam a doenca periodontal.

Tanaka et al. (2004) verificaram que individuos com halitose apresentam altas
proporcOes de Tannerella forsythia que contribuem para a origem da halitose. Faveri et al.
(2006), por sua vez, avaliaram o efeito da auséncia de higienizacdo da lingua sobre a
microbiota de seu dorso. Um aumento significativo na contagem dos periodontopatdgenos
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsynthensis, Prevotella

intermedia e Prevotella nigrescens, foi associado ao aumento dos niveis de CSV.
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John e Vandana (2006) investigaram a relacdo entre os parametros clinicos, toxinas
ligadas & halitose e graus de halitose em 20 pacientes com periodontite cronica com PS entre
5 a 7mm. Esses autores ndo encontraram correlacdo entre essas variaveis.

Haraszthy et al. (2007) identificaram, pela primeira vez, as bactérias ndo cultivaveis,
além das cultivaveis, presentes no dorso da lingua de oito individuos com halitose e cinco sem
halitose. Os resultados desse experimento sugerem que os individuos com halitose séo
afetados por espécies de bactérias especificas, tais como Solobacterium moorei, gram-
positiva, ndo encontradas nos individuos sem essa condicao.

Tsai et al. (2008), em um ensaio clinico, investigaram a relagdo entre os parametros
periodontais e os niveis de CSV em 27 pacientes diagnosticados com periodontite moderada.
Além disso, avaliaram a melhoria das halitoses relatadas como severa, por meio da limpeza da
lingua, tratamento periodontal ndo cirdrgico constituido de raspagem e alisamento radicular,
remocdo de restauracdo ndo satisfatdria e instrucdo de higiene oral, e utilizacdo de bochecho
com clorexidina associada ao cetilico peridineo. Os resultados revelaram que ndo foi
encontrada relacdo significativa entre os parametros clinicos periodontais com CSV e que a
limpeza da lingua foi capaz de reduzir, em mais de 50%, os CSV.

Takeushi et al. (2010) investigaram a relacdo entre a halitose e a doenca periodontal por
meio de cromatografia gasosa, teste organoléptico, graus de saburra lingual e pardmetros
periodontais. Os resultados mostraram que 0s parametros periodontais e niveis de CSV
aumentam de acordo com o grau de halitose e estdo correlacionados significativamente com
0s parametros periodontais. Além disso, 0s autores observaram que os parametros de halitose
diminuiram significativamente com o tratamento periodontal, como instrucdo de higiene
bucal, raspagem e alisamento radicular e cirurgua periodontal, realizado em 89 pacientes.

O estudo realizado por Pham et al. (2011), em 102 pacientes com periodontite e 116
com gengivite, indicou que o tratamento periodontal convencional e a limpeza da lingua
contribuem para a reducdo da halitose. Somente a limpeza da lingua, no entanto, apresenta
uma abordagem primaéria para reduzir a halitose em pacientes com gengivite. Nao foi
verificado, associagdo significativa entre 0s niveis de CSV e os parametros clinicos
periodontais.

Kishi et al. (2012) observaram uma rela¢do significativa entre os niveis de CSV,
colonizacdo de bactérias periodontopatogénicas na saburra lingual e amostra do biofilme de
primeiros e segundos molares. A andlise dos resultados associou, especificamente, a
colonizacdo de Porphyromonas gingivalis, seguida de Prevotella intermedia e Treponema

denticola com a concentracao dos CSV.
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Makino et al. (2012) realizaram o primeiro estudo longitudinal para investigar a
associacao entre os niveis de CSV do ar bucal e a progressdo da doenca periodontal. Para isso,
foram avaliados 241 pacientes dentados, ndo fumantes e com 70 anos de idade, durante trés
anos. Os resultados revelaram associacdo significativa entre a progressdo da doenca
periodontal, aumento nos niveis de CSV, numero de remanescentes dentais e a perda de
insercdo clinica maxima na populacdo dentada idosa. Esses resultados sugerem que as
medidas de CSV podem ser usadas para o diagnostico da progressao da doenca periodontal.

Apatzidou et al. (2013) analisaram a associacdo entre a deteccdo de halitose e a
condicdo periodontal em pacientes ndo fumantes por meio de monitor portéatil de sulfeto, além
da quantidade de Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis no dorso lingual
desses individuos por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Evidenciou-
se que pacientes com doenca periodontal apresentam maior risco para halitose comparado aos
individuos sadios. Além disso, foi observado que a porgdo posterior do dorso da lingua é uma
importante fonte de compostos odorivetores. A Porphyromonas gingivalis, residente na lingua
dos pacientes periodontais podem desempenhar um papel chave na producédo do mal odor de
origem bucal.

Sabe-se que o0s niveis de metilmercaptana sdo maiores em pacientes com periodontite
(Yaegaki e Sanada, 1992). No entanto a relagéo entre a doenca periodontal e a halitose ainda
ndo esta bem estabelecida. A diferenca entre os dispositivos de medicdo dos niveis de CSV,
dos parametros adotados para avaliacdo clinica periodontal e entre o numero de pacientes
estudados, segundo Takeuche et al. (2010), podem afetar as diferencas observadas na

correlagéo entre as doencas periodontais e a halitose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Avaliar a relacdo entre o fluxo e a viscosidade salivar e os compostos sulfurados

volateis nos pacientes de acordo com a condicao clinica periodontal.

3.2 Obijetivos especificos

e Mensurar as concentracdes de sulfidreto (H,S), metilmercaptana (CH3SH) e dimetilsulfeto
((CH3),SH) em individuos com diferentes condic¢Ges periodontais.
e Correlacionar o fluxo salivar em repouso e estimulado com os niveis de CSV.

e Correlacionar a viscosidade salivar clinica e laboratorial com os niveis de CSV.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Selecdo da amostra

Foram incluidos na amostra 124 individuos de 27 anos ou mais atendidos na Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e no Exército Brasileiro
no periodo de julho a dezembro de 2013. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG) sob parecer n. 274.671 (ANEXO A). Todos os pacientes
foram convidados a participar do estudo por meio da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO B).

Utilizou-se amostra de conveniéncia. Todos os resultados foram considerados
significativos para uma probabilidade de significancia inferior a 5% (p < 0,05), tendo,
portanto, pelo menos 95% de confianga nas conclus@es apresentadas.

Os pacientes foram divididos em quatro grupos: Grupo 1 (n =34), periodontalmente
sadio; Grupo 2 (n = 26), gengivite; Grupo 3 (n = 31), periodontite leve-moderada; Grupo 4
(n = 33), periodontite avangada, conforme os critérios de inclusao.

4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo individuos que apresentaram o0s seguintes critérios de
elegibilidade para cada um dos seguintes grupo estudados:
e Grupo 1: Periodontalmente saudaveis
- Menos de 10% de sitios com sangramento a sondagem (SS) e nenhum sitio com
profundidade de sondagem (PS) > 3mm (Apatzidou et al., 2013).
e Grupo 2: Gengivite
- Diagnostico clinico de gengivite.
- Mais de 10% dos sitios com SS e PS < 4mm.
e Grupo 3: Periodontite leve-moderada
- Pacientes com parametros clinicos de periodontite leve ou moderada.
- Periodontite leve foi definida como a presenca de pelo menos dois sitios
interproximais com PS >4 mm e nivel de inser¢do clinico (NIC) >3 mm no mesmo
sitio (AAP, 2000b).
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- Periodontite moderada foi definida como a presenca de PS até 6 mm com NIC >4 mm
no mesmo sitio (AAP, 2000b).

Grupo 4: Periodontite avancada

- Diagnéstico clinico de periodontite avangada.

- PS>6 mmeNIC >4 mm no mesmo sitio (AAP, 2000a).

2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo, os individuos que apresentaram pelo menos uma das

seguintes condi¢oes:

4.2

4.3

menos de 14 dentes presentes;

tabagista ou ex-fumantes em abstinéncia ha menos de dois anos (Tomar e Asma, 2000);
uso de antibidtico nos ultimos seis meses;

tratamento periodontal nos altimos seis meses (John e VVandana, 2006);

pacientes com sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS), diabetes, insuficiéncia
renal crénica, cirrose hepatica e carcinomas da via aero digestiva (John e VVandana, 2006);
gravidas e lactantes (John e Vandana, 2006);

pacientes que ndo completaram os exames (ANEXO C, “Ficha Clinica” e ANEXO D,
“Periodontograma”);

préteses totais e/ou parciais, grandes cavidades de cérie ou presenca de lesdes dos tecidos
bucais (Apatzidou et al., 2013);

pacientes que se recusaram a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Desenho do estudo

Foi realizado um estudo clinico transversal com grupos de comparacéo.

