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Epigrafe

N&o desista.
Geralmente € a ultima chave no chaveiro que abre a porta.
(Paulo Coelho)
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Dedicatoria

A mée, ao pai e & mana sempre!
Foram eles que me trouxeram até aqui!
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Resumo

A saliva tem sido explorada como um fluido de diagndstico precoce e para
monitorizacdo de patologias, tanto orais como sistémicas. No entanto, as
estratégias de diagndstico utilizadas continuam a ser baseadas na identificacao
de algumas moléculas, muitas vezes inespecificas de determinada situacgéo.
Urge, pois, desenvolver estratégias que permitam avaliar o cenario molecular
completo. O SalivaPrint € uma dessas estratégias. Contudo, para que esta
abordagem possa ser utilizada no diagnostico ha que padronizar os perfis
obtidos e identificar os fatores que afetam este perfil, tais como a idade, o género
e a condicao oral dos individuos. Nesse sentido, este trabalho tem como
objetivos: 1. Verificar se ha variacdo do SalivaPrint com a idade e com o0 género;
2. Verificar se ha variacdo do SalivaPrint com a saude oral; 3. Verificar se ha

relacdo dos parametros fisico-quimicos da saliva com os indices de saude oral.

Foi recolhida saliva ndo estimulada de individuos do género feminino e
masculino, saudaveis sistémicos e orais dos 7 aos 50, e um grupo dos 25-50
anos com patologia oral. Foi feita a determinacdo dos fatores fisico-quimicos, e
dos perfis totais de proteinas por eletroforese capilar em micro-chips.

Verificou-se que existem alteracfes do SalivaPrint com a idade e com a
saude oral mas ndo com o género. A concentracao total de proteina nao difere,
com o género, no entanto difere com a idade. O pH e o fluxo, nao diferem, em

individuos com patologia periodontal nem com a presenca de carie.

Uma vez que se observaram diferencas no SalivaPrint de pessoas
saudaveis, € importante ter esse facto em conta na comparacédo com individuos
doentes para isolar o efeito da doenca dos efeitos de outros parametros.

Este tipo de trabalhos, € essencial para encontrar formas menos invasivas
de diagndstico que tenham em conta toda a variabilidade molecular e fisiologica
do individuo.

Palavras-chave: Diagnéstico; Saude oral; Proteinas; Eletroforese; Idade;

Género
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Abstract

Saliva is nowadays used to allow early diagnose and monitorization of both
oral and systemic diseases.

However, the diagnostic strategies used today are based on the
identification of some molecules, often unspecific of a given condition. Therefore,
it's imperative to develop strategies that can assess the complete molecular
scenario. SalivaPrint is one such strategies. However, for this approach to be
used in the diagnosis, it is necessary to standardize the profiles obtained and to
identify the factors that affect this profile, such as age, gender and the oral
condition of the individuals. Therefore, this work aims to: 1. Verify if there’s any
variation of SalivaPrint related to age or gender; 2. Verify if there’s any variation
of SalivaPrint related to oral health; 3. Verify is there’s any relation between saliva
physical and chemical parameters and the oral health indexes.

Unstimulated whole saliva was collected from male and female individuals,
systemic and orally healthy, aged between 7 and 50 and also in a group of oral
disease bearers, aged between 25 and 50 years. Physical and chemical factors
were determined, and total protein profile were established by using capillary
electrophoresis in micro-chips.

It was verified that there are changes in SalivaPrint related to age and oral
health but not with gender. It was found that total protein concentration does not
varies with gender however it varies with age. pH and flow do not vary either with
periodontal disease neither the presence of tooth decay.

Differences were observed in saliva protein profiles of healthy individuals.
That is important to be considered when comparing to unhealthy individuals in
order to isolate the disease effects from the effects of other parameters.

This type of work it’s essential to find less invasive forms of diagnose that

take into account all the molecular and physiological variability.

Key words: Diagnostics, Oral health, Proteins, Electrophoresis, Age, Gender
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I. INTRODUCAO






Introducao

1. Saude oral

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a saude oral como a
auséncia de dor oral e/ou facial, cancro da cabeca e pescoco, infecdo oral,
doenca periodontal, cérie dentéria, perda dentaria, bem como outras patologias
e disturbios que possam limitar a capacidade de mastigar, sorrir, falar e o bem-

estar psicossocial(1).

A FDI (World Dental Federation) defende que a saude oral € uma
componente essencial da saude em geral e que um indice elevado de saude oral
€ um direito humano fundamental. O papel da medicina dentaria € auxiliar a
populacdo e os responsaveis politicos a melhorar a saude, através de um
elevado indice de saude oral (2). “A saude oral é multifacetada e inclui a
capacidade de falar, sorrir, cheirar, provar, tocar, mastigar, engolir e transmitir
uma série de emocdes através de expressdes faciais com confianca e sem dor,

desconforto e doenga do complexo craniofacial” (3).

Duas das doencas orais com maior impacto na disrupcédo do equilibrio
estabelecido e, potencialmente, na salde sistémica sdo as caries dentarias e as

doencas periodontais.

1.1 Cérie Dentaria

Um estudo recentemente publicado pela OMS revela que as caries
dentérias sdo a doenca ndo contagiosa mais comum em todo o mundo, afetando
a maioria dos adultos e 60 a 90% das criangas em idade escolar, causando

milhdes de faltas escolares anualmente (4).

A cérie dentéria caracteriza-se pela destruicdo localizada de tecidos duros

orais, quando suscetiveis a subprodutos acidos da fermentagéo bacteriana dos



carboidratos presentes na alimentacdo (5,6) Esta destruicdo é de origem
multifatorial e inicia-se como consequéncia de uma disbiose do biofilme
estabelecido e € afetada pelo fluxo e composicédo salivar, exposicao ao fluor,

consumo de agucares e por comportamentos preventivos (7-9).

As bactérias que estao presentes na cavidade oral formam micro-colonias
que sdo encapsuladas numa matriz organica de polissacarideos, proteinas e
DNA secretados pelas células, fornecendo protecdo contra a dessecacao,
defesas do hospedeiro e predadores e proporcionam maior resisténcia a agentes

antimicrobianos (5,9).

Uma coloniza¢do microbiana de um grande numero de bactérias e dos
seus subprodutos, acumula-se num biofilme, nas superficies dos dentes em

estados de saude e doenca (6,9).

A saliva contém uma variedade de proteinas que participam na
manutencdo da integridade do dente e na prevencao da carie atraves de diversos
mecanismos, como a capacidade de formacdo de uma pelicula de esmalte
adquirida para protecdo continua contra o desgaste dentario (mucinas e
glicoproteina rica em prolina), inibicAo da desmineralizagdo de superficies
dentarias (mucinas), promocao da remineralizacdo do esmalte pela atracdo de
idbes célcio (proteinas ricas em prolina e estatina), atividades antimicrobianas,
incluindo a prevencdo da aderéncia de espécies cariogénicas a superficie do
esmalte (histatinas e cistatinas), agregacao de microrganismos (aglutinina e

imunoglobulinas) e a secrecéo de peptideos antimicrobianos (AMPs) (10,11).

Atualmente, as funcbes biologicas das proteinas salivares tém sido
extensivamente estudadas devido a sua possivel relevancia para a avaliagcao do
risco de céarie. Por exemplo, baixos niveis de estatina e cistatinas podem estar
relacionadas a suscetibilidade de carie (12). A evolucdo do conhecimento
referente a funcao destas proteinas salivares, bem como das suas modificacdes
pos-traducionais poderdo fornecer um repertorio promissor de biomarcadores
especificos para o diagnéstico de cérie (13). A descoberta destes biomarcadores
salivares e a sua consequente expansdo de conjunto de dados, ajudardo a

estabelecer um modelo de diagndstico precoce de céarie dentaria (14).



1.2 Doenca periodontal

A periodontite é uma doenca inflamatdria cronica que afeta mais de 50%
dos adultos em todo 0 mundo e a sua prevaléncia aumenta com o0 avanco da
idade (15).

A doenca periodontal consiste numa infecdo crénica, multifatorial
associada a microrganismos anaerobios. E caracterizada por processos
inflamatorios desencadeados por predominantemente bactérias Gram-negativas
na placa dentéaria e representa o fator causador predominante da perda dentaria
ndo traumatica em adultos (16).

As principais bactérias associadas ha doenca periodontal s&o
Actinobacillus actinomicetemcomitans, Phorphiromonas gingivalis, Tanerella

forsythensis e Prevotella sp. (17,18).

O periodonto inclui os tecidos que suportam a peca dentéria, incluindo
0sso alveolar, cemento, ligamentos periodontais e tecido conjuntivo (19-22).
Este, pode ser danificado através de uma inflamacéo infeciosa traduzindo-se
num processo patolégico resultante da interacdo das bactérias com os
mecanismos de defesa do hospedeiro, causando uma inflamacao periodontal
cronica, ou uma gengivite. A gengivite pode evoluir para um estado de doenca
periodontal, caso 0s agentes bacterianos patogénicos permanecam no

periodonto sem tratamento (23,24).

A gengiva marginal livre saudavel mede 1,5mm em redor de todos os
dentes (25) no entanto a infecdo periodontal provoca um sulco gengival mais
profundo, patoldgico, resultando uma migracdo apical do epitélio juncional,
destruicdo do ligamento periodontal, do cemento e do osso alveolar (26).

Clinicamente, a periodontite caracteriza-se pela perda de insercao,
acompanhada pela formacao de bolsas e alteracbes na densidade e altura do
0sso0 alveolar subjacente (27). Os microrganismos presentes na placa bacteriana

produzem endotoxinas e lipopolissacarideos que induzem a producdo de



citocinas (troboxano A2, interleucina 1B, interleucina-6 e fator de necrose
tumoral-a), além de proteinas C-reativas, iniciando-se assim um processo

inflamatorio (26), demonstrado na Figura 1.
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Figura 1- Imagem adaptada de (28): Representacdo esquematica de moléculas associadas a doenga
periodontal.

A periodontite € uma inflamacdao crénica caracterizada pela destruicdo do
periodonto, levando a perda de estruturas de suporte e consequentemente, a

perda dentaria (28).

Tanto a gengivite quanto a periodontite sdo moduladas pela resposta
imune do hospedeiro e por fatores ambientais tais como tabagismo, obesidade,
diabetes e stress (26). Estando a periodontite fortemente associada ao
desenvolvimento de doencas sistémicas, como diabetes e endocardite infeciosa,

como iremos falar no topico seguinte (24).

1.3 Saude oral vs. saude sistémica

Nos ultimos anos, tem havido uma crescente percecdo da saude oral
como parte integrante da saude sistémica. Além disso, existe uma associagao
entre as doencas orais e as principais DNT (doengas néo transmissiveis), uma

vez que ambas partilham fatores de risco comuns, existindo indicadores que
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apontam para o facto da propria doenca oral representar um fator de risco para
as DNT (2).

Ao todo, foram identificadas mais de 100 doencgas relacionadas entre as
doencas sistémicas e as manifestacdes orais, tais como diabetes, doencas
cardiovasculares, infecdes respiratdrias, cancro ou problemas nutricionais (2).

Durante as ultimas décadas, varios estudos epidemiolégicos avaliaram a
associacdo entre saude oral e saude sistémica. Trata-se de uma relacdo
multifatorial e complexa, na qual as doencas sistémicas influenciam, direta ou
indiretamente, a saude oral e as alteracdes na saude oral, possuem por sua vez
impacto na saude sistémica (29).

A periodontite é a patologia oral mais frequentemente relacionada com
doencgas sistémicas ndo transmissiveis. Quando ndo tratada, origina uma
disbiose, em que o biofilme, originalmente fisiolégico, se torna patoldgico,
podendo entrar no corpo através da area inflamada ou sendo inalado e/ou
ingerido, aumentando assim o risco de pneumonia e gastrite (29).

A salde oral deixa assim de ser vista como um problema localizado
apenas na cavidade oral, para ser relacionada sistemicamente, o que lhe confere
automaticamente mais relevancia.

O aumento da consciencializacao da importancia da saude oral deve ser
acompanhado pelo desenvolvimento de ferramentas de diagndstico e
monitorizacdo da doenca oral. Estas ferramentas, que devem ser ndo invasivas,
de baixo custo e de rapida utilizacdo, poderao ter um papel importante na ajuda
a deciséo clinica e na tomada de decisdo para o encaminhamento de doentes,
para o sistema de saude geral (2). Urge, pois, desenvolver uma acdo concertada
de modo a assegurar que as prioridades de investigacdo em saude oral recebem
a atencdo e 0s recursos necessarios para que os resultados da investigacdo
sejam rapidos, amplamente divulgados e implementados. O atual atraso
significativo na implementacéo dos resultados de investigacéao e das inovacoes
tecnologicas na prevencao e na pratica clinica, esta a dificultar a obtencdo de
melhores indices de saude oral a nivel global e a reducdo das desigualdades

neste campo (2).

E imperativo o desenvolvimento e aperfeicoamento da investigacdo para

melhoria da saude oral. Uma das estratégias a utilizar poderd passar pela



utilizacéo da saliva como fluido de diagnostico, oferecendo diversas vantagens
guando comparado com outros fluidos biolégicos uma vez que a sua recolha &

facil, rapida, barata e ndo invasiva (30,31).

2. Saliva como meio de diagndstico

A saliva € um fluido biolégico composto por secrecdes das glandulas
salivares major (parétida, submandibular, sublingual) e minor com um vasto
conjunto de hormonas, proteinas, enzimas, anticorpos e citocinas(30).