Parametros clinicos periodontais

A higiene bucal foi avaliada por meio do indice de placa, proposto por Quigley e Hein

(1962) e modificado por Turesky 1970. Um escore de 0 a 5 foi utilizado para avaliar as

superficies ndo restauradas vestibular e lingual dos elementos de todos os incisivos centrais,

caninos e primeiros molares. Em que 0, significa a auséncia de placa; 1, flocos separados de

placa no margem cervical do dente; 2, uma fina e continua faixa de placa acima de 1 mm na
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margem cervical do dente; 3, faixa maior que 1 mm, mas que cobre menos de um terco da
coroa do dente; 4, presenca de placa que cobre pelo menos um ter¢co, mas menos que dois
tercos da coroa do dente; 5, placa que cobre pelo menos dois tercos ou mais da superficie do
dente. Ndo foi utilizado a sonda periodontal ou substancia evidenciadora para a realizacdo
desse exame.

Parametros periodontais, como PS (distancia da margem gengival ao fundo do sulco ou
bolsa periodontal), NIC (distancia da juncdo cemento-esmalte até o fundo do sulco ou bolsa
periodontal) e SS (classificada como: -, sem sangramento ou +, sangramento dentro de 30
segundos apos a sondagem), foram avaliados em seis sitios por dente (mésio, médio, e disto-
vestibular; mésio, médio, e disto-lingual) para todos os dentes, excluindo os terceiros molares
(Eke et al., 2012). Para a medi¢cdo em cada sitio, uma sonda periodontal PCPUNC 15 (Hu-
Friedy®) foi posicionado paralela ao longo eixo do dente por um Uunico examinador
previamente treinado e calibrado. Medidas de PS foram registradas e repetidas dentro de um
intervalo de uma semana para 10% dos individuos selecionados ao acaso a partir da amostra
final (N = 124). Os dados foram testados através de teste ndo paramétrico de kappa (medicdes
intra-examinador). Os resultados mostraram valores satisfatorios de kappa ponderado para PS
de 0,82.

4.4 Halimetria com Oral Chroma™

A concentracdo dos compostos sulfurados volateis foi mensurada pelo OralChroma™
(Abilit, Osaka, Japao) (Figura 1). Os participantes foram solicitados a ndo comer alimentos
gue contivessem temperos fortes como alho, cebola e pimenta, ndo beber bebidas alcodlicas e
ndo usar anti-sépticos bucais 24 horas antes da medicdo, ndo realizar a higiene bucal quatro
horas antes e ndo comer e beber por uma hora antes do exame, segundo o0 ANEXO E,
“Recomendagdes Pré-Halimetria”. Previamente ao exame, os pacientes foram orientados a
realizar bochecho com solucdo de cisteina (16 g/100 mL), aminoéacido rico em enxofre e
substrato para a agcdo de bactérias anaerdbias proteoliticas (Tozentich, 1977), e manter a boca
fechada por dois minutos. Uma seringa descartavel de 1 mL de capacidade foi, ent&o, inserida
na cavidade bucal do paciente e mantida entre os labios por trés minutos. Em seguida, o
émbolo foi puxado e empurrado lentamente por trés vezes antes de ser removido da boca do
paciente. Um volume de 0,5 ml de ar foi injetado na entrada da OralChroma™ conforme
orientacdes do fabricante. As concentracdes de H,S, CH3SH e (CH3)2SH foram obtidas

automaticamente em partes por bilhdo (ppb) e os valores foram anotados. Valores iguais ou
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superiores aos limiares de percep¢éo para os gases H,S, CH3SH e (CH3),SH, 112 ppb, 26 ppb
e 8 ppb, respectivamente, foram considerados altos. Cada cromatograma foi visualmente

revisado antes que os resultados foram aceitos (Tangerman e Winkel 2008).

FIGURA 1: Aparelho Oral Chroma™.

4.5 Indice de saburra lingual

Utilizou-se o indice de saburra lingual (ISL), preconizado por Shimizu et al. (2007). De
acordo com esse indice, a superficie da lingua é dividida em nove partes em que cada uma é
avaliada segundo uma escala de 0 a 2, na qual O corresponde a auséncia de saburra lingual, 1
significa a presenca de saburra lingual com papilas linguais visiveis e 2, por sua vez,
corresponde a uma saburra lingual espessa com papilas linguais ndo visiveis. O resultado
obtido, por meio da somatdria dos valores de cada uma das nove partes, foi, entdo, dividido
por 18 e, em seguida, multiplicado por 100 para se obter o indice final (0-100%).

4.6 Sialometria

Realizou-se sialometria em repouso sob estimulo. Para a coleta de saliva, o paciente
permaneceu dois minutos sem executar movimentos de mastigacdo, degluticdo e fala, sentado
com o tronco voltado para frente. Para sialometria em repouso, o paciente foi orientado a

depositar toda a saliva formada na boca durante cinco minutos em um tubo graduado a fim de
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se verificar a quantidade de saliva em mililitros (ml). O fluxo salivar foi obtido por meio da
divisdo dos mililitros totais de saliva coletadas por 5, obtendo-se, assim, o resultado em
ml/min. Para sialometria sob estimulo, o paciente foi orientado a mastigar o sialogogo
mecanico (hiperboldide) (Figura 3) e prosseguir de acordo com os procedimentos descritos
anteriormente (Amaral et al., 2012). Os valores utilizados como parametro para a secre¢do
salivar ideal em repouso e estimulada foram acima de 0,3 ml/min e igual ou maior que

1,0 ml/min, respectivamente (Ericsson e Hardwick, 1978; Falcdo et al., 2014).

FIGURA 2: Sialogogo mecanico (hiperboloide).

4.7 Avaliacao da viscosidade salivar clinica

Para avaliacdo da viscosidade salivar clinica (Falcdo, 2005), o paciente sentado, com 0s
olhos abertos foi instruido a succionar a mucosa jugal bilateralmente de modo a acumular a
saliva produzida pelas glandulas salivares maiores e menores sobre a lingua. Apés o acimulo
de saliva, foi mensurado o comprimento do “fio” salivar por meio da tragdo bi digital
(Figura 3). Esse procedimento foi realizado trés vezes a fim de se calcular a média do
comprimento do “fio” salivar. Ao final, a média das trés medidas coletadas do “fio” salivar na

unidade em milimetros foi anotada na ficha do paciente.
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FIGURA 3: Analise da viscosidade salivar clinica.

4.8 Avaliagdo da viscosidade salivar laboratorial

Para a realizagdo da viscosidade salivar laboratorial (VSL), foi realizado um estudo
piloto com 17 amostras de saliva. Para isso, a VSL foi obtida antes do congelamento a -20°C,
com dois dias e 14 dias de congelamento. Como resultados, ndo foram observadas diferencgas

estatisticamente significativas entre as trés avaliagdes (Tabela 1).

TABELA 1: Analise comparativa da viscosidade salivar laboratorial.

Medidas descritivas

Minimo Maximo Média Desvio-padréo P
Antes do congelamento 1,17 2,42 1,54 0,31
Depois do congelamento 1,19 1,89 1,53 0,23
Diferenga -0,72 0,74 0,01 0,37 0,928

*Teste t de Student para amostras pareadas.

Nesse sentido, com o operador em siléncio, o paciente foi orientado a se sentar com 0s
olhos abertos e depositar toda a saliva produzida em resposta a estimula¢do, com o auxilio de
um sialogogo mecéanico, até completar a marca de 16 ml da saliva estimulada no tubo
graduado. As amostras de saliva foram, entdo, mantidas a -20°C até no maximo 14 dias.
Posteriormente, a mensuracdo foi conduzida no reémetro de Brookfield modelo DV-III
(Figura 5) a 37°C e taxa de cisalhamento de 160 s-1 (Balmer e Hirsch, 1978).
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FIGURA 4: Rebmetro de Brookfield interligado ao termostato.

4.9 Analise estatistica

A avaliagdo da normalidade entre os quatro grupos (periodontalmente saudavel,
gengivite, periodontite leve-moderada e periodontite avancada) foi realizada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Utilizou-se a técnica de Anélise de Variancia com um fator para as
comparacgdes entre grupos em relacdo as varidveis de interesse. Nos casos em que a analise
indicou a existéncia de alguma diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos, realizou-se
as comparagOes multiplas de médias segundo o teste LSD para verificar entre quais grupos
realmente estava a diferenca (Montgomery, 1991).

Na impossibilidade de utilizacdo do teste paramétrico t de student, a comparacdo entre
dois grupos independentes em relagdo a uma variavel de interesse foi realizada utilizando-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Nesse sentido, na impossibilidade de utilizacdo do
teste Analise de Varidncia (ANOVA), paramétrico, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis para a comparacao entre trés ou mais grupos independentes em relacdo a uma
variavel de interesse (Conover, 1980). A analise de Correlacdo de Pearson, por outro lado, foi
utilizada como uma forma de avaliar a relacdo entre duas varidveis de interesse (Johnson e
Bhattacharyya, 1986). Além disso, realizou-se analise multivariada para tentar explicar as
possiveis influéncias sobre o comportamento de algumas variaveis.

Para a andlise dos resultados, utilizou-se o software estatistico SPSS versdo 17.0 para
Windows. Todos os resultados foram considerados significativos para uma probabilidade de
significancia inferior a 5% (p <0,05), tendo, portanto, pelo menos 95% de confianga nas

conclusdes apresentadas.
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5 RESULTADOS
Os resultados séo apresentados na forma de artigo cientifico.
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Abstract

Aim: To evaluate the relation of volatile sulfur compounds with viscosity, salivary flow
and periodontal status. Materials and Methods: It was selected 124 subjects divided in
groups periodontally healthy, gingivitis, mild-moderate chronic periodontitis and advanced
chronic periodontitis. Periodontal parameters (probing depth, clinical attachment level and
bleeding on probing), clinical salivary viscosity, laboratorial viscosity of stimulated saliva,
salivary flow rate were evaluated. The concentrations of volatile sulfur compounds by gas
chromatographic method, was mensured. Results: Clinical salivary viscosity was negatively
correlated with probing depth and clinical attachment level. Hyposalivation had positive
correlation with periodontal parameters, sulfhydride (H2S) (p = 0.036) and methylmercaptan
(CH3SH) concentration (p = 0.013) . Higher concentrations of H,S were observed in advanced
chronic periodontitis and gingivitis groups (p <0.001). H,S concentration and high
concentrations of CH3;SH were positively correlated with periodontal parameters.
Conclusion: Physical properties of saliva, viscosity and flow are correlated with periodontal

status, as well as with H,S and CH3SH release.

Clinical relevance

Scientific rationale for study: Saliva has been subject of recent studies. Evaluation of
viscosity and salivary flow in periodontal disease related to identification of volatile sulfur
compounds, however, it is not well documented.

Principle findings: Low viscosity salivary and hyposalivation is related to periodontal
disease. Hyposalivation is associated with bledding on probing and higher values of
sulfhydride and methylmercaptan. Periodontally disease subjects can be distinguished from
periodontally healthy subjects by hyposalivation and higher concentrations of H,S.

Practical implications: The hyposalivation and high concentrations of H,S and CH3SH

may be markers for periodontal disease.

Introduction

Saliva is an important and complex fluid. It is composed of organic and inorganic
substances, which may vary qualitatively and quantitatively (F&bian et al. 2012; Gabryel-
Porowska et al. 2014). The protein and ion components make a solution that is 99% water into

a viscoelastic solution capable of to lubricate, be antimicrobial, prevent dissolution of teeth,
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aid digestion, and facilitate the taste (Carpenter 2013). Also, the value of saliva as a
diagnostic non-invasive method has increased in the last decade (Salazar et al. 2013;
Salminen et al. 2014).

The viscosity and flow resistance, depends on the intermolecular attraction and on the
degree of friction between different molecular layers moving in parallel within the fluid
(Chimenos-Krustner & Marques-Soares 2002). Saliva is a non-Newtonian fluid that shows no
deformation rates proportional to the applied shear stress (Schwarz 1987), thus determining
its viscosity is not a simple topic (Hirotomi et al. 2008). This and other rheological properties
of saliva as solubility, elasticity and adhesion, depend on the presence of mucin (Veerman et
al. 1989). The viscoelasticity of saliva of the sublingual and submandibular salivary glands is
greater than the parotid gland (Zussman et al. 2007). Saliva has a macromolecular
organization sensitive to the concentration of free calcium that binds to a specific site mucin
MUCSB and causes an increase in molecular weight and intrinsic viscosity of saliva (Raynal
et al. 2003).

Gender, age and number of missing teeth influence unstimulated salivary flow (Lopez et
al. 1995; Flink et al. 2008). The reduction in salivary flow, hyposalivation, changes the
composition and increase concentration of salivary proteins (Yarat et al. 1999; Tschoppe et al.
2010). It facilitates the accumulation of debris, forming tongue coating, plaque and
proliferation of gram-negative anaerobic bacteria (Kleinberg et al. 1996; Antoniazzi et al.
2009) and can lead to the production of volatile sulfur compounds (VSC) (Takehara et al.
2010).

VSC is represented about 90% by sulfhydride (H,S), methylmercaptan (CH3SH) and
dimethyl sulfide ((CH3),SH) and are responsible to mouth odor (Tonzetich 1977). The tongue
coating, the main cause of oral halitosis (Quirynen et al. 2009), is correlated with increased
the levels of H,S and CH3SH (Hinode et al. 2003). The gas chromatographic method is
considered the most objective and sensitive to assess CSV (Tangerman & Winkel et al. 2007).

The assessment of salivary flow and viscosity related to the VSC concentration and if
these parameters are influenced by periodontal disease is not well-established actually. In this
context, it is possible that saliva and concentrations of CSV becomes relevant as an important
marker for the diagnosis of periodontal disease and provide scientific evidence for future
studies. So, the objective of this study was to evaluate the relation of volatile sulfur

compounds with viscosity, salivary flow and periodontal status.
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Materials and Methods

Patients and periodontal status

This cross-sectional study includes data from 124 consecutive adults eligible
individuals, 61 men and 63 women, with mean age of 41.25 years (27-63 years). These
individuals were recruited from dental care service at the Universidade Federal de Minas
Gerais and fourth Military Region Command, between June 2013 and December 2013. The
clinical inclusion criteria were (i) periodontally healthy individuals having < 10% of sites
with bleeding on probing (BOP) and no sites with probing depth (PD) > 3 mm (Apatzidou et
al. 2013), (ii) patients with gingivitis presenting with BOP >10% of sites and PD <4 mm,
(ii1) patients with mild-moderate chronic periodontitis presented at least two interproximal
sites with PD > 4 mm and clinical attachment level (CAL) >3 mm at the same site or with
PD <6 mm and CAL >4 mm at the same site (AAP 2000b) and (iv) patients with advanced
chronic periodontitis presenting PD > 6 mm and CAL >4 mm at the same site (AAP 2000a).
Individuals who had less than 14 teeth; smokers and ex-smokers abstinent for at least two
years (Tomar & Asma 2000); with HIV infection, diabetes, chronic kidney failure, liver
cirrhosis and carcinoma of the digestive tract; use of the full and/or partial dentures; with oral
pathologies; use of antibiotics; periodontal treatment six months prior to enrollment;
pregnancy or lactation and patients who did not complete the clinical examination or who
refused to sign the Instrument of Consent were excluded. The Ethics Committee of the
Federal University of Minas Gerais (UFMG) approved this study. In the initial clinical
examination, participants were instructed not to eat foods that contained strong spices such as
garlic, onion and pepper, do not drink alcoholic beverages, do not use mouthwash for 24
hours, do not perform oral hygiene for 4 hours and do not eat and drink for one hour before

the examinations.

Clinical Parameters

Periodontal parameters

The oral hygiene was assessed by the plaque index (PI), as proposed by the Quigley and
Hein (1962) and modified by Turesky (1990). Probing depth, clinical attachment level and
bleeding on probing were assessed using a University of North Carolina (UNC)-15

periodontal probe (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA) at six sites per tooth on all teeth,
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excluding third molars (Eke et al. 2012). A single trained and calibrated examiner assessed all
subjects. Measurements of PD were recorded and repeated within a 1-week interval for 10%
subjects randomly selected from the final sample (N =124). Data were tested trough
nonparametric Kappa test (intra-examiner measurements). The results showed satisfactory

values of weighted kappa for PD of 0.82.