Em termos de constituicdo apresenta 99% de agua, 0,3% de proteinas e
0,2% de substancias organicas e inorganicas (30).

Este fluido possui um papel importantissimo em muitas das funcdes
bioldgicas, como a degluticdo, a mastigacao, o paladar, bem como, na protecéo
da mucosa oral contra infe¢cdes bacterianas, virais e fungicas, mantendo, assim,
0 ecossistema da cavidade oral em equilibrio (30).

O diagndéstico salivar integra um instrumento para a detecdo precoce,
prevencao e terapia individualizada quer de patologias orais, quer de patologias
sistémicas, uma vez que incorpora moléculas que refletem os estados
fisioldgicos e patologicos do individuo.

A cavidade oral € um meio muito complexo, que para além de ser o
“espelho da saude do corpo”(32), € aqui que ocorrem interacdes entre 0s tecidos
biol6gicos e 0s microrganismos, ar e alimentos. A saliva pode contribuir para a
defesa do hospedeiro, através da defesa contra o stress oxidativo, uma vez que
a sua composicao permite a modulacdo de danos oxidativos na cavidade oral
(32,33).

Como fluido de diagnéstico, apresenta um grande potencial oferecendo
diversas vantagens quando comparado com outros fluidos biolégicos uma vez
gue a sua recolha é facil, rapida, barata e ndo invasiva (30,31). Como nao ha
necessidade de usar agulhas para colheita de amostras, é mais confortavel para
0s pacientes, reduzindo os niveis de ansiedade muitas vezes associados(30).

Nos Ultimos anos, varios trabalhos de investigacdo levaram ao
desenvolvimento de novas tecnologias e identificaram uma ampla gama de

potenciais biomarcadores salivares visando o uso da saliva no contexto clinico.
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Tendo em conta estas caracteristicas a saliva € atualmente utilizada para
diagndéstico precoce e monitorizacdo de patologias orais ou sistémicas (34,35).
Véarios estudos demonstram que a presenca de biomarcadores de varias
doencas na saliva sdo Uteis para o diagnéstico de algumas condicdes
prevalentes como osteoporose, neoplasias malignas, doencgas infeciosas (por
exemplo, carie dentéria, doenca periodontal e HIV) e doencas cardiovasculares
(36). No entanto, ha uma necessidade urgente de decifrar o racional cientifico
e 0S mecanismos moleculares que expliqguem a existéncia de um reflexo das
doencas sistémicas na saliva (30) que permita o desenvolvimento de dispositivos
“point-of-care” que possam servir como uma ferramenta de diagndstico e

monitorizacdo nao invasiva.

Além disso, a maioria das estratégias atualmente seguidas visam a
identificacdo de biomarcadores individuais que carecem muitas vezes de
especificidade e ndo mostram, per si, o real contexto molecular caracteristico de
uma dada condicéo fisiol6gica ou patoldgica. Urge, pois, desenvolver estratégias
que em vez de identificar biomarcadores individuais, tenham uma abordagem
mais ampla, levando a identificacdo de perfis totais de proteinas caracteristicos

de determinados fenadtipos.

Para isso é importante como primeira estancia, sendo conhecido que
alguns fatores como idade, sexo, biorritmo (37-39), contribuem para alterar a
expressao de proteinas na saliva, definir o perfil de proteinas correspondentes
ao “individuo saudavel’, bem como ter em conta também as variacdes inter-
individuais, para de uma forma fidedigna compara-los com episédios de ndo

salde.

A associacao dos perfis de proteinas presentes na saliva, SalivaPrint, a
identificacdo das proteinas responsaveis pela alteracdo de perfis em diferentes
situacdes de saude e de doenca, permitira construir um referencial poderoso

para a criagao de estratégias de diagnostico ndo invasivas.



2.1. Técnicas para determinacdo de proteinas na saliva

Sendo a saliva um fluido cada vez mais utilizado em diagnéstico (40),
véarias técnicas foram usados para adquirir informacdo molecular deste fluido
sendo as principais a genémica, proteOmica e transcriptomica, designadas no
seu conjunto como “Omicas’. Os resultados das Omicas revelaram informacdes
sobre algumas moléculas que sdo desreguladas em certas situacfes de saude
e doenca. Essa informacdo encontra-se muitas vezes dispersa pela bibliografia
mas dada a sua importancia para o desenvolvimento de estratégias de
diagnéstico, algumas iniciativas visaram a criacao de algumas bases de dados
(41-45), permitindo a sua consulta e utilizacao pela comunidade cientifica.

Uma dessas bases de dados é a SalivaTecDB (43,46), desenvolvida pelo
grupo de investigacdo do SalivaTec e que apresenta dados de protedmica
(humanos e microbianos), de transcriptomica (miRNAs) e do microbiota oral
(associado a diversas patologias orais e sistémicas).

As principais técnicas utilizadas atualmente para identificagdo e
quantificacdo de proteinas utilizaveis para diagndstico sao designadas técnicas
de protedmica (espetrometria de massa e eletroforese 2D). Estas técnicas
podem ter uma abordagem: Bottom-up ou top-down. Na Bottom-up recorre-se
normalmente a cromatografia liquida para separar os péptidos formados ap6s
lise proteolitica (utilizando normalmente tripsina) de uma solugdo complexa e,
posteriormente, realiza-se a espectrometria de massa (MS) para andlise dos
mesmos. E uma metodologia vantajosa no que se refere a sensibilidade e
reprodutibilidade, contudo alguns péptidos perdem-se durante a cromatografia e
noutros nao é possivel reconhecer as alteracfes pds-transducionais (47).

No caso da metodologia top-down recorre-se a MS para andlise das
proteinas sem serem sujeitas a degradacdo proteolitica, sendo esta uma
vantagem em relacdo a metodologia anterior, na medida em que ndo sdo
analisados os fragmentos mas sim as proteinas inteiras o0 que permite uma
identificacdo mais simples e mais isenta de erros dos constituintes da amostra
47).
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Outra metodologia utilizada para a separacdo de proteinas é através de
eletroforese uni (1-DE) e bidimensional (2-DE). A eletroforese bidimensional
envolve a separacdo de proteinas em duas etapas seguidas. Na primeira, a
focagem isoelétrica, ha migracdo das moléculas em gel de poliacrilamida com
gradiente de pH imobilizado ou gerado por tampdes anfotéricos até atingirem um
ponto no qual a sua carga € igual a zero. Na segunda, as proteinas sao
separadas de acordo com a sua massa molecular através uma eletroforese com
direcdo perpendicular a primeira, em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Esta segunda etapa € idéntica a eletroforese 1-D
em que as proteinas sdo separadas de acordo com a massa molecular através
de uma corrida em gel SDS-PAGE (48).

Esta metodologia, utilizando a eletroforese, permite obter muitas
informagdes importantes, contudo ainda apresenta algumas limitagcdes, tais
como: a utilizacdo de alguns fluidos corporais com proteinas em concentracdes
abundantes dificulta a migracdo destas por eletroforese, por outro lado para as
proteinas serem analisadas por top-down € necessario que estas estejam
intactas o que é dificil uma vez que tém de ser extraidas do gel (47).

A MS utiliza um aparelho denominado espetrémetro e permite a
identificacdo e quantificacéo de proteinas. Esta metodologia é muito utilizada em
proteGmica e permite avaliar essencialmente o racio massal/carga (m/z) de ibes
em fase gasosa (49).

Alguns estudos das proteinas e de outros componentes salivares, ja
permitiram identificar variacées entre os estados de salude normais e de doenca.
Contudo, s6 apds uma completa caraterizacdo do proteoma salivar humano
saudavel, sera possivel a sua comparacdo com o proteoma de individuos com
determinada patologia, podendo assim diagnostica-la ou monitoriza-la (40).
Desta modo, ndo é surpreendente que diferentes biomarcadores tenham sido
propostos para a mesma patologia (37), devido a falta de especificidade quando
avaliados isoladamente. Torna-se assim, necessario melhorar a metodologia
aplicada, através da avaliagédo da saliva como um todo, onde s&o caracterizados
perfis proteicos e ndo biomarcadores especificos onde a sua presenca ou
auséncia ndo implica um estado de saude ou doenca.

Apesar das técnicas de espetrometria de massa e da eletroforese 2-D

desempenharem um papel importantissimo na identificacdo de proteinas em
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saliva de individuos em diferentes condi¢Bes, apresentam algumas lacunas
qguando se trata de refletir o estado geral do individuo que impossibilita a sua
utilizacao generalizada sobretudo em populacdes de grandes dimensdes. O seu

custo e complexidade de analise também se incluem nas contrapartidas.

2.1.1 Diagnéstico molecular — O SalivaPrint

Como referido anteriormente, € importante termos estratégias que em vez
de identificar moléculas sejam capazes de mostrar variacfes totais nos perfis
desssas moléculas. Uma das técnicas que pode ser utilizada para obter um perfil
total de proteinas da saliva em vez identificar algumas proteinas especificas € a
electroforese capilar. A eletroforese capilar € uma das técnicas de eletroforese
mais sensiveis, capaz de ser utilizada para caracterizar o principal conteudo
proteico da saliva. No entanto, devido as ferramentas atualmente disponiveis
para andlise de resultados exigirem inspecdo manual e visual dos perfis,
continua a ser extremamente dificil analisar um grande namero de perfis, para
grandes estudos populacionais (50). Alguns esfor¢cos tém sido feitos no sentido
de analisar de forma mais automatica e padronizada os perfis obtidos com esta
técnica, retirando todo o potencial de comparacdo de perfis em diferentes
condigBes fisiolégicas. Um desses trabalhos levou ao desenvolvimento do
SalivaPrintToolKit (50). Esta estratégia utiliza um sistema de electroforese
capilar baseado na utilizacdo de chips, extremamente padronizado, o sistema
automatizado Experion ™ (da Bio-Rad Laboratories, EUA). Este sistema integra
a andlise de proteinas num Unico processo em que a separacao de proteinas, a
coloracdo, a detecdo de bandas e quantificacdo sao executadas
automaticamente e produzem perfis de proteinas em cerca de 30 min (10
amostras) através de um processo automatizado. Ao realizar a eletroforese
capilar, & possivel obter um perfil proteico da amostra dentro dos pesos
moleculares (MW) na faixa de 10 a 260kiloDaltons (kDa) enquanto separa e
deteta concentracdes de proteina na faixa de 2,5 a 2000 ng / mL (50).

O software do sistema é responsavel pelo tratamento dos dados do indice
de fluorescéncia em fungdo do tempo de migragdo para produzir um

eletroferograma. A partir dos dados do eletroferograma € gerada uma imagem
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do gel virtual (50). As bandas ou picos de proteinas sdo identificados através do

tempo de migracéao utilizando marcadores conhecidos de MW (50).

Depois da obtencédo dos dados brutos, o SalivaPrintToolkit utiliza um script
que permite transformar os dados de forma a poderem ser comparados os perfis
obtidos tendo em conta fatores como o MW, altura do pico, concentracao de
proteinas e concentracdo total de proteinas nas amostras, entre outros. Esta
informacdo pode ser usada posteriormente para caracterizar cada individuo e /

ou a populagéo a que pertence (50).

As diferencas nestes perfis também sdo Uteis para a identificacdo de
faixas de peso molecular em que h& proteinas desreguladas associadas a
patologias ou fendtipos especificos e, portanto, tém potencial para serem
usados para efeitos de diagndéstico (50). Estd em curso o desenvolvimento de
uma estratégia que utiliza os dados armazenados na base de dados

SalivaTecDB (http://salivatec.viseu.ucp.pt/salivatec-db) € a ferramenta Expasy

Compute pl / MW tool (51) para identificar quais as proteinas que podem ter
determinados pesos moleculares quando separadas em electroforese. No

entanto esta estratégia ndo esta ainda disponivel para utilizacéo.

A utilizacdo da eletroforese capilar capaz de separar as proteinas
presentes num determinado fluido, como a saliva, permitindo criar um perfil que
retrate 0s acontecimentos moleculares que estdo a ocorrer em determinada
situacdo denomina-se um SalivaPrint (50) que é uma técnica mais simples e
barata e que apesar de ndo permitir identificar imediatamente as proteinas pode
mostrar um perfil que pode refletir as alterac6es globais de proteinas que

acontecem em diferentes situacdes fisioldgicas ou patoldgicas.

O SalivaPrint é, pois util para comparar automaticamente um grande
namero de amostras, facilitando o processo de comparacdo de semelhangas e
diferencas entre elas (52). Para que se possa retirar todo o potencial desta
estratégia é imperativo determinar como variam estes perfis de proteinas na
saliva de individuos com diferentes caracteristicas (por exemplo, com diferentes

idades e género) e com diferentes condi¢cdes de saude oral.
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2.2. Variacao da composicao da saliva com a idade e género

Nos ultimos tempos, as analises ao proteoma salivar tém ganho cada vez
mais importancia. No entanto, como a variabilidade do proteoma salivar depende
de inimeros fatores como idade, sexo, IMC, tabagismo e até tipo de educacédo
€ importante existirem varias abordagens a conjuntos de amostra
suficientemente grandes para se compreender de que forma se manifestam

estes fatores de variabilidade (38).