Tongue coating

It was used tongue coating index recommended by Shimizu et al. (2007). The tongue
surface was divided into 9 portions and each was evaluated on a scale from 0 to 2, where 0-
corresponds to no tongue coating; 1- presence of tongue coating with visible tongue papillae
and 2- thick tongue coating with no visible lingual papillae. The result of the sum of the
values of the nine part was divided by 18 and multiplied by 100 to obtain the final index (O-
100%).

Volatile sulfur compounds (VSC)

The portable gas chromatograph (OralChroma™; Abilit Corporation, Osaka City,
Japan), able to measure the concentration in ppb (parts per billion) of H,S, CH3SH and
(CH3),S in a volume of 0.5 ml of air intraoral, was used according to the manufacturer's
instructions. Prior to assessment, the patient was instructed to gargle 10 ml of 16% cysteine
discard and keep lips clenched for 3 minutes. The thresholds of perception of H,S, CH3SH
and (CHz3),SH gases are 112 ppb, 26 ppb, 8 ppb, respectively. Equal to or larger than these
values were considered high. Every chromatogram was visually reviewed before the results

were accepted (Tangerman & Winkel 2008).

Salivary parameters

Salivary parameters were performed with the patient seated and open eyes. Clinical
salivary viscosity was mensured with the patient instructed to suck the buccal mucosa
bilaterally in order to accumulate saliva produced by the major and minor salivary glands on
the tongue. The length of the salivary “wire” was measured by bidigital traction using a ruler.
It was considered the average of three measurements in centimeters.

Sialometry was held in the morning with the patient instructed to remain two minutes

without performing movements of chewing, swallowing and speaking. Salivary flow was
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obtained by saliva in the mouth during 5 minutes and deposited in a graduated tube. The
salivary flow rate was determined in ml/minute. For stimulated saliva, the patient used a
mechanical sialogogue (hyperboloid) in accordance to the procedures described previously
(Amaral et al. 2012). Values < 0.3 ml for unstimulated saliva and < 1.0 ml for stimulated
saliva were consider as hyposalivation (Ericsson & Hardwick 1978; Falcdo et al. 2014).

The patient completed 16 ml with stimulated saliva for assessment of laboratorial
salivary viscosity by a rheometer Brookfield model DV- 1l (Brookfield Engineering
Laboratories Inc., Stoughton, MA, USA) at 37°C and shear rate of 160 s™* (Balmer and Hirsch
1978). The result was obtained in unit centipoise (cp).

Statistical analysis

The assessment of normality between groups was performed by Kolmogorov-Smirnov
test. Comparisons between the groups regarding the variables was performed using the
technique of analysis of variance with a factor. In cases where the analysis indicated the
existence of a significant difference (p <0.05) between groups, it was performed multiple
comparisons of means according to least significance difference (LSD) test.

To compare two independent groups with respect to a variable of interest it was used the
Student's T test and nonparametric Mann-Whitney test. Likewise, for comparison between
three or more independent groups with respect to a variable of interest, it was used the
analysis of variance test (ANOVA) or the Kruskal-Wallis test. Correlations was determined
by Pearson correlation. Multivariate analysis was used to explain the possible influences on
the behavior of some variable.

Software SPSS version 17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used. All
results were considered significant at a probability of less than 5% of significance (p < 0.05).

Results

One hundred and twenty four subjects were classified in periodontally healthy
(27.41%), gingivitis (20.96%), mild-moderate chronic periodontitis (25.00%) and advanced
chronic periodontitis (26.61%). The mild-moderate and advanced chronic periodontitis groups
were composed by older individuals than gingivitis and periodontally healthy groups
(p <0.001). Although the group with gingivitis has been prevalent in women and

periodontally healthy group of men, no significant influence was established. A percentage of
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ex-smokers was higher in the advanced periodontitis group (p = 0.025). The clinical profile of
the groups are presented summarized in Table 1.

Concerning to VSC, it was observed a significant statistically difference between
groups regarding to H,S concentration (p <0.001). Higher mean concentrations of this gas
were found in groups of advanced chronic periodontitis and gingivitis. Regarding salivary
parameters, mild-moderate chronic periodontitis and gingivitis groups followed by advanced
chronic periodontitis group presented higher significant percentage of patients with low
salivary flow unstimulated and stimulated, respectively (Table 1).

The periodontal condition of the samples is detailed in Table 2. There was a significant
statistically decrease in the number of teeth (p = 0.014) and a greater percentage of affected
sites incrementally according with severity of periodontal disease (p < 0.001).

Table 3 shows the relationship between tongue coating index, plaque index, VSC and
salivary parameters. Clinical salivary viscosity showed a significant and negative correlation
with tongue coating index and periodontally affected sites except the percentage of sites with
BOP. The hyposalivation in unstimulated salivary flow was positively associated with
affected periodontally sites. Hyposalivation in stimulated salivary flow, in turn, was
associated with the highest concentration of H,S, CH3SH and the percentage of sites with
BOP. In order to clarify the influence of flow and bleeding on probing in clinical salivary
viscosity, it was used linear regression, however, the analysis showed no significant result.

The relationship between tongue coating index, plaque index, VSC and periodontal
parameters are presented in Table 4. Positive correlation between the plaque index,
concentration of H,S, CH3SH and periodontal condition was established. Pearson rank
correlation coefficients varied between 0.19 and 0.28 and were all significant (p < 0.05). The
concentrations of (CH3),S showed no differences in the periodontal condition.

Table 5 shows the correlation between tongue coating index, plaque index, number of
teeth and concentrations of VSC. Gas concentrations were not significantly correlated with
tongue coating index. The concentration of CH3SH and high concentration of this gas showed

significant statistically and negative correlation with the number of teeth present.

Discussion

In this study, the evaluated groups were homogeneous regarding gender and showed

significant differences in relation to age, smoking status, concentration of H,S and salivary
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flow. Tobacco is a modulator of periodontal disease whose prevalence increases with age
(Tomar & Asma 2000; Costa et al. 2009).

High levels of VSC was found in periodontally healthy individuals, attributed to the
presence of tongue coating (Bosy et al. 1994; Hinode et al. 2003). Moreover, VSC showed a
significant relationship with periodontal status in clinical and epidemiological studies
(Yaegaki & Sanada 1992; Figueiredo et al. 2002; Takeuchi et al. 2010; Kishi et al. 2013). In
our study, higher concentrations of H,S were found in subjects with advanced chronic
periodontitis and gingivitis, however, no relation to tongue coating index was significant. This
result suggests that the tongue coating composition, including gram-negative anaerobic
bacteria and substrates containing sulfur compounds, are more critical for the production of
oral malodor than presence of tongue coating only (Lee et al. 2003).

Clinical and laboratorial viscosity salivary no showed significant correlation between
the groups. Saliva samples were collected throughout the morning and was probably
influenced by the circadian rhythm. However, the viscosity of stimulated saliva did not seem
fluctuate throughout the day (Meurman & Rantonen 1998). Saliva has a complex rheological
behavior, therefore, the technique used to evaluate laboratorial viscosity of stimulated saliva
may have influenced the viscosity values. In this study, it was used the maximum shear rate
value obtained during the speech in the oral cavity (Balmer 1978).

The relationship between the physical properties of saliva, periodontal disease and the
presence of VSC remains uncertain because the studies are scarce (Crow & Ship 1995;
Hirotomi et al. 2006; Hirotomi et al. 2008; VVan Tornout et al. 2013). According to our results,
hyposalivation of unstimulated and stimulated saliva was related to worsening of periodontal
condition and the latter was also related to increased of sulfhydride and methylmercaptan
concentration. These findings can be explained by the loss of innate defense mechanisms such
as cleaning the oral cavity by saliva and possibly by decrease of immunoglobulin A secretion
that prevent bacterial adhesion and colonization (Hinode et al. 2003). The reduction in the
salivary flow could also increase viscosity salivary related to concentration of salivary
proteins aggravated by the presence of periodontal disease. Periodontal inflammation may
activate the sympathetic nervous system and induce an increase in the rate of secretion of
mucin and amylase from the salivary glands (Sanchez et al. 2011) which, in turn, return the
normal secretion rate after resolution of the inflammatory process (Sanchez et al. 2013).