Pouco se sabe sobre as alteracdes associadas a idade e sexo na saliva
humana que, possivelmente, podem fornecer indicadores para melhor
diagnéstico e tratamento de muitas doencas (53). Existem estudos como o de
Murr et al. em que se encontrou uma associacao consideravelmente maior

relativamente a idade, em comparacdo com o sexo em amostras de saliva (38).

No entanto, sabe-se que a catepsina B por exemplo, € mais abundante na
saliva do sexo feminino (54) enquanto a calpastatina e a serpina B3 tém maior
abundéancia na saliva de individuos do sexo masculino e funcionam como

inibidores de protéases (55,56).

Fleissig et al. comparou um pequeno grupo de individuos do sexo feminino
e masculino usando 2D-SDS-PAGE identificaram seis proteinas com expressao
significativamente maior no sexo feminino incluindo B-2-microglobulina e
transferrina. Relativamente a alteragdes com a idade, revelaram diminuigdo na
expressdo de oito proteinas com o envelhecimento entre individuos do sexo
masculino e sete proteinas diferencialmente expressas com o envelhecimento
entre individuos do sexo feminino, incluindo proteina indutivel por prolactina,

cadeia leve de Ig-k, transferrina e calgranulina (57).

Sun et al. escolheu uma abordagem 2D-LC-MS / MS e concentrou-se em
glicoproteinas, a glicosilagdo ¢ uma modificacdo pés-traducional comum que
desempenha um papel importante em muitos processos celulares, por exemplo,
conformacao de proteina, dobramento, transporte, direcionamento e estabilidade

(58). No total, eles identificaram sete proteinas diferentes entre os géneros (59).
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Por outro lado, Wang et al. ndo encontrou uma relagcao direta especifica

para o género, mas constatou correlacéo significativa com a idade (60).

Tal como, foi recentemente demonstrado que em amostras de individuos
adultos, existe uma alteracdo dependente da idade e do género no gene de
expressao da glandula parotida. Contudo Cabras et al., neste seu estudo, néo
observou diferencas em nenhum dos seus cinco grupos etarios; no entanto, o

tamanho da amostra era pequena (61).

Existe ainda muita controvérsia sobre a real variabilidade existente na
composigao salivar entre géneros e idades diferentes, sabendo-se que diversos
fatores poderao influenciar estas alteragdes, como o tabaco (62), interessa assim
isola-los a0 maximo para que possamos compreender resultados mais

fidedignos e com menores variacdes.

Portanto, o primeiro passo para o desenvolvimento de testes diagnésticos
em saliva, requer a padronizacao dos perfis de proteinas de individuos saudaveis

e a sua variacao com diferentes fatores como a idade, o género e a saude oral.

3. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos principais:

1. Verificar se h& variacdo do SalivaPrint com a idade e com o género

2. Verificar se o perfil de proteinas da saliva por eletroforese capilar

(SalivaPrint) se relaciona com a saude oral.

3. Verificar se ha relacdo dos parametros fisico-quimicos da saliva com
os indices de saude oral (CPOD e PSR)
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Materiais e métodos

De modo a atingir os objetivos propostos foram concretizadas as seguintes
metodologias

1. Aprovacgéo ética e consentimento informado

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade
Catdlica Portuguesa (UCP). Adicionalmente, foi pedido aos dadores, antes de
qualquer colheita, o preenchimento do consentimento da recolha de amostras
ANEXO (I).

2. Caracterizacéo do tipo de estudo

O presente estudo caracteriza-se como um estudo observacional
transversal sendo que a observacédo, € do tipo participante tendo em conta o
papel do observador junto a populacédo (63) e é realizado em conjunto com o
SalivaTec (Laboratério de Investigacao Interdisciplinar em Saliva), do Centro de
Investigacdo Interdisciplinar em Saude (CIlIS) da Universidade Catdlica

Portuguesa (UCP), Centro Regional de Viseu.

3. Caracterizacéo da populacédo e da amostra

Para a realizacdo deste estudo foram recolhidos dados e amostras de
individuos do sexo feminino e masculino, dos 25 aos 50 anos sistemicamente
saudaveis. Foram também utilizadas amostras presentes na colecdo de
amostras do SalivaTec com faixas etarias inferiores a 13 anos e compreendidas
entre os 13 e os 24 anos. Estas amostras irdo ser utilizadas para comparacéo
da idade e género. Existem assim, 0s seguintes grupos de estudo representados

na Tabelal abaixo.
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Grupo
Gl
GlF
G1M
G2
G2F
G2M
G3
G3F
G3M
G4

G5

G6

Tabela 1- Caracterizagao dos grupos de estudo
Caracteristicas
<13 anos saudaveis sistémicos e orais; femininos e masculinos
<13 anos saudaveis sistémicos e orais; femininos
<13 anos saudaveis sistémicos e orais; masculinos
13-24 anos saudaveis sistémicos e orais; femininos e masculinos
13-24 anos saudaveis sistémicos e orais; femininos
13-24 anos saudaveis sistémicos e orais; masculinos
25-50 anos saudaveis sistémicos e orais; femininos e masculinos
25-50 anos saudaveis sistémicos e orais; femininos
25-50 anos saudaveis sistémicos e orais; masculinos
Todos os individuos do género feminino saudaveis sistemicamente e
oralmente
Todos os individuos do género masculino saudaveis sistemicamente
e oralmente
25-50 anos saudaveis sistémicos com patologia oral; femininos e

masculinos

3.1 Dimensao da amostra

A amostra é constituida por um total de 79 participantes, como podemos

observar na Tabela2. E importante referir que estas amostras foram guardadas

a -80°C na colegdo de amostras do SalivaTec até a sua utilizacao.
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Tabela 2- Caracteriza¢do da dimensdo da amostra

SAUDAVEIS SISTEMICOS E SAUDAVEIS ORAIS

FAIXA ETARIA <13 13-24 >25<50
MULHER 14 15 11
HOMEM 5 11 6

TOTAL 19 26 17

SAUDAVEIS SISTEMICOS COM PATOLOGIA ORAL

MULHER 11
HOMEM 6
TOTAL 17

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios para exclusdo do grupo de dadores saudaveis sistémicos
foram definidos de acordo com a literatura (38,60),0u seja, que ndo tomem
medicacdo diariamente, que ndo tenham feito uso da toma de antibi6tico nos
altimos 3 meses (62), ndo tenham feito qualquer tratamento de quimioterapia ou
radioterapia, ndo seja fumador e com habitos de consumo de alcool moderados

e com uma faixa etaria compreendida entre os 25 e os 50 anos.

A selecdo dos individuos a participar neste estudo foi feita através da
aplicacéo de distintos critérios de inclusdo e exclusdo, dependendo de em que

grupo se iriam incluir, no entanto todos tém de ser saudaveis sistémicos.
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Assim, para os grupos G1, G2, G3, G4 e G5 descritos acima, que se
caracterizam como saudaveis sistémicos e orais (64), temos o0s critérios de

inclusédo e exclusao representados na Figura 2.

e Ter entre 7 e 50
anos

N
C
L
U
S
A
O

» Portadores de patologia sistémica;
» Portadores de patologia oral;

» Toma de medicacéao regular, exceto
contracetivo oral;

» Toma de antibiético num periodo menor que 3
meses;

» Tratamento radiol6gico ou quimico;
+ Ser fumador;

+ Habitos de consumo de alcool excessivos

(superiorr a 14 copos de vinho/cerveja e 7

copos de bebidas destiladas por semana)

e
Figura 2- Critérios de incluséo e excluséo G1, G2, G3, G4 e G5

Para o presente estudo temos ainda o grupo G6, que difere dos grupos
anteriores por possuir patologia oral (carie, gengivite ou periodontite) e estar
compreendido no grupo de idades do 25 aos 50 anos. Os critérios de incluséo e

exclusdo estdo descritos na Figura 3 de forma sistematica.
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» Ter entre 25 e 50 anos

» Portador de patolgia oral

» Portadores de patologia sistémica;

* Toma de medicagéao regular, exceto
contracetivo oral;

» Toma de antibiético num periodo menor que
3 meses;

» Tratamento radiolégico ou quimico;
» Ser fumador ;

» Habitos de consumo de alcool excessivos
(superiorr a 14 copos de vinho/cerveja e 7
copos de bebidas destiladas por semana)

L
Figura 3- Critérios de incluséo e exclusdo G6

4. Recolha de dados clinicos

A sequéncia da colheita de dados foi a seguinte: 1° Entrega e
preenchimento do consentimento informado (Anexo |) e 2° Entrega e

preenchimento do questionario do dador e operador (Anexo Il e l).

O consentimento livre e informado, foi assinado pelos participantes no
estudo, sendo fornecidas informacdes acerca dos objetivos, procedimentos,
beneficios e riscos da colheita bem como acerca da identificagéo,
confidencialidade e conservacédo das amostras (Anexo I). Informou-se, ainda,

que os dados fornecidos pelos participantes seriam mantidos em sigilo,

23



recebendo 0s mesmos, caso 0 pretendessem, indicadores acerca dos
tratamentos necessarios a realizar, sob o ponto de vista dos investigadores
participantes.

O questionario entregue tem como objetivo a caracterizagdo dos
pacientes a nivel clinico (incluindo a saude oral). Este questionario inclui a
caracterizacao geral da amostra e acerca do dador, questfes acerca dos habitos
tabagicos e alcodlicos. Em seguida foram aplicadas questfes relativas a
condicao sistémica dos participantes como a toma regular de medicacdo e
patologias. E ainda foram aplicadas questbes relativas aos habitos e
comportamentos de higiene oral (65). O questionario a preencher pelo Médico
Dentista consistia na caracterizacdo dos elementos dentéarios, por intermédio do
indice CPOD, caracterizagdo da salde periodontal através da utilizacdo do
indice PSR e o diagnéstico periodontal.

4.1 Avaliacao da saude oral

Todos os pacientes foram avaliados clinicamente por um examinador
calibrado. A avaliagdo da saude oral foi feita por inspecdo intraoral
caracterizando-se os elementos dentarios, por intermédio do indice CPOD,
caracterizacdo da saude periodontal através da utilizacdo do indice PSR e o

diagndstico periodontal.

Para o indice de cérie foi utilizado o indice de CPOD (Tabela 3). Trata-se
de um indice amplamente utilizado em estudos epidemiolégicos, consistindo na
soma do numero de dentes cariados, perdidos e obturados de cada individuo,
podendo depois ser calculada a média da populacdo em estudo. Para
preenchimento do indice CPOD, foram seguidos os critérios para a determinacéo
dos dentes cariados, perdidos e obturados, sugeridos pela OMS (66). E avaliado
0 estado da saude oral segundo os critérios da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (15).
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Tabela 3- Critérios utilizados para determinac&o do indice CPOD

Cddigo Critério

0 Higido

Leséo de carie
Restaurado com carie
Restaurado sem cérie
Dente perdido por carie
Dente perdido por outra razéo
Selante de Fissuras
Prétese ou Implante
Incluso

Trauma

© 4 0 N o o b~ W N P

N&o Registado

Para a doenca periodontal utilizamos o PSR, um método rapido e objetivo
capaz de quantificar a doenca periodontal baseado em trés indicadores:
sangramento gengival a sondagem, presenca de calculo dentério e profundidade
de sondagem (67). Além disso, avalia também a presenca de envolvimento de
furca, mobilidade dentéria, problemas mucogengivais e recessdes gengivais
superiores a 3,5 mm. Quando pelo menos uma das condi¢cdes acima estiver
presente, um asterisco (*) deve ser acrescentado a pontuacdo PSR para o
sextante em questdo (67). Preenchendo-se o PSR (Periodontal Screening and

Recording Index) de acordo com a escala fornecida pela OMS, Tabela 4.

7

A informacédo é recolhida em funcdo dos seis sextantes. O primeiro
sextante inclui os dentes 18 a 14 de acordo com a classificacdo da OMS, o
segundo, os dentes 13 a 23 e assim sucessivamente. Foi sondado 1 dente em
cada sextante, o que se encontrava periodontalmente em “pior estado”, cada

dente é sondado em seis locais diferentes.

Para detetar condi¢fes patolégicas sem produzir dor ou resultados falsos,

recomenda-se uma forca méxima de sondagem de 20g (67).
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Assim, cada dente é classificado de 0 a 4, mas apenas a maior pontuacao
do sextante é registada. Além disso, 0s sextantes com menos de dois dentes

sao classificados com um 'X' e ndo séo considerados na avaliacdo geral (67).

Durante o exame clinico oral foi utilizada uma sonda periodontal
milimétrica - ClickProbe® - sendo, com ela, avaliados dois parametros
indicadores do status de saude oral: a profundidade de sulco e o indice de

sangramento.

Tabela 4- Tabela representativa dos critérios utilizados para preenchimento do
PSR

NIVEL CRITERIO

0 Saude Periodontal

Sangramento a sondagem
Presenca de célculo supragengival
Bolsa periodontal de 3,5-5,5 mm

A W DN PP

Bolsa periodontal > 6mm

*

Recessao, mobilidade dentéria, envolvimento

de furca ou problemas mucogengivais

4.1.1 Calibracéao

Para assegurar que os resultados possam ser comparaveis e de forma a
que em trabalhos futuros também estas amostras possam ser utilizadas para o
desenvolvimento de outros projetos foi necessario proceder-se a uma calibracao
de examinadores.

Foram recrutados 10 pacientes, todos alunos da Clinica Universitaria da
UCP.