Largest spinnbarkeit salivary, capability to draw a thread of a fluid (Inoue et al. 2008),
and reduced salivary flow can be high risk factors and contribute to the progression of

periodontal disease (Hirotomi et al. 2006; Hirotomi et al. 2008). Although some studies
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positively correlate viscosity and spinnbarkeit (Brofeldt & Mygind 1987; Gohara et al. 2004),
the study by Puchelle et al. (1983) showed a strong negative correlation for this association to
assess the sputum of patients with chronic bronchitis. According to Inoue et al. (2008),
spinnbarkeit and viscosity salivary are rheological properties different, the first attributed to
the higher concentration of mucin MUC5B and the latter to MUC7. The surfaces of the oral
mucosa in patients with xerostomia may retain MUC5B and other salivary proteins (Pramanik
et al. 2010). The degradation of mucins has been reported as a cause of generation of VSC in
vitro study (Sterer & Rosenberg 2006). In this study the ability to form wire by saliva was
referred to clinical viscosity salivary. However, no relationship was significant between
viscosity and levels of volatile sulfur compounds. Studies with larger samples should be
conducted to elucidate this relationship.

The reduction of clinical salivary viscosity was related to worsening of periodontal
condition and an increase tongue coating index according to our results. As there is no gold
standard to describe the presence of tongue coating, multiple methods are used (Kamaraj et al.
2014; Van Tornout et al. 2013). It is also known that the low viscosity can cause xerostomia
related to the low concentration of mucin in addition to making the mucosa more susceptible
to physical, chemical and microbial aggression (Mandel 1987). It is necessary therefore to
investigate the physical properties along the quantity and quality of salivary glycoproteins.

The percentage of periodontally affected sites was correlated with the concentration of
H.S, the correlation, however, it was weak, showing that periodontal parameters are not only
sufficient to explain the behavior of the concentration of this gas. Although the relationship
between volatile sulfur compounds and the presence of tongue coating is well established
(Tsai et al. 2008; Von Tornout et al. 2013) no significant association was observed in this
study, as well as by other authors (Lee et al. 2003; Kamaraj et al. 2014). This study has some
limitations. It was not measured the quantity and neither evaluated the composition of tongue
coating. Instead, the thickness of the tongue coating was evaluated and scored visually on the
tongue dorsum as the study by Pham et al. (2011).

It is known that untreated periodontal disease causes alveolar bone resorption, dental
mobility and, therefore, the tooth loss (Giannobile et al. 2009; Saygun et al. 2011). Previous
studies have shown that levels of CH3SH are higher in patients with periodontitis (Coil et al.
1992; Yaegaki & Sanada 1992). Our findings suggest that the reduction in the number of teeth
was related with increased levels of CH3SH. Different periodontal pathogens produce volatile
sulfur compounds such as H,S and CH3SH (Tonzetich & McBride 1981; Nakano et al. 2002;
Kishi et al. 2012). These bacteria can be derived from the saliva (Takeshita et al. 2010),



50

subgingival biofilms from patients with periodontitis (De Boever et al. 1994; Figueiredo et al.
2002) and tongue dorsum (Kazor et al. 2003). Thus, it is recommendable to use the method of

gas chromatography, that is able to identify specific VSC also involved in periodontal disease.

Conclusion

The physical properties of salivary flow and clinical viscosity are correlated with
periodontal disease, as well as H,S and CH3SH. The hyposalivation and high concentrations
of H,S and CH3SH may be markers for periodontal disease. The overall association with the
chemical and biological analysis is necessary since the isolated clinical parameters were not
sufficiently able to determine the influence of flow and viscosity salivary behavior in relation
to periodontal disease and VSC. In this context, and future perspectives, saliva composition

analysis can be evaluated together with the physical properties of the saliva.
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Table 1. Clinical profile of evaluated groups.

Periodontally healthy

Gingivitis

Mild- moderate chronic

Advanced chronic

*

(n=34) (n=26) periodontitis (n = 31) periodontitis (n = 33) P
Individuals 27.41% 20.96% 25.00% 26.61%
Age, years 39.1+8.1 36877 455+95 438+8.7 <0.001»
Female gender 38.2% 61.5% 58.1% 45.5% 0.254v
Male gender 61.8% 38.5% 41.9% 54.5%
Smoking status
Never smoking 93.9% 88.5% 93.5% 69.7% 0.025¢
Ex-smoker 6.1% 11.5% 6.5% 30.3%
Systemic diseases
Cardiovascular disease 0.0% 11.5% 16.1% 6.1% 0.062¢
Respiratory disease 0.0% 3.8% 6.5% 15.2% 0.071¢
Gastrointestinal disease 8.8% 7.7% 12.9% 15.20% 0.804¢
Tongue coating
Tongue coating index % 64.4 +16.2 63.7+£17.3 64.5+14.2 66.0 + 13.4 0.775¢
Volatile sulfur compounds
H,S
Mean H,S ppb 416.6 +604.8 911.2 +850.3 557.4 + 754.0 1261.1 +1113.7 < 0.0014
Percentage of H,S > 112 ppb % 64.7% 84.6% 77.4% 87.9% 0,107°
CH3SH
Mean CH3SH ppb 09+51 6.2+15.0 13.5+50.7 19.6 +64.8 0.169¢
Percentage of CH3SH > 26 ppb % 2.9% 11.5% 9.7% 15.2% 0.373°
(CH3)2S
Mean (CHs),S ppb 31+93 25.7+107.5 10.8+585 33.3+112.0 0.542¢
Percentage of (CH3)2S > 8 ppb % 11.8% 15.4% 6.5% 18.2% 0.545°
Salivary viscosity
Clinical cm 35 55 4.0 32 0.133¢
Laboratorial cp 1.6 1.6 1.6 1.6 0.942¢
Salivary flow rate ml/min
Unstimulated 0.8 0.7 0.6 0.8 0.160°
Unstimulated < 0.3% 0.0% 15.4% 32.3% 21.2% 0.001¢
Stimulated 2.1 2.0 2.3 1.9 0.483¢
Stimulated < 1.0% 0.0% 19.2% 6.5% 12.1% 0.033¢

*Analysis of variance (ANOVA) (a), Chi-square test (b), Fisher's exact test (c), Kruskal-Wallis (d) or Mann-Whitney test (e).
Data are presented as mean + standard deviation or percentages.

PH, periodontally healthy; G, gingivitis; SP-MP, slight to moderate periodontitis; AP, advanced periodontitis; H,S - sulfide; CH3SH - methyl mercaptan; (CHs),S - dimethyl

sulfide.



Table 2. Periodontal condition.

57

Periodontally healthy Gingivitis Mild-moderate chronic Advanced chronic *

(n=34) (n=26) periodontitis (n = 31) periodontitis (n = 33) P
Plaque index 1.0+x04 1.1+04 09+04 12+04 0.146
Number of teeth 276+1.9 272+16 26.4+2.7 252+42 0.014
BP % 3.7+£25 23.2+£99 248 £16.7 472 £23.6 <0,001
Mean PD mm 19+03 18%0.2 21+03 27x08 <0,001
Maximum PD mm 3405 32104 6.4+59 8.9+22 <0,001
Percentage of sites with PD <4 mm % 100.0+£0.0 100.0+£0.0 93.9+6.5 72.7+204 <0,001
Percentage of sites with 4 <PD <6 mm % 0.0£0.0 0.0£0.0 6.0+6.5 19.2+12.3 <0,001
Percentage of sites with PD > 6 mm % 0.0+£0.0 0.0x00 0.1+£0.2 81+120 <0,001
Mean CAL mm 19+03 20+03 23+03 31+10 <0,001
Maximum CAL mm 34+05 3.7+04 58+15 10.0£3.0 <0,001
Percentage of sites with CAL <3 mm % 80.6 £12.3 73.4+12.2 55.3+17.0 343+211 <0,001
Percentage of sites with 3 < CAL <4 mm % 19.4+£123 26.6+12.2 41.3+14.7 40.8 £16.0 <0,001
Percentage of sites with CAL >4 mm % 0.0+£0.0 0.0+0.0 34+40 25.0+22.6 <0,001

*Kruskal-Wallis Test.
Data are presented as mean * standard deviation.
BP - bleeding on probing; PD - probing depth; CAL - clinical attachment level.