O protocolo de examinagao consistiu em duas fases. Primeiramente, 0s
sete examinadores, mediram o CPOD de cada paciente e comparados 0s
diferentes resultados, comprovando que em média, todos obtiveram os mesmos
resultados, estando assim apenas estes examinadores autorizados a fazer
recolhas validas. Posteriormente, apos clarificada a nova classificagéo do estado

de saude e doenca periodontal por cada um dos examinadores, estes foram
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realizar as profundidades de sondagem e de recessao gengival em 6 superficies
por dente (disto-vestibular, vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual, lingual e

mesio-lingual), em todos os dentes, de todos 0s pacientes.

5. Recolha de amostras de saliva

Para definir o perfil de proteinas da saliva de individuos saudaveis foram
recolhidas amostras de saliva total ndo estimulada, sendo que o0 seu
processamento e armazenamento foram realizados de acordo com o protocolo
estabelecido no SalivaTec (33) (Anexo 1V). A saliva foi recolhida entre as 9horas

e as 11lhoras para minimizar os efeitos do ritmo circadiano.

Podem ser utilizados para a obtencdo de amostras de saliva diferentes
procedimentos, sendo que para este estudo, foi recolhida saliva total ndo
estimulada recorrendo a colocacdo de dois rolos de algoddo em posicao
sublingual (AnexolV). Uma vez que o volume salivar e a composicao da saliva
sao influenciados pelo horéario da recolha, estacdo do ano, posicdo do paciente,
estado de hidratacdo, idade, uso de medicamentos e muitos outros fatores (32)
o procedimento de recolha tem de ser feito sempre nas mesmas condicfes para
estes parametros. Nesse sentido, solicita-se aos dadores para se absterem de
comer, beber ou fazer procedimentos de higiene oral uma hora antes da recolha
de saliva. Antes da colheita, todos os participantes devem fazer um bochecho
durante 30 segundos com 10mL de 4gua engarrafada fornecida através de um
tubo de falcon de 50mL, para remover restos alimentares, células epiteliais
descamadas e microrganismos e de seguida deve ser cuspida de novo para o
tubo. Este é fechado e armazenado. Apds esta fase, € aguardado um minuto até
se proceder a recolha de saliva. S&o colocados dois rolos de algodao esterilizado
na zona sublingual até perfazer dois minutos, os quais sdo removidos e

colocados no interior de um tubo de falcon de 15 mL.

Seguidamente, como o tempo de armazenamento e 0 congelamento,
pode alterar alguns parametros da saliva (68), procedeu-se a centrifugacao das
amostras a 10.000 xg, durante 10 minutos, a 4°C, recolheu-se o sobrenadante e

procedeu-se a avaliagcdo dos seguintes parametros salivares: i) concentracéao de
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proteina, atraves do Pierce™ BCA Protein Assay Kit, seguiram-se 0s passos
estipulados no protocolo do fabricante (Anexo V); ii) fluxo salivar, calculado
dividindo a quantidade total de saliva obtida por minuto; iii) pH, utilizando um
microeléctrodo Hanna HI1083B (33).

Posteriormente, todas as amostras foram aliquotadas para
armazenamento numa arca congeladora a -80°C, destinadas a posterior

avaliacao.

Foi atribuido a cada amostra, a medida que iam sendo colhidas, um

cadigo para facilitar a gestdo das amostras

6. Determinacéo e analise do perfil de proteinas da saliva
(Saliva Print)

O perfil total de proteinas da saliva (SalivaPrint) foi obtido por eletroforese
capilar, usando o sistema Experion™ Automated Electrophoresis System
(Biorad) em chips standard de proteinas (Experion™ Pro260 Analysis Kit) de
acordo com as especificacdes técnicas fornecidas pelo fabricante (33) seguindo
o protocolo (Anexo VI). O perfil de proteinas e a quantificacdo das bandas foram

obtidos com recurso ao Experion™ Software, version 3.20 (Figura 4).

Blactroge manifoks -
9 \ .
v
Lid release

]
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Power button —.‘ ®
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Figura 4- Imagem ilustrativa do equipamento Experion™ Automated
Electrophoresis System (Biorad) adaptada de (69)

Cnip platform
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O Experion permite obter os perfis proteicos de dez amostras, em
simultaneo, através de um Unico processo que realiza a separacdo, coloracao,
detecdo e quantificacdo das proteinas presentes nas amostras de saliva, tudo
através de um processo automatizado que demora trinta minutos a ser
executado(50).

Resumidamente, comecou-se por fazer a normalizacdo da concentracao
de proteina total de cada amostra colocada em cada poco a 2000 ug,
assegurando que estdo dentro dos limites de leitura do Experion e a
padronizacao da concentracao total de proteinas entre as amostras analisadas,
otimizando a comparacao dos diferentes perfis. De seguida, faz-se a preparacéo
do Gel (G) e do Gel-Stain (GS), e prepara-se o Buffer das amostras nas
condicdes redutoras, que € adicionado as amostras e ao Ladder. Estes sao
aquecidos em banho maria a seco durante 10min. Adiciona-se agua desionizada
e estdo preparados para serem pipetados no chip. Antes de se iniciar a
pipetagem das amostras, do Ladder e dos dois tipos de géis no chip, &
necessario preparar o chip (69). Apds o chip preparado inicia-se o carregamento,
nos respetivos poc¢os assinalados no chip (69).

Cada chip permite obter os perfis proteicos de 10 amostras, em
simultaneo, no entanto neste estudo foram utilizadas réplicas de todas amostras,
por isso cada chip continha 5 amostras.

O marcador de pesos moleculares incluido no kit Pro260 é utilizado como
padrdo. A curva de calibracéo utilizada em todas as andlises é feita usando um
padrao interno fornecido pelo fabricante. Este método tem uma resolucéo de 2,5
- 2000 ng/ mL de proteina e consegue separar proteinas de 10 - 260 kDa. O perfil
de proteinas e a quantificacdo das bandas sdo obtidos com recurso ao
Experion™ Software, version 3.20 (33). Os perfis resultantes desta estratégia
sdo representados pelas massas moleculares no eixo dos XX e pela
fluorescéncia, correspondente a concentracdo de uma ou um conjunto de
proteinas, no eixo dos YY, como se pode observar a titulo de exemplo na Figura
5.

Quando existe presenca de proteinas num determinado intervalo de pesos

moleculares, sera, atraves da detecao da fluorescéncia, possivel visualizar picos
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no perfil obtido que vao variar em morfologia de acordo com a concentragao total

de proteinas, detetada pela intensidade da fluorescéncia.

A analise dos perfis obtidos foi feita recorrendo a ferramenta SalivaPrint
Toolkit. O SalivaPrint Toolkit serve como uma ferramenta de caracterizacéo
fenotipica de pacientes para identificar pesos moleculares relacionados com
condicdes particulares e, a partir dai, encontrar proteinas, que podem estar

envolvidas nos mecanismos celulares desregulados (33).

O algoritmo SalivaPrint Toolkit permite a criacdo de perfis médios e a
identificacdo dos intervalos de massas moleculares em que estdo presentes 7
picos principais. Existem evidéncias cientificas onde os intervalos variam de
acordo com a situacao patologica (52). Neste trabalho pretendeu-se verificar se
o SalivaPrint Toolkit permite a determinacéo dos perfis totais de proteinas tipicas
de individuos saudaveis, se existe relagdo com o estado de saude oral e a
variacdo com a idade e género, com a finalidade de identificar se h& proteinas
diferentemente expressas e que eventualmente possam servir para caracterizar
um estado de salude saudavel e a sua relacdo com a saude oral e, por outro lado,

estabelecer se o perfil de proteinas € influenciado pela idade e género.

Fluoresncéncia

Figura 5- Perfil exemplo resultante da analise do algoritmo SalivaPrint Toolkit

Assim, para a identificacdo das gamas de proteinas que melhor diferenciam
os perfis caracteristicos a analise baseou-se no uso da meia altura referente a
cada pico presente no perfil. A meia altura nada mais é que a regido do pico onde
se encontram as proteinas que mais contribuem para a sua presenca e
morfologia caracteristica (50).

A determinacao da meia altura foi determinada pela sele¢cdo do valor do

ponto maximo do pico, que corresponde a maior quantidade de fluorescéncia
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detetada. Avaliou-se 0 peso molecular correspondente ao inicio e ao fim de cada
pico, obtendo-se assim o intervalo de pesos moleculares em que se insere cada
pico, posteriormente através da utilizacao do SalivaPrintToolKit obteve-se a area
de cada pico, que sera utilizada para a comparacdo dos mesmos picos de
amostras de grupos diferentes e para se determinar as possiveis proteinas

presentes nesse intervalo.

7. Avaliacdo darelagcdo do SalivaPrint com aidade, género e
saude oral.

A relacdo com a idade, género e saude oral (37) foi avaliada através duma
andlise transversal onde associamos estes fatores ao perfil do SalivaPrint.

Para isso, foi realizada uma analise estatistica pico a pico de forma a ser
detetada ou ndo uma variacao estatisticamente significativa entre cada pico de
cada grupo. Esta andlise permitiu avaliar quais dos fatores tém impacto no perfil
total de proteinas da saliva e, assim, definir um perfil saudavel e/ou um perfil de

patologia oral caracteristico.

8. Analise estatistica dos resultados

Os dados sociodemogréficos e de salde da populacao foram analisados
através de testes ndo paramétricos: ANOVA, t-teste, Mann-Whitney pelo
software IBM SPSS Statistics 24. Foi utilizada uma significancia de 95% para
todos os parametros analisados estatisticamente e sempre que necessario foram

identificados e eliminados os “outliers” em cada grupo de estudo.
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I1l. RESULTADOS E DISCUSSAO






Resultados e Discussao

1. Caracterizagcao da populacéao

A populacdo amostrada para a realizacdo deste trabalho consistiu
em 79 individuos, sendo 51 do sexo feminino e 28 do sexo masculino que
correspondem a 64,6% e a 35,4% respetivamente como demonstra a

Figuras 6.

Género

BFeminino
BElMasculino

Figura 6- Distribuicdo de individuos da amostra por género (%)

Esta populacao foi dividida em 3 intervalos de faixa etaria (Figura
7) e na sua globalidade apresentou uma média de idades 23,30+1,306. O
grupo de individuos com menos de 13 anos (G1l) apresentou idades
compreendidas entre os 7 e 0s 12 anos, com uma média de 8,526+0,345,
0 grupo de individuos entre os 13 e 0s 24 anos (G2) apresentou idades
compreendidas entre os 13 e 0s 24 anos, com uma média de 20+0,717,
o grupo de individuos entre os 25 e os 50 anos (G3 e G6) apresentou
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idades compreendidas entre os 25 e os 50anos, com uma meédia de

34,09+1,30 (Figura 8).

Idade

M<13 anos
13-24 anos
[25-50 anos

Figura 7- Divisdo da amostra total em intervalos de faixa etaria
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Figura 8- Distribuicdo das idades por grupo de faixa etaria

2. Caracterizacao do status de saude oral da populacao
2.1indice CPOD

O indice CPOD é recomendado pela OMS para utilizacdo pela Medicina
Dentéria de forma a medir e comparar a presenca de céarie dentaria, sendo 0s
valores possiveis: dentes cariados, perdidos e obturados (70), quando
observada uma destas situacdes, regista-se a quantidade de cada um e os
valores sdo somados para todos os dentes presentes na cavidade oral.
Relativamente ao grupo G6 da presente amostra temos uma média de 3,09+,433
com a distribuicdo apresentada na Tabela 5. Daqui, quantificaram-se o niamero
de cariados, que apresentam entre 1 a 5 caries ativas no momento da
observacédo (Figura 9), com uma média de 0,34+ 0,108 na amostra total, facto
influenciado pela maior parte da populagéo ser saudavel do ponto de vista oral.
Independentemente de serem saudaveis periodontais, existem 67 individuos
sem carie 84,8% (G1, G2 e G3) e 12 com caries 15,2%, estes ultimos estao
incluidos no grupo dos 25-50 anos com patologia oral (G6).

37



Tabela 5- indice de CPOD correspondente a amostra total e % correspondente

Frequéncia Percentagem

Valido 0 67 84,8
1 5 6,3

2 2 2,5

3 3 3.8

4 1 1,3

5 1 1,3

Total 79 100,0
Cariados

Figura 9- Distribuicdo do nimero de céries na amostra total (%)

2.2 Status Periodontal

Relativamente ao diagnéstico periodontal da populacédo, este foi medido
com o indice PSR e temos uma populacéo que se distribui da seguinte forma: 2
com gengivite (2,5%), 8 com periodontite (10,1%) (na faixa etaria dos 25-50 anos
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G6) e os restantes 69 saudaveis 87,3% do ponto de vista periodontal (Figura 10).
Estes, juntamente com o grupo de cariados descrito anteriormente, caracterizam
0 grupo com patologia oral utilizado para o estudo (G6). Ainda que nesta
classificacdo aparecam saudaveis do ponto de vista periodontal, caso
apresentassem caries, foram incluidos no grupo com patologia oral na anélise

de grupos.

Ainda que apenas 10 individuos tenham patologia periodontal, a
populacdo total apresenta uma média de 0,82+0,121 para o indice de PSR, e

uma distribuicdo como mostra a Figura 11.

A gengivite e a periodontite sdo duas doencas inflamatorias cronicas
periodontais, que afetam 8 em cada 10 pessoas com idade igual ou superior a

35 anos em toda a Europa, pelo que estéo entre as patologias mais comuns(71).

Diagndstico

M Gengivite
W Periodontite
Osaudavel

Figura 10- DistribuicAo do diagnéstico periodontal na amostra total e %
correspondente

39



PSR

Figura 11- Distribuicio dos valores do indice de PSR da amostra total e % correspondente

3 Caracterizacao da saliva através de parametros fisico-
guimicos

Apresentam-se de seguida os resultados relativos a concentracdo de
proteina, pH e fluxo salivar das amostras de saliva obtidas neste estudo. Para
simplificacdo e devido a constrangimentos de tamanho deste documento,
apenas serdao apresentados os graficos nos testes em que se observou

significancia estatistica.
3.1Concentragdo total de proteina

Primeiramente, testou-se se a concentracdo total de proteina depende do

género, independentemente da idade e do facto de ter ou ndo patologia oral. A
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analise mostrou que este parametro nao difere, significativamente, com o género
(p=0,219). Esta informacéao esta de acordo com alguma literatura como Bhuptani
et.al, Shivkumar et al e Vibhakar et al, que nos seus estudos ndo encontraram
nenhuma alteragdo significativa entre a concentragédo total de proteinas salivares
e individuos de diferente género (72—74), no entanto Dodds et al. detetaram que
0 sexo apresenta diferencas significativas com a concentracdo de proteina
salivar (75). No sentido de esclarecer com exatiddo como varia esta relacao é
imprescindivel repetir o estudo aumentando o tamanho da amostra,
estabelecendo critérios de exclusdo muito especificos, para isolar o efeito idade

de outros fatores que possam afetar a composicao da saliva.

De seguida verificou-se se a concentracdo total de proteina difere com a
idade, independentemente do género e do facto de ter ou ndo patologia.
Verificou-se que a concentracéo total de proteina difere, significativamente, com
a idade (p=0,006 e p=0,10). Como se observa, nas comparacfes multiplas
abaixo (Figura 12), o grupo que tem entre 25 e 50 anos (G3 e G6) tem, em média,
concentracdo de proteina total, significativamente mais alta do que quem tem

idades inferiores, independentemente de ter ou ndo patologia oral.

2500,00 [ p-0,006 |

[ p=0,10 |

2000,00-

1500,00=

1000,00- ‘ |

500,00+ _L J_

Concentracédo de Proteina ug/mL

00—

T T T
<13 anos 13-24 anos 25-50 anos

Idade

Figura 12- Comparagdes multiplas da concentragdo da proteina total nos diferentes grupos de faixa etaria
G1, G2 e (G3 + G6); * e ° outliers
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Fomos comprovar esta informacdo comparando apenas os individuos
saudaveis sistémicos e orais G1, G2 e G3, as conclusdes mantém-se (p=0,000).
A concentragdo de proteina total difere, significativamente, com a idade. Como
se pode observar nas comparac¢6es multiplas (Figura 13), o grupo que tem entre
25 e 50 anos G3 tem, em média, concentracdo de proteina total,

significativamente mais alta do que em grupos de faixa etaria menor G1 e G2.

Esta informacdo estd de acordo com grande parte das investigagoes,
onde parece observar-se uma correlacao positiva entre a idade e a concentracéo
de proteina (72,76). Os individuos adultos, possuem uma concentracdo de
proteinas total na saliva maior, que criangas, indicando que ha um processo de
desenvolvimento e maturacédo das glandulas salivares durante o processo de
crescimento (77). Segundo o estudo de Bhuptani et al. a concentracdo de
proteina total aumenta até a meia idade e permanece constante em adultos,
diminunuindo com o avanc¢o da idade, no entanto no presente estudo nao
conseguimos confirmar estes dados devido ao intervalo de idade mais maduro
terminar nos 50 anos, ndo tendo sido avaliados faixas etarias mais elavadas
(72).
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Figura 13- Comparacdes multiplas da concentragédo da proteina total nos diferentes grupos de faixa etaria
G1, G2 e G3; * e °outliers

De seguida verificou-se se a concentracao total de proteina varia entre os
grupos saudaveis orais G1, G2 e G3 e os individuos do grupo G6 com patologia
periodontal. Esta andlise revelou que a concentracao total de proteina néo difere,

significativamente, no grupo com patologia (p=0,392).

Avaliou-se ainda a corelacdo da concentracdo de proteina dos mesmos
grupos com a presenca de cérie, esta também néo difere, significativamente,

com a presenca de carie, (p=0,353).

De seguida fez-se a mesma comparagédo, mas tendo em conta apenas 0s
grupos G3 e G6, ou seja, dentro da mesma faixa etaria, mas diferindo pela
presenca de patologia oral no grupo G6. Observou-se que existe diferenca
significativa entre G3 e G6, no que respeita a concentracdo de proteina
(p=0,011). Em média, os individuos saudaveis com 25-50 anos (G3) tem uma
concentracéo de proteina significativamente superior aos que tém patologia oral

na mesma faixa etaria (G6) (Figura 14).
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Figura 14- Comparagdes multiplas da concentragdo da proteina total nos grupos para a mesma faixa
etaria, sem patologia oral (G3) e com patologia oral (G6)

Shaila et al, pelo contrario, detetaram um aumento na concentragédo de
proteina salivar total nos grupos com gengivite e periodontite (78). No estudo
conduzido por Henskens et al. também apresentam um aumento do valor de
concentracdo de proteina nos grupos com periodontite e gengivite, quando
comparados com os controlos(64). N&o se encontrando assim 0S NOSS0S
resultados de acordo com a literatura, sendo necessarios mais estudos para

avaliar as raz0es desta discrepancia.

3.2 pH

Foi avaliada a relagdo do pH com a condicao oral (doenca periodontal e
caries dentarias) na mesma faixa etaria G3 vs G6), diferenciados pelo primeiro

nao possuir patologia oral ao contrario do segundo.

Esta analise demonstrou que o pH nao difere, significativamente, em
individuos com patologia periodontal (p=0,756). Assim como também néo difere,
significativamente com a presenca de carie, (p =0,099).
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Apesar de no presente estudo néo se verificar relacdo do pH com a doenca
periodontal nem com as caries dentarias, existem evidéncias que afirmam que a
capacidade de tampéo salivar protege o dente da carie dentaria, e esta por sua
vez impede a reducéo de pH neutralizando os agucares na cavidade oral (79,80).
Por outro lado, na doenca periodontal, ocorre maior alcalinizagdo do sulco
gengival, elevando o pH acima de 8,0 (81). Galgut tentou correlacionar o pH com
gengivite e periodontite. Contudo, as correlacdes entre o pH e gengivite néo
foram significativas, mas para a periodontite, foi encontrada significancia(82,83).
Sewon et al. sugere nos seus estudo que alteracées no pH na presenca de
gengivite e periodontite ndo sédo tao evidentes como as alteracbes no fluxo
salivar (83,84). Assim, sdo necessarios mais estudos para esclarecer esta

relacéo.

3.2Fluxo

A taxa de fluxo salivar é considerada o principal fator que afeta a composicao
eletrolitica, iBes inorganicos como sadio, cloreto, calcio, potassio, magnésio,
bicarbonato, sulfato, tiocianato, fosfato e fllor, da saliva, que sédo responsaveis
pelo equilibrio osmotico, pela capacidade de tamponamento e remineralizacao
dentaria (85).

Relativamente ao fluxo a andlise foi feita também apenas para os grupos da
mesma faixa etaria sem patologia oral (G3) e com patologia oral (G6) e a sua

disperséo de valores é observada na Figura 15.
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De acordo com a literatura o fluxo médio diario de saliva total em individuos
saudaveis varia entre 500 e 1500 mL, informacao coincidente com a informacao
presente neste estudo (85-87) (Figura 15).

Avaliou-se a sua variagao para os individuos com patologia periodontal, ndo
existindo diferencas significativas no fluxo entre os grupos G3 e G6 (p=0,359).
Esta observagéo estad em concordancia com o estudo de Schutzemberger et al.
em que foi feita uma analise bioquimica do fluido salivar de individuos portadores
de doenca periodontal e os resultados obtidos para o fluxo salivar nesta
investigagdo, foram considerados normais. Concluiram, portanto, que nao ha
correlacao entre o fluxo salivar de individuos saudaveis e portadores de patologia
periodontal (88). Shaila et al. também conclui que a taxa de fluxo salivar ndo se

alterou com o estado periodontal (78).

Comparativamente a presenca de carie, nao existem diferencas significativas
relativamente ao fluxo, entre o grupo de saudaveis orais G3 e os individuos que

tem carie do grupo com patologia oral G6 (p =0,249). No entanto sabe-se que a
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taxa de fluxo salivar transmite um efeito protetor contra a céarie. Uma taxa de
fluxo salivar inferior a 1mL/min é considerada como fator de risco para
desenvolver carie (80,89) . Hoolbrook et al e Vehkalahti et al também relataram
resultados semelhantes encontrando rela¢des entre a diminuig&o do fluxo salivar

e 0 aumento de risco de carie (90,91).

Estudou-se também a relacdo entre o fluxo salivar e o género,
independentemente da idade e do diagndstico. Verificou-se que ndo existem
diferencas significativas no fluxo entre géneros, no grupo da mesma faixa etéria
independentemente do diagndstico (p=0,443). O que ndo se encontra de acordo
com a literatura, possivelmente devido ao tamanho reduzido da amostra.
Segundo a literatura, a taxa de fluxo de salivar através de uma recolha de saliva
ndo estimulada, é, significativamente menor no género feminino, do que no
género masculino (92—-94). Scott justificou esta diminuicdo do fluxo através dum
estudo onde relacionava o tamanho das glandulas salivares entre géneros, 0
género feminino possui glandulas de tamanho inferior(95). Outros estudos
relacionaram a taxa de fluxo salivar com o tamanho das glandulas salivares,
comprovando que de facto, glandulas salivares de tamanho menor, diminuem
consequentemente o fluxo(96—-98). Assim, como o0 género feminino possui
glandulas de menor tamanho atribui-lhe uma taxa de fluxo inferior ao género
masculino (99). Affo et al realizaram uma meta-analise incluindo todo o trabalho
publicado sobre saliva e idade relataram que taxa de fluxo médio de saliva
estimulada e ndo estimulada foram significativamente menores (p <0,001) em
adultos mais velhos do que os mais jovens (100). Vandenberghe-Descamps et
al confirmou esta informacdo quando comparou idosos saudaveis (70-92 anos)
e jovens (22-55 anos) em que observaram uma reducdo média de 38,5% na taxa
de fluxo salivar em idosos em relacdo aos jovens (101). Neste estudo, ndo é
impossivel relacionar essa informacgéo pois os valores de fluxo existiam apenas

para o grupo G3 e G6 que pertenciam a mesma faixa- etaria.
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3.3Concentracao de proteina total vs PSR vs CPOD vs pH vs fluxo
salivar

Fez-se ainda uma analise, exclusivamente com o grupo G6 (patologia oral
entre os 25-50 anos), de forma a correlacionar todas as variaveis, concentracéo
de proteina total, PSR, CPOD e pH e perceber se existe algum tipo de relacao
entre elas (Tabela 6). S6 se verifica correlacao significativa entre concentracéo
de proteina e pH (p=0,049). Essa correlacdo € negativa (-0.756) e forte,
indicando que um aumento de concentragcao de proteina leva a uma diminuicao

de ph e vice-versa.

Pyati et al. num estudo que consistia e medir e comparar os niveis de fluxo
salivar, pH, capacidade tampé&o e proteina total, entre criancas com cérie ativa e
livres de cérie, encontraram uma relacéo de diminuicdo proporcional (p <0,05)
de pH com o aumento proporcional (p> 0,05) na concentracdo de proteina total
salivar, em criangcas com carie ativa (102). Corroborando assim, com 0S N0SS0S

resultados.

Para os saudaveis, fez-se 0 mesmo estudo e ndo ha correlacdes

significativas.
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Tabela 6- Correlagdo de todas as variaveis, concentracé@o de proteina total, PSR, CPOD e pH no grupo com
patologia oral G6

Correlacdes

Concentracao
pH Proteina CPOD PSR Fluxo
pH Correlac@o de Pearson 1 0,378 0,632 0,231
Sig. (bilateral) 0,049 0,404 0,128 0,709
N 7 7 7 7 5
Concentracao Proteina Correlacdo de Pearson -0,756" 1 -0,598 -0,308 -0,276
Sig. (bilateral) 0,049 0,068 0,386 0,509
N 7 10 10 10 8
CPOD Correlacéo de Pearson 0,378 -0,598 1 0,593 0,112
Sig. (bilateral) 0,404 0,068 0,071 0,791
N 7 10 10 10 8
PSR Correlagéo de Pearson 0,632 -0,308 0,593 1 ,120
Sig. (bilateral) 0,128 0,386 0,071 0,777
N 7 10 10 10 8
Fluxo Correlagéo de Pearson 0,231 -0,276 0,112 0,120 1
Sig. (bilateral) 0,709 0,509 0,791 0,777
N 5 8 8 8 8

4 Anélise do perfil total de proteinas — SalivaPrint com idade,
género e saude oral

Neste capitulo serdo demonstrados os perfis resultantes do SalivaPrint
dos grupos mencionados anteriormente, representados na Tabela 1. Procedeu-
se a determinacao dos Perfis Médios correspondentes a cada uma das situactes
em estudo, delimitaram-se as areas correspondentes a meia altura de cada pico
e obteve-se desta forma o valor da area correspondente ao intervalo de pesos
moleculares das proteinas que se encontram mais alteradas (picos mais altos).
Esta analise foi efetuada para cada pico de todos os perfis médios obtidos e

estes foram comparados entre eles para responder aos objetivos propostos:

1) Existe variacdo do SalivaPrint com a idade e com o género?
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2) O perfil de proteinas da saliva por eletroforese capilar (SalivaPrint)

relaciona-se com a saude oral?