Table 3. Correlation between tongue coating, plaque index, volatile sulfur compounds and salivary parameters.

Viscosity salivary

Salivary flow rate

Unstimulated salivary

Stimulated salivary

Clinical Laboratorial <03mL >03mL__ p <10mL__ >1.0mL__p

Tongue coating index -0.31 (0.001) -0.12 (0.181) 0.10 (0.248) 648+151  647+152 0960° -0.02 (0.858) 64.6+12.2 647+154 0961
Plague index 0.13 (0.161) 0.02 (0.823) 0.19 (0.032) 11405 11405  0207° -0.03(0.728) 13405 10405  0.054
Number of teeth 0.14 (0.130) 0.12 (0.169) 0.04 (0.642) 25.6+3.2 267+29 0109  0.04 (0.653) 25.9+34 266+29 0569
H,S 0.05 (0.586) -0.02 (0.853) 0.10 (0.291) 756.7+8466 7851+921.7 0.947°  0.02 (0.800) 1207.18+973.6  738.7 +893.1 0.036*
Egcs;;a‘% of HS 2 39427 16+03 0.8+0.6 76.2% 78.6% 20+11 100.0% 76.1%

(0.906)" (0.889)" (0.880)" 0.777: (0.549) 0.119¢
Percentage of H,S < 46+36 1.6+0.3 0.7+0.4 23.8% 21.4% 21+08 0.0% 23.9%
112 ppb %
CH,SH 0.01 (0.873) -0.06 (0.535) 0.10 (0.262) 8.1+326 105+447 0694  -0.01(0.921) 20.4+44.8 91+426 0013
ggrgggt;g);e of CH,SH 2 34+19 15+0.2 10+1.0 4.8% 10.7% 21+13 18.2% 8.8%

(0.980): (0.147y (0.356) 0.689: (0.806): 0.288
Percentage of CH;SH < 40430 16403 07+05 95.2% 89.3% 21+1.0 81.8% 91.2%
26 ppb %
(CHa)S 0.02 (0.866) 0.07 -0.02 (0.865) 233+1051  167£762 0555 000 445%1451  152£729 0638

(0.421) (0.595)

g%rsgr:;’j‘ge of CHa}S2 44116 15+03 10+1.0 9.5% 13.6% 23+14 18.2% 12.4%

(0.062): (0.215): (0.251): 1.000° (0.695): 0.634¢
Percentage of (CHs)2S < 54,44 16403 07+0.4 90.5% 86.4% 20+09 81.8% 81.6%
8 ppb %
Bleeding on probing % -0.08 (0.379) -0.03 (0.706) 0.02 (0.844) 3024189  235+227 0038  0.00 (0.965) 37.4+239 2344217  0.026°
Percentage of sites with
probing gep thodmmo, | 020(002) -0.02 (0.800) -0.03 (0.767) 128+17.1  81+154 0019  -0.09 (0.320) 19074255 78+142  0.060°
Percentage of sites with
clinical attachment level > - 0.22 (0.014) 0.03 (0.759) -0.06 (0.543) 5244242  369+237 0008  -0.05(0.59) 49.8+28.7 386+239  0.190°
3mm %
Percentage of sites with PD >, ; 559, -0.02 (0.786) -0.03 (0.775) 127+172 81154 00220  -0.09(0.377) 19074255 78+142  0.065

4 mm and CAL >3 mm %

Mann-Whitney Test (a).

Data are presented as correlation coefficients or mean + standard deviation and in parentheses the significance probability (p).
H,S - sulfide; CH3SH - methyl mercaptan; (CH3;),S - dimethyl sulfide; BP - bleeding on probing; PD - probing depth; CAL - clinical attachment level.



Table 4. Correlation between tongue coating, plaque index, volatile sulfer compounds and periodontal condition.

% sites
BP PD >4 mm CAL >3 mm PD > 4mm and CAL >3 mm
in the same site

Tongue coating index -0.01 (0.876) 0.03 (0.729) 0.02 (0.863) 0.03 (0.728)

Plague index 0.21 (0.021) 0.28 (0.002) 0.19 (0.037) 0.28 (0.002)

H,S 0.27 (0.002) 0.25 (0.005) 0.11 (0.210) 0.25 (0.005)

H,S > 112 ppb 26.6 £22.9 (0.055)q 10.1+16.6 (0.063) 41.1+24.6 (0.139)e 10.1+16.5 (0.057)
H,S < 112 ppb 17.8+18.1 45+11.7 34.0+23.3 4.4+11.7

CHsSH 0.23 (0.009) 0.08 (0.377) 0.10 (0.249) 0.08 (0.377)

CH3SH > 26 ppb 43.0+25.0 (0.006)- 16.3+16.2 (0.034) 52.7+21.1 (0.030)¢ 16.3+16.2 (0.037):
CH3SH < 26 ppb 22.7+£21.1 8.1+156 38.2+244 8.1+156

(CHs)2S 0.10 (0.292) 0.08 (0.377) 0.05 (0.618) 0.08 (0.377)

(CHs),S > 8 ppb 31.3+26.1 (0.300) 12.1+17.0 (0.335) 41.4 +26.3 (0.811) 12.1+17.0 (0.359)
(CH3)2S < 8 ppb 23.7+215 8.4+156 39.3+24.2 8.4+15.6

Mann-Whitney test (a).

Data are presented as correlation coefficients or mean + standard deviationand in parentheses the sinificance probability (p).
BP - bleeding on probing; PD - probing depth; CAL - clinical attachment level.
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Table 5. Correlation between tongue coating, plaque index, number of teeth and parameters VSC.

Percentage of VSC
H,S CH3SH (CH3),S
>112ppb <112 ppb p >26 ppb <26 ppb p > 8 ppb <8 ppb p
Tongue coating index 0.10 (0.263) 66.1+13.7 59.7+18.8 0.158 0.15 (0.095) 66.2+16.0 645+151 0.550¢ -0.10(0.247) 67.4+10.7 64.3+157 0.488
Plaque index 0.11 (0.225) 1.1+05 09+05 0.065* 0.03 (0.734) 1.3+0.38 1.0+£05 0.966* 0.01 (0.930) 1.2+0.8 1.0+04 0.970¢
Number of teeth -0.16 (0.085) 26.3+32 276+13 0.075* -0.20(0.025) 244+41 268+27 0.033» -0.03(0.742) 254+32 26729 0.07%

Mann-Whitney test (a).

Data are presented as correlation coefficients or mean + standard deviation and in parentheses the significance probability (p).

H,S - sulfide; CH3SH - methyl mercaptan; (CH3),S - dimethyl sulfide.
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6  CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, os grupos foram significativamente diferentes em relacdo a idade,
tabagismo, concentracdo de H,S e fluxo salivar. Sabe-se que a prevaléncia da doenca
periodontal aumenta com a idade e que essa doenca € modulada por uma série de fatores
como higiene oral precéria, predisposicéo genética e presenca de doencas sistémicas (Costa et
al., 2009; Persson, 2006). E de conhecimento geral que o tabaco, maior fator de risco para a
doenca periodontal, afeta mecanismos bioldgicos que estdo envolvidos na patogénese ou
progressdo da periodontite em pacientes fumantes (Tomar e Asma, 2000). De acordo com 0s
nossos resultados, os pacientes ex-fumantes parecem exibir as sequelas permanentes do efeito
do tabaco no tecido periodontal, uma vez que representaram uma porcentagem
significativamente maior no grupo periodontite avancada.

O grupo periodontite leve-moderada apresentou, ao nivel de significancia de 6,5%, uma
porcentagem maior de pacientes com doenga cardiovascular. A periodontite moderada néo
tratada pode estar associada com a inflamagéo sistémica que poderia aumentar o risco de
eventos cardiovasculares (Williams e Offenbacher, 2000; Ramirez et al., 2014). Por outro
lado, o grupo com periodontite avancada apresentou ao nivel de significancia de 7,5%, um
percentual maior de casos com doenca respiratoria. A aspiracdo e a facilitacdo de colonizacdo
da via aérea pelos patdgenos periodontais, devido a continuidade anatdmica da cavidade bucal
com o pulmé&o, podem ser os mecanismos para a infeccdo (Bansal et al., 2013).