4.1. Variacao do SalivaPrint com a idade

G1 G2 G3

350 Pico 5

Fluorescéncia

Peso Molecular KDa

Figura 16- Perfis Médios dos grupos G1, G2 e G3

A figura 16, apresenta o Perfil Médio da populagédo com idade inferior a 13
anos (G1), entre os 13 e o0s 24 anos (G2) e entre os 25 e os 50 anos (G3. Para
verificar se a faixa etaria influéncia o perfil do SalivaPrint em individuos
saudaveis sistémicos e orais, compararam-se 0s 7 picos do perfil médio dos 3
grupos: G1, G2 e G3. Estas comparagdes foram feitas pico a pico.Considera-
se que o perfil de SalivaPrint difere significativamente, entre os grupos, se o valor
de p resultante for inferior ao nivel de significancia (estipulado a 5%), isto €, se
p<0,05.

Para o pico 1 (p=0,347), o pico 3 (p=0,055), o pico 4 (p=0,570), o pico 5
(p=0,963) e o pico 6 (p=0,637), o SalivaPrint ndo difere significativamente entre

0s 3 grupos

Para o Pico 2 o grupo 2 apresenta um pico significativamente superior ao
do grupo 3 (p=0,000) (Figura 17). Ou seja, na faixa etaria dos 13 aos 24 anos
relativamente & faixa etaria dos 25 aos 50 anos observa-se uma alteracdo nas

proteinas com mobilidade eletroforética na gama dos 17 aos 21,6 kDa.
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Figura 17- Distribuicdo dos valores médios do Pico 2 de cada grupo, G1, G2 e G3. ° outliers
E para o pico 7, O grupo 2 apresenta um pico significativamente superior
ao do grupo 1 (p=0,011) (Figura 18). Ou seja, na faixa etaria dos 13 aos 24 anos

relativamente a faixa etaria dos menores de 13 anos observa-se uma alteracéo

nas proteinas com mobilidade eletroforética na gama dos 51,9 aos 62,9 KDa.
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Figura 18- Distribuicdo dos valores médios do Pico 7 para cada grupo, G1, G2 e G3. ° outliers

4.2 Variacdo do género

4.2.1 Faixa etaria menor que 13 anos

A figura 19, apresenta o Perfil Médio da populacdo com idade menor que
13 anos saudaveis sistémicos e orais do sexo feminino e masculino
separadamente, grupo G1F e G1M respetivamente. Para verificar se o género
influencia o perfil do SalivaPrint na mesma faixa etaria (menos de 13 anos). Estas

comparacdes foram feitas pico a pico.

Considera-se que o perfil SalivaPrint difere significativamente, entre os 2
grupos, se o valor de p resultante, for inferior ao nivel de significancia (estipulado

a 5%), isto é, se p=0,05.
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Figura 19- Perfis Médios dos grupos G1F e G1M

Para o pico 1 (p=0,484), o pico 2 (p=0,172), o pico 3 (p=0,139), o pico 4
(p=0,8534), o pico 5 (p=0,684), o pico 6 (p=>0,05) e o pico 7 (p>0,05), o

SalivaPrint ndo difere significativamente entre os 2 géneros

4.2.2 Faixa etaria entre 0os 13 e os 24 anos

A figura 20, apresenta o Perfil Médio da popula¢do com idade entre 13 e
24 anos saudaveis sistémicos e orais do sexo feminino e masculino
separadamente, grupo G2F e G2M respetivamente. Para verificar se o género
influencia o perfil do SalivaPrint nesta faixa etaria (entre os 13 anos e 0s 24).

Estas comparacfes foram feitas pico a pico. Considera-se que o perfil
SalivaPrint difere significativamente, entre os 2 grupos, se o valor de p resultante.
for inferior ao nivel de significancia (estipulado a 5%), isto €, se p<0,05.
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Figura 20- Perfis Médios dos grupos G2F e G2M

Para o pico 1 (p>0,05), o pico 2 (p>0,05), o pico 3 (p>0,05), o pico 4
(p>0,05), o pico 5 (p>0,05), o pico 6 (p>0,05) e o pico 7 (p>0,05), o SalivaPrint

nao difere significativamente entre os 2 géneros

4.2.3 Faixa etaria entre os 25 e 0s 50 anos

A figura 21, apresenta o Perfil Médio da populagdo com idade entre 25 e
50 anos saudaveis sistémicos e orais do sexo feminino e masculino
separadamente, grupo G3F e G3M respetivamente. Para verificar se o género
influencia o perfil do SalivaPrint nesta faixa etaria (entre os 25 anos e os 50).
Estas comparacdes foram feitas pico a pico. Considera-se que o perfil
SalivaPrint difere significativamente, entre os 2 grupos, se o valor de p resultante.

for inferior ao nivel de significancia (estipulado a 5%), isto €, se p<0,05.
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Figura 21- Perfis Médios dos grupos G3F e G3M
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Para o pico 1 (p>0,05), o pico 2 (p>0,05), o pico 3 (p>0,05), o pico 4
(p>0,05), o pico 5 (p>0,05), o pico 6 (p>0,05) e o pico 7 (p>0,05), o SalivaPrint

nao difere significativamente entre os 2 géneros.

4.2.3 Todos os individuos saudaveis sistémicos e orais, sem divisdo por faixa

etarias, dos 7 aos 50anos.

A figura 22, apresenta o Perfil Médio da populacédo saudaveis sistémicos
e orais, do género feminino e masculino, grupos G4 e G5 respetivamente,
independentemente das faixas etarias, dos 7 aos 50anos. Para verificar se o
género influencia o perfil do SalivaPrint, independentemente da idade. Iremos
comparar os 7 picos do perfil médio dos 2 grupos: G4 e G5. Estas comparacoes

foram feitas pico a pico.
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Figura 22- Perfis Médios dos grupos G4 e G5

Para o pico 1 (p>0,05), o pico 2 (p>0,05), o pico 3 (p>0,05), o pico 4
(p>0,05), o pico 5 (p>0,05), o pico 6 (p>0,05) e o pico 7 (p>0,05), o SalivaPrint

nao difere significativamente entre os 2 géneros.
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4.3 Variagcdo com a saude oral

A figura 23, apresenta o Perfil Médio da populagcédo com idade entre os 25
e 0os 50 anos, saudaveis sistémicos e orais, e saudaveis sistémicos com
patologia oral grupos G3 e G6 respetivamente. Para verificar se a existéncia de
patologia oral influencia o perfil do SalivaPrint, na mesma faixa etaria (25-50).
Iremos comparar os 7 picos do perfil médio dos 2 grupos: G3 e G6. Estas
comparacdes foram feitas pico a pico.

G3 G6

Pico 1 Pico 4

Peso Molecular KDa

Figura 23- Perfis Médios dos grupos G3 e G6

Para o pico 1 (p=0,471), o pico 3 (p=0,308), o pico 4 (p=0,418), o pico 5
(p=0,644), o pico 6 (p>0,05) e o pico 7 (p>0,05), o SalivaPrint ndo difere
significativamente entre os 2 grupos

Para o Pico 2 o grupo 6 apresenta um pico significativamente superior ao
do grupo 3 (p=0,012). (Figura 24). Ou seja, na faixa etaria dos 25 aos 50 anos
com patologia oral, relativamente a mesma faixa etaria sem patologia oral,
observa-se uma alteracao nas proteinas com mobilidade eletroforética na gama
dos 17,4 aos 21,3 kD
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Figura 24- Distribui¢do dos valores médios do Pico 2 para cada grupo, G3 e G6. ° outliers

4.3 Limitacdes do estudo

Apbs a realizagdo do presente estudo e dos objetivos cumpridos, no
sentido de melhores estudos futuros, podemos identificar como principais

limitagcOes:

Complexidade em encontrar individuos totalmente saudaveis
sistemicamente e/ou oralmente, principalmente em faixas etarias

mais adultas;

O horario da recolha da amostra é limitado de forma a evitar
alteracbes pelo ritmo circadiano, no entanto dificulta a

disponibilidade dos individuos na sua realizacéo;

O namero de participantes no estudo deveria ser mais alargado
principalmente para aumentar a representatividade das

populacdes observadas;
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A saude sistémica foi auto relatada pelos participantes e,
idealmente, deveria ser fornecida pelo médico de familia ou por

exames complementares de diagnéstico;

A ndo utilizacdo de exames complementares de diagnostico,
nomeadamente, analise radiografica, pode ter resultado na
identificacdo errada dos dentes cariados e obturados e, em
consequéncia, do indice CPOD bem como do diagnostico
periodontal. No entanto, a maioria dos estudos utilizados para

comparacao destes valores utilizou uma metodologia semelhante.

Como o SalivaPrint € um método novo, ainda nas fases iniciais de
desenvolvimento, ainda ndo existemm muitos estudos sobre este

tema com 0s quais se possam comparar resultados.

No caso da analise do SalivaPrint as compara¢cdes deveriam ter
em conta todo o perfil e ndo apenas os 7 principais picos
observados. Isto deve-se a falta de estratégias de analise de perfis
eletroforéticos que tenham em conta a totalidade do perfil. De
futuro estd previsto o desenvolvimento de estratégias

bioinforméaticas para fazer estas comparacoes.
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V. CONCLUSAO






Concluséao

Neste trabalho verificou-se que existem alteracfes do SalivaPrint com a
idade, nomeadamente para o pico 2, no qual o grupo 2 apresenta um pico
significativamente superior ao do grupo 3. Ou seja, na faixa etaria dos 13 aos 24
anos relativamente a faixa etaria dos 25 aos 50 anos observa-se uma alteracao
nas proteinas com mobilidade eletroforética na gama dos 17 aos 21,6 kDa.
Relativamente ao pico 7, o grupo 2 apresenta um pico significativamente superior
ao do grupo 1, ou seja, na faixa etéria dos 13 aos 24 anos relativamente a faixa
etaria dos menores de 13 anos observa-se uma alteracdo nas proteinas com
mobilidade eletroforética ha gama dos 51,9 aos 62,9 KDa.

Em relacdo com o género ndo foram encontradas variagbes no

SalivaPrint.

Verificou-se também, que existem alteracdes do SalivaPrint com a saude
oral, nomeadamente para o0 pico 2, no qual o grupo 6 apresenta um pico
significativamente superior ao do grupo 3. Ou seja, na faixa etaria dos 25 aos 50
anos com patologia oral, relativamente a mesma faixa etéria sem patologia oral,
observa-se uma alteracao nas proteinas com mobilidade eletroforética na gama
dos 17,4 aos 21,3 kD.

Relativamente a relacdo dos parametros fisico-quimicos da saliva apurou-
se gue a concentracdo total de proteina néo difere, significativamente, com o
género, no entanto difere, significativamente, com a idade. Verificou-se que a
concentracdo total de proteina do grupo que tem entre 25 e 50 anos tem
concentracdo de proteina total significativamente mais alta do que quem tem
idades inferiores. Na faixa etéria entre os 25-50 anos o individuo saudavel tem
uma concentracao de proteina significativamente superior aos que tém patologia
oral.

No que se refere ao pH, este nao difere, significativamente, em individuos
com patologia periodontal. Assim como também nao difere, significativamente

com a presenca de carie.
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Analogamente n&o foram encontradas diferencas significativas no fluxo
com patologia periodontal. Assim como também néo difere, significativamente
com a presenca de carie nem entre géneros.

Verificou-se ainda que um aumento na concentracdo de proteina, leva a
uma diminui¢do de pH e vice-versa.

Apesar dos resultados indicarem algumas alteracGes estatisticamente
significativas nos perfis de proteina total da saliva nas diferentes situacdes, para
que esta informacgéo possa ser utilizada para diagnostico é importante saber
quais as proteinas que estao relacionadas com estas alteracdes. Isso pode ser
possivel utilizando estratégias bioinformaticas que recorram a base de dados
SalivaTecDB para saber quais as proteinas com mobilidade eletroforética nas
gamas de pesos moleculares identificadas como alteradas. Este tipo de
estratégias estd atualmente em desenvolvimento no SalivaTec.

Uma vez que se observaram diferencas nos perfis de proteinas da saliva
de pessoas saudaveis, € importante ter esse facto em conta aquando da
comparacao com individuos doentes para isolar o efeito da doenca dos efeitos
de outros parametros (como a idade).

Este tipo de trabalhos, € essencial para encontrar formas menos invasivas
de diagndstico que tenham em conta toda a variabilidade molecular e fisiol6gica

do individuo.
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Anexo |: Consentimento Informado

CATOLICA

iy SALIVATEC &4 .‘;f" §i

LABORATORY FOR MULTIDISCIPLINARY RESEARCH IN SALIVA

LISBOA - PORTO - VISEU

Consentimento esclarecido

E convidado(a) a participar voluntariamente neste estudo que tem como parceiro
estratégico o SalivaTec da Universidade Catdlica Portuguesa. A sua participagéo
contribuir4 para melhorar o conhecimento da saude oral da populacdo da regiao de
Viseu e contribuir para o desenvolvimento de estudo de validagdo da saliva como fluido
de diagnostico.

A informacgéo e as amostras de saliva recolhidas serdo utilizadas na investigagdo dos
alunos do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria da Universidade Catolica
Portuguesa, e dos investigadores do laboratério SalivaTec.

A participacdo neste estudo é totalmente voluntéria, ndo implicara qualquer encargo
para si, ndo sera feito nenhum tratamento nem sera testado nenhum novo produto ou
medicamento, apenas sera feita observacdo e registo de dados e recolha de uma
amostra de saliva.

Todos os dados recolhidos sao estritamente confidenciais e serdo exclusivamente
utilizados pelos investigadores de forma anonimizada.

Obrigado pela colaboracgéo.

CORTAR POR AQUI
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Eu, portador
do Cartdo de cidaddo/ Bilhete de Identidade

, fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) e autorizo a utiliza¢do da informacédo, amostra de saliva e exame
clinico, para andlise deste trabalho de investigacao.

Sei que em qualguer momento posso solicitar a destruicdo da amostra de saliva e/ou
dados recolhidos.

Para qualquer esclarecimento adicional deve contactar o SalivaTec, Instituto de
Ciéncias da Saude-Viseu, Estrada da Circunvalagéo, 3504-505, Viseu.

Telefone +351232419500 ou salivatec@viseu.ucp.pt

Viseu, (dia) de (més) de (ano).

Assinatura do dador:
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Anexo IlI: Dados Clinicos

Dados Clinicos

Cddigo SalivaRack

Data de Preenchimento (dd/mm/aaaa)

Material biolégico

Saliva nao estimulada

Bochecho

Biofilme

Saliva estimulada

Saliva néo estimulada (Oasis)

N&o recolheu amostra biol6gica

Nome do Investigador ou Médico Dentista
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Titulo do Projecto

Data de Nascimento (dd/mm/aaaa)

Dia

és
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(Table Truncated to 63 Columns)
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Género

Feminino

Masculino

Altura (cm)

Sabe

Nao sabe

Peso (Kg)

Sabe

Nao sabe

Perimetro Abdominal (cm)

Sabe

Nao sabe
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Etnia

Caucasiana
Africana
Oriental
Cigana
Outra

N&o respondeu

Estado Civil

Casado
Solteiro
Divorciado

Vilvo

Nivel de Escolaridade
Basico (até ao 9° ano)
Médio (até ao 12° ano)
Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento
Outra

N&o respondeu
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O grupo de questdes que se segue pretende avaliar os seus habitos tabagicos.

Fuma ou ja fumou?
Sim
N&o

Ex-fumador

Se fuma/fumou:

Com que idade comecou a fumar?

Nao sabe

Quantos cigarros fuma/fumava:

Até 10
Mais do que 10

Nao sabe

Se é ex-fumador ha quantos anos deixou de fumar?

Sabe

Nao sabe
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O grupo de questbes que se segue pretende avaliar o seu consumo de alcool.

Bebe ou ja bebeu, regularmente, bebidas alcodlicas?

Sim

Se bebe/bebeu, com que idade comecgou?

Idade

Nao sabe

Numero de copos de vinho (por semana):
Até 14
Mais de 14
N&o sabe

N&o bebe
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Numero de cervejas (por semana):
Até 14
Mais de 14
N&o sabe

Nao bebe

Numero de digestivos/bebidas brancas (por semana):
Até 7
Mais de 7
N&o sabe

Nao bebe

Deixou de beber? Se sim, com que idade?

Sim

Nao

O grupo de questdes que se segue pretende avaliar possiveis altera¢cdes hormonais.

83



Esta gravida?

Sim

Nao

Se sim, de gquantos meses?

Encontra-se na menopausa?

Sim

Se sim, ha quanto tempo (anos)?

Ha quanto tempo teve a ultima menstruacao (dias)?

Toma anticoncecionais?
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Se sim, qual?

O grupo de questbes que se segue destina-se a recolher informacéo geral acerca da
sua saude

Grupo Sanguineo (sistema ABO)
A
B
AB
@]

Nao sabe

Grupo sanguineo (fator Rh)
Rh+
Rh-

N&o sabe
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Tem hipertenséo?

Sim

Nao

Nao sabe

Problemas cardiacos:

Angina

Arritmias

Insuficiéncia cardiaca

Ataque cardiaco

Outra

Outra (néo sabe)

N&o tem

Outros problemas cardiacos:
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Tem Diabetes?
Tipo 1
Tipo 2
N&o sabe (qual o tipo)
N&o sabe (se tem)

N&o tem

Tem alguma doenca de sangue?

Anemia

Hemofilia

Outra

Outra (néo sabe)

N&o tem

Outras doencgas de sangue:
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Doencas de figado:

Figado gordo

Hepatite B

Outra

Outra (ndo sabe)

N&o tem

Outras doengas de figado:

Doencgas de estbmago:
Gastrite
Ulcera péptica
Refluxo
Outra
Outra (néo sabe)

Nao tem

Outras doengas de estdbmago:
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Doencas renais:

Pedras no rim

Quisto

Outra

Outra (n&o sabe)

N&ao tem

Outras doencas renais:

Outras doencas:

Epilepsia

Asma

Urticéaria

Sinusite

Ache

Outra

Nao tem
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Outras doencas:

Tem alergias?

Medicamentos

Dispositivos médicos

Alimentos

Picadas de insectos

Acaros

Pélen

Outra

Outra (nédo sabe)

N&o tem

Outras alergias:

N&o responda a este item.

Score da saude
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Foi sujeito a algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia?

Sim

Nao

Se sim, ha quanto tempo? (anos)

Historia Familiar - Existem doencas na familia como?

Doencas Cardiacas

Diabetes

Cancro

Outra

Outra (néo sabe)

N&o tem

Nao sabe

Outras:

O grupo de questbes que se segue pretende recolher informacgdes relevantes relativas
a sua medicacéo.
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<p><o0:p></0:p></p>Faz algum tipo de tratamento médico ou medicacdo com
regularidade?

Sim

Se sim, refira-o:

<p><o0:p></0:p></p>Fez algum tipo de tratamento médico ou medicac¢do nos ultimos
30 dias?

Sim

Nao
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Se sim, refira-o:

Procedimento cirurgico

Bifosfanatos

Corticoesteroides

Outra

Outra:

Tomou algum antibiético nos dltimos 3 meses?

Sim

Se sim, refira-o:
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Recebeu recentemente a vacina da gripe? (Ultimos 6 meses)
Sim
Nao

Nao sabe

Nos ultimos 12 meses foi consultado por um médico?

Sim

Se sim, em que especialidade(s)?

Médico de consulta geral e familiar

Especialidade

O grupo de questbes que se segue pretende avaliar o seu tipo de alimentacgéo.

Utiliza azeite como principal gordura culinaria?
Sim

Nao
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Usa <b>mais </b>de 4 colheres de sopa de azeite por <b>dia</b>? Considere fritar,
temperar saladas, refeicoes fora de casa, etc).

Sim

Come <b>mais </b>de 200g (1 porcao) de horticolas por <b>dia</b>?

Sim

Nao

Come <b>mais </b>de 3 pecas de fruta por <b>dia </b>(considere um sumo natural
como uma pega de fruta.

Sim

N&o

Come <b>menos </b>que uma porc¢éo de carne vermelha por <b>dia</b>? Considerar
100-150g de carne ou produtos como presunto, salsicha, fiambre, etc.

Sim

N&o
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Come <b>menos </b>que 1 colher de sopa de manteiga, margarina ou natas por
<b>dia</b>?

Bebe <b>menos </b>que 1 bebida acucarada ou gaseificada por <b>dia</b>?

Sim

Nao

Bebe <b>mais </b>que 7 copos de vinho por <b>semana</b>?

Sim

Come leguminosas (favas, lentilhas, feijao ervilha, etc) <strong>mais </strong>que 3
porcdes por <strong>semana</strong>?

Sim

Nao
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Come peixe ou marisco (1 dose sdo 100-150 gramas de peixe ou seja 4-5 unidades
ou 200g de marisco) <strong>mais </strong>que 3 por¢des por
<strong>semana</strong>?

Sim

Come bolos ou outros produtos de pastelaria (biscoitos, bolachas,
etc) <strong>menos </strong>de 3 vezes por <b>semana</b>?

Sim

Come oleaginosas <strong>mais </strong>de 3 vezes (nozes, amendoas, amendoins)
por <b>semana</b>?

Sim

Come <b>preferencialmente </b>frango, peru ou coelho em vez de vaca, porco ou
salsichas?
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Come horticolas, massa, arroz ou outros pratos com refogados (molho de tomate,
cebola, alho francés ou alho e azeite) <b>mais </b>que duas vezes por
<b>semana</b>?

N&o responda a este item.

Score do tipo de dieta

O grupo de questdes que se segue pretende avaliar o seu nivel de autopercecao
relativamente a sua saude oral.

Nos ultimos 3 meses diminuiu a quantidade de alimentos ou mudou o tipo de
alimentacédo por causa dos seus dentes?

Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses teve problemas para mastigar alimentos?

Sempre
Algumas vezes

Nunca
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Nos ultimos 3 meses teve dor ou desconforto para engolir alimentos?

Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses mudou o seu modo de falar por causa dos problemas da sua
boca?

Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses sentiu algum desconforto ao comer algum alimento?
Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses deixou de se encontrar com outras pessoas por causa da sua
boca?

Sempre
Algumas vezes

Nunca
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Nos ultimos 3 meses sentiu-se satisfeito ou feliz com a aparéncia da sua boca?
Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses teve que tomar medicamentos para passar a dor ou 0
desconforto da sua boca?

Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses teve algum problema na sua boca que o deixou preocupado?

Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses chegou a sentir-se nervoso por causa dos problemas na sua
boca?

Sempre
Algumas vezes

Nunca
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Nos ultimos 3 meses evitou comer junto de outras pessoas por causa de problemas na

boca?
Sempre
Algumas vezes

Nunca

Nos ultimos 3 meses sentiu 0s seus dentes ou gengivas ficarem sensiveis a alimentos

ou liquidos?
Sempre
Algumas vezes

Nunca

N&o responda a este item.

Score de autopercegdo

Qual a auto-percecao que tem da sua saude oral?
Excelente
Muito boa
Boa
Razoavel

Pobre
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Nos ultimos meses, por causa de problemas com o0s seus dentes, a sua boca ou a sua
dentadura:
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Nunca (0)

Teve
problemas para
falar alguma
palavra?

Sentiu que o
sabor dos
alimentos tem
piorado?

Sentiu dores na
sua boca ou
nos seus
dentes?

Sentiu-se
incomodado(a)
ao comer
algum
alimento?

Ficou
preocupado(a)?

Sentiu-se
nervoso(a)?

A sua
alimentagéo
ficou
prejudicada?

Teve que parar
as suas
refeicdes?

Teve
dificuldade em
descansar?

Ficou com
vergonha?

Ficou
aborrecido(a)
com as
pessoas?

Teve
dificuldade em
fazer as suas

tarefas diarias?

Sentiu que a
sua vida
piorou?

Raramente

@)

As vezes

)

Repetidamente

®3)

Sempre (4)

103



N&o conseguiu
fazer as suas
tarefas diarias?

O grupo de questbes que se segue pretende avaliar 0s seus habitos e
comportamentos de higiene oral.

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-
language:EN-US; mso-bidi-language:AR-SA">Costuma escovar os dentes
diariamente? </span>

Sim

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-

language:EN-US;mso-bidi-language:AR-SA">Se sim, quantas vezes por dia?</span>

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
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Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-
language:EN-US; mso-bidi-language:AR-SA">Costuma utilizar fio dentario?</span>

Nao
Sim, as vezes
Sim, diariamente

N&o sei 0 que € o fio dentario.

Quando foi a ultima vez que visitou um dentista?

Durante o0 ano passado
Ha 2 anos

Ha 5 anos

Ha mais de 5 anos

Nunca

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-
language:EN-US; mso-bidi-language:AR-SA">Sente alguma dor na regido da face ou
no interior da boca?</span>

Sim

Nao
<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-

font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-
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language:EN-US; mso-bidi-language:AR-SA">Sente que a sua boca esta
"seca"?</span>

Sim

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-

language:EN-US;mso-bidi-language:AR-SA">Se sim, tenta compensar este facto com

maior consumo de agua?</span>
Sim

Nao

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-
language:EN-US;mso-bidi-language:AR-SA">Sente alguma alteragdo no

paladar? </span>

Sim

Nao

<span style="font-size:11.0pt;line-height:107%; font-family:"Calibri",sans-serif;mso-
ascii-theme-font:minor-latin;mso-fareast-font-family: Calibri;mso-fareast-theme-
font:minor-latin;mso-hansi-theme-font:minor-latin; mso-bidi-font-family:"Times New
Roman";mso-bidi-theme-font:minor-bidi; mso-ansi-language:PT;mso-fareast-
language:EN-US;mso-bidi-language:AR-SA">Usa prétese(s) dentaria</span>

Sim
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Anexo lll: Dados Avaliacéo Oral

Avaliacao Oral

Q155 As préximas questdes que se seguem relacionam-se com o uso de protese. Estas deverdo
ser respondidas com a ajuda de um médico dentista.

Q186 Utiliza protese?

Sim

12.2 Que protese utiliza?

Superior
Inferior

Ambas

Q187 Click to write the question text

Classe | Classe I Classe Il Classe IV
Superior Superior Superior Superior
Inferior Inferior Inferior Inferior
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12.3 A que tipo de classificacdo de Kennedy corresponde a prétese que utiliza?