As concentracBes de H,S foram significativamente maiores no grupo periodontite
avancada ao ser comparado aos grupos periodontite leve-moderada e periodontalmente
saudavel. Da mesma maneira, 0 grupo gengivite apresentou maiores concentraces desse gas
em relacdo ao grupo periodontalmente saudavel. O H,S e a CH3SH, de acordo com estudo
realizado por Ng e Tonzetich (1984), possuem a capacidade de alterar a permeabilidade e
induzir a degradacao do tecido gengival.

Sabe-se que os mecanismos de defesa inatos como a limpeza da cavidade bucal pela
saliva e o fluido do sulco gengival, além da Imunoglobulina A, evitam a aderéncia e a
colonizacdo bacteriana (Hinode et al., 2003). Neste estudo, o grupo periodontalmente
saudavel ndo apresentou hipossalivagdo em repouso ou estimulada, diferentemente dos grupos
com doenca periodontal. Dessa forma, em uma situagdo em que o fluxo salivar é diminuido, a
limpeza bacteriana torna-se reduzida e a homeostase microbiana desequilibrada (Syrjala et al.,

2011) o que poderia aumentar o risco de doenca periodontal.
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Embora a spinnbarkeit salivar, capacidade para desenhar um segmento de um fluido,
seja correlacionada positivamente com a viscosidade em alguns estudos (Gohara et al., 2004;
Brofeldt e Mygind, 1987), trata-se de uma propriedade reoldgica diferente. A viscosidade
salivar é retribuida a maior concentracdo da mucina MUCS5B e a spinnbarkeit salivar, por sua
vez, & MUC7 (Inoue et al., 2008). A degradacdo de mucinas foi reportada como causa de
geracdo de CSV em estudo in vitro (Sterer e Rosenberg, 2006). Neste estudo, a capacidade de
formar “fio” da saliva foi denominada viscosidade salivar clinica. No entanto, nenhuma
relacdo entre a viscosidade e os niveis de CSV foi significativa. Por outro lado, a viscosidade
salivar clinica foi correlacionada negativamente com os pardmetros periodontais e com o
indice de saburra lingual. Estudos com amostras maiores e avaliagdo de outros parametros
como a concentracao e tipo de mucinas devem ser realizados para elucidar essas relacdes.

Neste estudo, o aumento do percentual de sitios afetados periodontalmente foi
acompanhado de um aumento da concentracdo de H,S. Deve ser ressaltado, no entanto, que a
correlagdo, embora significativa, apresentou uma magnitude baixa. Este fato comprova que os
parametros periodontais sozinhos ndo sdo suficientes para explicar o comportamento da
concentracdo de H,S. A reducdo do nimero de dentes presentes foi acompanhada por um
aumento do CH3SH, e niveis elevados desse gas foram associados com a piora dos parametros
periodontais. A doenga periodontal quando n&o tratada provoca a mobilidade e
consequentemente a perda dentéaria. Nesse sentido, a utilizacdo do método da cromatografia
gasosa para avaliar a composicdo do ar intra-bucal possibilita a identificacdo de CH3;SH
relacionada com a periodontite.

Sabe-se que a doenca periodontal e a halitose tratam-se de alteracdes de caréater
multifatorial. Uma vez que os pardmetros clinicos isolados ndo foram suficientemente capazes
de determinar a influéncia do comportamento do fluxo e da viscosidade salivar em relacdo a
doenca periodontal e aos CSV, faz-se necessario a associagdo conjunta com as anélises
quimicas. Nesse contexto, como perspectivas futuras, a composicéo salivar e analise do fluido

gengival podem ser avaliadas juntamente as propriedades fisicas da saliva.
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CONCLUSOES

Os achados sugerem que as propriedades fisicas da saliva, como baixa viscosidade salivar
clinica e baixo fluxo salivar, estdo correlacionadas com a doenca periodontal, assim como
altas concentragdes de sulfidreto (H,S) e a metilmercaptana CH3SH.

A diminuicdo da viscosidade salivar clinica parece contribuir para a gravidade da doenca
periodontal, assim como o aumento do indice de placa, e para o aumento do quadro de
saburra lingual.

Hipossalivacdo em repouso e sob estimulo parece estar associada a presenca de doenca
periodontal e ser maior em individuo com periodontite leve-moderada e gengivite,
seguidos pelo grupo de periodontite avangada, respectivamente.

Maiores concentracdes de sulfidreto (H,S) sdo encontradas em individuos com
periodontite avancada ou gengivite

Apesar de a gravidade da doenca periodontal ser correlacionada significativamente com o
sulfidreto (H.S), parametros periodontais isoladamente ndo séo suficientes para explicar
as concentracdes observadas desse gas.

Altas concentracdes de metilmercaptana (CH3SH) estdo correlacionadas com a gravidade

da doenca periodontal e com a diminuicdo do nimero de dentes presentes.
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ANEXO A - Aprovagcdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIN
COMIUTE DE ETICA EM PESQUINSA - COEP

Projeto: CAAE - 15085713.1.0000.5148

Interessado(a): Prof. Ricardo Alves de Mesquita
Depto. Clinica, Patologia e Cirurgia Odontologicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou. no
dia 17 de maio de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagao
da viscosidade e fluxo salivar em pacientes com doenga
periodontal e a relagdo com os niveis de compostos sulfurados
volateis" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profd. Maria Teresa Marques Ama
Coordenadora do COEP-UFMG



ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento tem como finalidade propor a sua participagio no projeto de pesquisa
“Avaliagio da viscosidade ¢ fluxo salivar em pacientes com doenga periodontal e a relagdio com os
niveis de compostos sulfurados volateis”. Os compostos sulfurados volateis s3o os principais gases
responsaveis pelo mal odor bucal ¢ estio presentes também nos pacientes com doenga periodontal.
Sabe-se que a saliva desempenha um papel importante na manutengdo da saade bucal e que a sua
quantidade e qualidade pode estar alterada nos pacientes com doenga periodontal. Assim, este estudo
tem como objetivo avaliar a qualidade e a quantidade da saliva dos pacientes com doenga periodontal
¢ a quantidade dos gases responsaveis pela alteragio do mal cheiro bucal para esclarecer a sua relagio.

Para isso serd necessario preencher uma ficha, responder a um questionério e realizar um
exame para avaliagio do seu hélito ¢ da sua quantidade de saliva, além de um exame clinico
periodontal. Todos os exames que vocé realizara sdo simples. A entrevista sera conduzida de forma
que vocé se sinta bem a vontade, sem que se sinta constrangido(a). Vocé ndio sentira dor no momento
do exame odontoldgico. Vocé podera sentir apenas um leve desconforto. Caso seja encontrada alguma
alteragiio, vocé serd imediatamente informado(a) e encaminhado(a) para tratamento na Clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia.

Quanto aos beneficios, a avaliagio da condigdo salivar relacionada com as concentragdes de
compostos sulfurados volateis podera auxiliar no diagnéstico € na prevengio da progressdo da doenga
periodontal, além de poder melhorar a qualidade de vida ¢ adicionalmente fornecer indicios cientificos
para futuros estudo. A sua participagio ¢ voluntaria. Vocé poderé desistir de participar ¢ cancelar o seu
consentimento em qualquer momento de pesquisa. A desisténcia ou a niio aceitagio em fazer parte
dessa pesquisa ndo ira interferir no seu tratamento. Nio tera custos ou ressarcimentos para voceé. O
voluntario recebera uma cépia deste termo onde consta o telefone/e-mail do pesquisador responsavel,
e demais membros da equipe, podendo tirar as suas duvidas sobre o projeto e sua participagio, agora
ou a qualquer momento. Todas as informagdes fornecidas serio mantidas em sigilo e terdio finalidade
exclusivamente cientifica. Em hipétese alguma seu nome sera divulgado.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG: s
aceito participar deste estudo de forma voluntaria. Estou ciente que posso desistir a qualquer momento
sem que isso acarrete qualquer tipo de prejuizo para meu tratamento na Faculdade de Odontologia da
UFMG. O COEP estara disponivel para responder duvidas sobre as questdes éticas. Dessa forma,
afirmo que todas as minhas davidas foram todas esclarecidas quanto aos objetivos da pesquisa, quanto
a preservagdo da minha imagem e quanto ao destino dos dados coletados.

Belo Horizonte, de de 2013.

Assinatura do paciente ¢/ou responséavel

Principal: Prof. Dr. Ricardo Alves Mesquita - E-mail: ramesquita@ufing.br / Tel.: (31) 3409-2499
Coorientadora: Profa. Dra. Tinia Mara Pimenta Amaral - E-mail: taniapamaral@uol.com.br
Tel.:(31)8828-0321

Aluna do Mestrado: Maiza Luiza Vieira Silva - E-mail: maizaluvieira@msn.com /Tel.: (31)9911-2187
Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - COEP-UFMG
(Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 - Unidade administrativa II, 2° andar, sala 2005 - Belo
Horizonte - MG, CEP: 31270-901, telefone (31) 3409 4592 — coep@prpq.ufimg.br).
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ANEXO C - Ficha Clinica

FICHA CLINICA

Nome completo: Identificacdo do paciente:
Data nascimento: £ Sexo: MJ]F[] Idade: anos

[ ] Leucoderma [ ] Feoderma [ ] Melanoderma Profissio:

Estado civil: Procedéncia:
Naturalidade: Nacionalidade:

Endereco (rua, av.):

Bairro: Cidade: Estado: Cep.:

Telefone contato:

Historia médica:

1 Esteve em tratamento médico nos ultimos 6 meses ? Sim [ | Nio[ |
2 Por qué?
3 Tem alguma doenca enddcrina? Sim [ ] N&o [ ]
4 Faz uso de insulina ou anti-diabético oral? Sim [ ] Néo [ ]
Qual?
5 Faz controle com endocrinologista? Sim|[ ] Néo[ ]
6 Tem alguma doenga cardiovascular? Sim [ ] Nio[ ]
7 Tem alguma doenga geniturinaria ou DST? Sim|[ ] Néo[ ]
8 Tem alguma doenga respiratoria? Sim|[ ] Néo[ ]
9 Tem alguma doenca gastrointestinal? Sim [ ] Néo[ ]
10 Tem alguma doenca neurologica? Sim [ ] Néo[ ]
11 Tem alguma doenga reumatica? Sim [ ] Néo[ ]
12 Est4 atualmente tomando algum remédio? Sim [ ] Nio[ ]
Anticonvulsivante [ ] Imunossupressor [ ] Anti-hipertensivo [ ]
Anti-inflamatério [ ] Anticoncepcional [ ] Antidepressivo [ ]
13 Outro medicamento (especificar):
14 Internagdes: Sim[ ] Nio[ ] Data: Motivo:
Habitos

15 Quantas vezes escova os dentes?

Nenhuma| ] lvezpordia[ | 2vezespordia| ] 3vezespordia[ ] 4vezespordia[ ] algumasvezes
na semana [ |

16 Vocé é: Fumante [ | Ex-fumante [ ] Nio fumante [ |

Ja fumou mais de 100 cigarros durante toda a suavida? Sim[ | No[ ]

17 Tipo de fumo: cigarro [ | cigarrode palha [ ] cachimbo[ ] outro (especificar) [ |
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18 Se vocé é ex-fumante, parou de fumar a quanto tempo?

0-2anos|[ ] 3-5anos|[ | 6-10anos[ ] 11-20anos|[ ] maisde 20 anos[ |

19 Por quanto tempo vocé fumou?

20 Se fumante, qual quantidade de cigarros fuma por dia:

21 Usa ou ja usou algum tipo de droga? Sim [ ] Nio[ ] Qual?

22 Vocé ingere bebidas alcodlicas? Sim [ | Nio[ ]| De que tipo?

23 Se vocé bebe, qual é a frequéncia?

Halitose

24 Vocé teve problemas para conversar por causa do seu halito?

O=Nunca| ]| 1=raramente|[ | 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ ] 4=sempre [

25 Vocé sentiu que o sabor dos alimentos ficou pior por causa de problemas com seu halito?

O=Nunca| ] 1=raramente|[ ] 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ ] 4= sempre [

26 Vocé acha que sua vida afetiva foi prejudicada por causa de seu halito?

O=Nunca|[ ]| 1=raramente[ ] 2=asvezes[ ]| 3= frequentemente [ | 4=sempre [

27 Vocé acha que sua vida social foi prejudicada por causa de seu halito?

O=Nunca| | 1=raramente|[ | 2=asvezes| | 3= frequentemente [ | 4 =sempre [

28 Vocé ficou preocupado(a) com o seu halito?

O=Nunca| ] 1=raramente| ] 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ | 4= sempre [

29 Vocé se sentiu estressada por causa de problemas decorrentes do seu halito?

O=Nunca| | 1=raramente|[ ]| 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ ] 4= sempre [

30 Vocé deixou de comer alguma coisa por causa dos problemas com seu halito?

O=Nunca| | 1=raramente|[ | 2=asvezes| | 3= frequentemente [ | 4=sempre [

31 Vocé se sentiu prejudicado por causa do seu halito?

O=Nunca| ]| 1=raramente| ]| 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ | 4= sempre [

32 Vocé encontrou problemas para relaxar por causa do seu halito?

O=Nunca| | 1=raramente|[ | 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ | 4= sempre [

33 Vocé se sentiu envergonhado por causa de problemas com seu halito?

O=Nunca| | 1=raramente|[ | 2=asvezes[ | 3= frequentemente [ | 4=sempre [

5=NR][
5=NR|[
5=NR][
5=NR][
5=NR][
5=NR][
5=NR][
5=NR][
5=NR][
5=NR][

34 Vocé ficou irritado com outras pessoas por causa de problemas com seu halito?

O=Nunca|[ | 1=raramente| | 2=asvezes[ | 3 =frequentemente [ | 4=sempre[ ] 5=NR|[

35 Vocé sentiu dificuldades de realizar suas atividades diarias por causa de problemas com seu halito?

O=Nunca| ]| 1=raramente|[ ] 2=asvezes[ ]| 3 =frequentemente|[ ] 4=sempre|[ ] 5=NR|[

36 Vocé sentiu que a vida, em geral, ficou pior por causa de problemas com seu halito?

O=Nunca| ]| 1=raramente|[ ] 2=asvezes[ | 3 =frequentemente| | 4=sempre[ ] 5=NR|[

37 Vocé ficou totalmente incapaz de fazer suas atividades diarias por causa de problemas com seu halito?

O=Nunca| | 1=raramente| ]| 2=asvezes| | 3 =frequentemente [ | 4=sempre[ ] 5S=NR|[
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Oral Chroma™™

Viscosidade Salivar

CSV SH; | CHsSH |CH;1,SH| Total
Bucal Clinica Laboratorial

Sialometria

Saliva em repouso: ml/min
Saliva estimulada: ml/min
indice de Saburra Lingual
0= auséncia de saburra 1= saburra fina, papilas visiveis 2= saburra espessa
Name
P4 > % \A
E | 4 Date
N P

Tongue Coating Index (TCI) :

Total score (0-18)

i =————————x100=
18 %

Indice de Placa
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ANEXO D - Periodontograma

PERIODONTOGRAMA
Serite Profundidade de Sondagem Perda de Insercio Sangramento a Sondagem | pyrca IMobilidade taeniisticolente
ov | v |mv|o| o [m]ov|v |[mv|oe | [s]ov|v |mv|on |z s 23] (12,39 -
18 18
17 17
16 16
15 15
14 14
13 13
12 12
11 11
21 21
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
H 27
28 28
38 38
37 37
36 36
35 35
34 34
33 33
32 32
31 31
41 41
42 42
43 43
44 44
45 45
46 46
47 47
48 48

Diagnéstico:
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ANEXO E - Recomendacdes pré-halimetria

RECOMENDACOES PRE-HALIMETRIA

Nome:

Vocé passara por um exame para avaliagdo do seu halito. Para que os resultados obtidos

sejam mais confiaveis, vocé devera ler e seguir as recomendagdes abaixo.

Um dia (24 h) antes do exame:

1. Nio coma alimentos contendo temperos fortes como alho, cebola e pimentas.
% N#o tome bebidas alcoodlicas.
3. Nio utilize enxaguatorios bucais tipo Listerine, Plax, Oral B e outros.

No dia do exame (4 horas antes):

1. Nio higienizar a boca.

Obrigada por colaborar. A sua participagiio ¢ muito importante.

Dra. Maiza Luiza Vieira Silva
Cirurgid dentista
CRO MG 40.0