Classe |

Classe Il

Classe Il

Classe IV

12.4 Que tipo de protese utiliza?

Total

Parcial acrilica

Parcial esquelética

Fixa

12.5 Quando utiliza prétese?

Sempre

As vezes

Sé durante as refei¢des

Nunca
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Q157 Como faz a higieniza¢do da sua protese?

S6 com dgua

Com agua e escova

Pastilhas de limpeza

Produto dentario (qual?)

Q158 Quantas vezes por dia é feita essa higieniza¢do?

12.6 Costuma retirar a protese para dormir?

Sempre
As vezes
Raramente

Nunca

12.7 H4 quanto tempo utiliza uma prétese dentéria? (anos)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Click to write Choice 1 '

12.8 Ha quanto tempo tem a atual prétese dentdria? (anos)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Click to write Choice 1 l

12.9 Qual a frequéncia de consultas de manutencao protética?

3 em 3 meses
6 em 6 meses
1 vez por ano

Nenhuma das hipdteses

Q185 Codigo SalivaRack

Q250 O grupo de questbes que se segue pretende avaliar a sua saude oral. Informacéo a
preencher pelo médico dentista.
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17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

Saudavel

Lesao
por
carie

Cavidades
preenchidas
com carie

Cavidades
preenchidas
sem carie

Dente
perdido
por
cérie

Dente
perdido
(outra
raz&o)

Selante

Protese
ou
implante
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28

Q251 indice CPOD - Arcada superior
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Q252 indice CPOD - Arcada inferior
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Page Break
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Q253 indice de Higiene Oral (Total %)

25
50
75

100
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Q254 Periodontal Screening Record (PSR)

1° 20
Sextante Sextante

Saude
Periodontal

Sangrento a
sondagem
(BOP)

Calculo
detectado
durante a

sondagem,
margem
iatrogénica e
BOP

Bolsa
Periodontal
3,5-5,5mm

Bolsa
Periodontal
6mm ou
superior

Anomalias
periodontais
(envolvimento
da furca,
mobilidade
dentaria,
recessao
gengival,
problemas
muco-
gengivais)

Q181 indice de sangramento (BOP)

% Sangramento

30 40 50 60

Sextante Sextamte Sextante Sextamte

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Page Break
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Q255 Diagnéstico Oral

Saudavel

Gengivite

Mucosite

Periodontite Inicial

Periodontite Moderada

Periodontite Severa com possivel perda adicional de dentes

Periodontite Severa com possivel perda da denticdo

Peri-implatite

Mucosite Peri-implantar

Deficiéncias nos tecidos peri-impantares

Estomatite protética - Classe |

Estomatite protética - Classe Il

Estomatite protética - Classe llI

Estomatite protética (classe ndo determinada)

Outra
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Q256 Necessidade de tratamento médico-dentario?

Q257 Necessidade de reabilitacao protética?
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Anexo IV: Protocolo de recolha de saliva

1. Rinse mouth with
water for 30 s.

3. Place 2 cottonrolls 4. Remove the cotton rols
under the tongue for 2 with sterile gloves or
minutes. forceps.

| 5. Place the rolls on a

-80¢
15mL sterile tube. 6. Store at -80°C.
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Anexo V- BCA Protein Assay Kit

I N ST R U CT I O N SPierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermoscientific.com/pierce 3747 N. Meridian Road

Rockford, IL 61105 USA (815) 968-7316 fax
Number Description

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
23225 23227

1296.9

23225 Pierce BCA Protein Assay Kit, sufficient reagents for 500 test-tube or 5000 microplate assays
23227 Pierce BCA Protein Assay Kit, sufficient reagents for 250 test-tube or 2500 microplate assays
Kit Contents:

BCA Reagent A, 1000mL (in Product No. 23225) or 500mL (in Product No. 23227), containing sodium
carbonate, sodium bicarbonate, bicinchoninic acid and sodium tartrate in 0.1M sodium hydroxide

BCA Reagent B, 25mL, containing 4% cupric sulfate

Albumin Standard Ampules, 2mg/mL, 10 x 1mL ampules, containing bovine serum albumin (BSA) at
2mg/mL in 0.9% saline and 0.05% sodium azide

Storage: Upon receipt store at room temperature. Product shipped at ambient temperature.

Note: If either Reagent A or Reagent B precipitates upon shipping in cold weather or during long-term
storage, dissolve precipitates by gently warming and stirring solution. Discard any kit reagent that shows
discoloration or evidence of microbial contamination.

Table of Contents

Introduction

....... 1

Preparation of Standards and Working Reagent (required for both assay
PrOCEAUIES)...ecvveiierieieetrereesteee e teere et sse et sreeneenneas 2

Test Tube Procedure (Sample to WR ratio = 1:20)
..................................................................................................................... 3
Microplate Procedure (Sample to WR ratio = 1:8)
...................................................................................................................... 3

Introduction

The Thermo Scientific™Pierce™BCA Protein Assay is a detergent-compatible formulation based on
bicinchoninic acid (BCA) for the colorimetric detection and quantitation of total protein. This method
combines the well-known reduction of Cu+2to Cu+1 by protein in an alkaline medium (the biuret reaction)
with the highly sensitive and selective colorimetric detection of the cuprous cation (Cu+1) using a unique
reagent containing bicinchoninic acid.1 The purple-colored reaction product of this assay is formed by the
chelation of two molecules of BCA with one cuprous ion. This water-soluble complex exhibits a strong
absorbance at 562nm that is nearly linear with increasing protein concentrations over a broad working
range (20-2000pg/mL). The BCA method is not a true end-point method; that is, the final color continues
to develop. However, following incubation, the rate of continued color development is sufficiently slow
to allow large numbers of samples to be assayed together.

The macromolecular structure of protein, the number of peptide bonds and the presence of four particular
amino acids (cysteine, cystine, tryptophan and tyrosine) are reported to be responsible for color formation
with BCA.2 Studies with di-, tri- and tetrapeptides suggest that the extent of color formation caused by
more than the mere sum of individual color-producing functional groups.2 Accordingly, protein
concentrations generally are determined and reported with reference to standards of a common protein
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such as bovine serum albumin (BSA). A series of dilutions of known concentration are prepared from the
protein and assayed alongside the unknown(s) before the concentration of each unknown is determined
based on the standard curve. If precise quantitation of an unknown protein is required, it is advisable to
select a prOtEin Pierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermoscientific.com/pierce 3747 N. Meridian Road Rockford, IL 61105 USA
(815) 968-7316 fax 2

standard that is similar in quality to the unknown; for example, a bovine gamma globulin (BGG) standard

(see Related Thermo Scientific Products) may be used when assaying immunoglobulin samples.

Two assay procedures are presented. Of these, the Test Tube Procedure requires a larger volume (0.1mL)

of protein sample; however, because it uses a sample to working reagent ratio of 1:20 (v/v), the effect of
interfering substances is minimized. The Microplate Procedure affords the sample handling ease of a

microplate and requires a smaller volume (10-25uL) of protein sample; however, because the sample to

working reagent ratio is 1:8 (v/v), it offers less flexibility in overcoming interfering substance

concentrations and obtaining low levels of detection.

Preparation of Standards and Working Reagent (required for both assay
procedures)

A. Preparation of Diluted Albumin (BSA) Standards

Use Table 1 as a guide to prepare a set of protein standards. Dilute the contents of one Albumin Standard (BSA)
ampule into several clean vials, preferably using the same diluent as the sample(s). Each ImL ampule of 2mg/mL
Albumin Standard is sufficient to prepare a set of diluted standards for either working range suggested in Table 1.
There will be sufficient volume for three replications of each diluted standard. Table 1. Preparation of Diluted
Albumin (BSA) Standards

Dilution Scheme for Standard Test Tube Protocol and Microplate Procedure (Working Range = 20-2,000ug/mL)

Vial Volume of Diluent Volume and Source of Final BSA Concentration
(uL) BSA (uL) (ng/mL)

A 0 300 of Stock 2000

B 125 375 of Stock 1500

C 325 325 of Stock 1000

D 175 175 of vial B dilution 750

E 325 325 of vial C dilution 500

F 325 325 of vial E dilution 250

G 325 325 of vial F dilution 125

H 400 100 of vial G dilution 25

| 400 0 0 = Blank

Dilution Scheme for Enhanced Test Tube Protocol (Working Range = 5-250ug/mL)

Vial Volume of Diluent Volume and Source of Final BSA Concentration
(L) BSA (ng/mL)

(nL)

A 700 100 of Stock 250

B 400 400 of vial A dilution 125

C 450 300 of vial B dilution 50

D 400 400 of vial C dilution 25

E 400 100 of vial D dilution 5

F 400 0 0 = Blank
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Anexo VI- SalivaPrint- Experion Pro260

SALIVAPRINT- EXPERION
PRO260

Equipamento:

O0O0O0O 0OO0OO0OO0O OOOO

Protocolo

Agitador (Vortex);
Centrifuga;

NanoVeu;

Experion Pro260. Material:

Microtubos PCR — VVolume 200 pL;

Microtubos (Tipo EPPENDORF) - Volume 2,0ml;
Experion Pro260 chips;

Pipetas e pontas (de 2, 20, 100 e 1000 pL). Reagentes:

Agua MiliQ;
Solucéo Stain Pro260;
Ladder Pro260;

Buffer de amostra Pro260; O Gel Pro260; O p-Mercaptoethanol.
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Identifi Comercia Sim Advert Localizacdo
cacdo da lizado bolos de éncias de
substancia por perigo perigo

- i0- (o] L
B =l iquido ©

Mercaptoetha Rad é% combustivel: Laborator
nol o T io de

oxico por Bioquimi

ingestéo
% ou inalago; cahote
o M

ortal em
contacto
com a pele;
o P
rovoca
irritacéo
cutanea;
o P
rovoca
lesBes
oculares
graves;
o P
ode
provocar
uma
reagdo
alérgica
cutanea;

(o] P
ode afetar o
figadoe o
coracao
apds
exposicao
prolongada
ou repetida.
Forma de
exposicao:
por
ingestao.
téxico para
0s
organismos
aquaticos
com efeitos
duradouros.

Material de sequranca:

(o] Luvas nitrilo;
(o] Bata de laboratério.

Procedimento
TAREFAS INICIAIS:

Desinfetar a bancada de trabalho e as pipetas.
Equilibrar os reagentes a temperatura ambiente por ~15-20 min
protegidos da luz.
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Ligar o bloco de aquecimento ou banho-maria seco a 95-100 °C, que sera
usado futuramente para desnaturar as amostras e o Ladder Pro260.
Fazer uma limpeza dos elétrodos.

PREPARACAO DOS REAGENTES:

Apos equilibrados a temperatura ambiente, protegidos da luz, levar
brevemente os tubos dos reagentes ao Vortex e de seguida a
microcentrifuga para as solucgdes irem para o fundo dos tubos.

Certificar-se de que a solugéo Stain Pro260 (tampa azul) esta
descongelada.

- Stain Pro260 (tampa azul) - Buffer de amostra Pro260 (tampa amarela)
- Ladder

Pro260 (tampa vermelha) - 2 tubos de gel Pro260 (tampa verde)

NOTA: Tanto a solucéo do Gel(G) e a do Gel-Stain(GS), podem ser preparadas
previamente e podem ser usadas durante 1 més, conservados a 4°C protegidos da
luz. Apo6s 1 més, devem ser novamente filtradas para serem novamente usadas.

Preparacdo do Gel (G) e do Gel-Stain (GS):

Gel-Stain (GS):
Adicionar 20 pl de Stain Pro260 (tampa azul) ao tubo de Gel
Pro260 (tampa verde; 520ul).

Levar ao Vortex por 10 segundos na configuragdo mais alta e de
seguida levar brevemente a microcentrifuga.

Preparacao final dos Géis:
Transferir o Gel-Stain e o contetdo do outro Gel (G2) para um
spin filter, etiquetar e datar os tubos.
Centrifugar ambos spin filters por 5 minutos a 1000xg.

129



Verificar se todo o gel passou pelos filtr
descartse os filtros.

Devese cobrir o Ge§tain com papel
aluminio.

520 pl

= 10,000 x g for 5 min
= Then discard filters

Preparacdo do Buffer das amostras:

(Para cada chip)

As amostras de proteinas podem ser separadas nas condi¢des redutoras ou ndo
redutoras, 0s dois tipos de amostras podem ser executadas no mesmo chip.

Condicgoes redutoras:

Juntar, num tubo de microcentrifuga, 1 pl de Beta-mercaptoetanol
com 30 pl de Sample Buffer (tampa amarela).
Levar brevemente ao vortex e de seguida a microcentrifuga.

Condigdes nédo redutoras:

Transferir 30 pl de Sample Buffer (tampa amarela) para 2 tubos
de microcentrifuga.

Adicionar 1 pl de beta-mercaptoetanol a um dos tubos (reducing
sample buffer) e no outro tubo adicionar 1 pl de agua desionizada
(nonreducing sample buffer).

Levar brevemente os tubos ao vortex e cobri-los com papel
aluminio para os proteger da luz.
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Reducing Conditions Nonreducing Conditions

H,0

NOTA:

- Necessario preparar os Sample Buffer diariamente, de fresco.

- Nas condicdes néo redutoras utiliza-se dois estoques de Sample Buffer pois o
Ladder Pro260 necessita de condi¢des redutoras para a sua separacao.

Preparacdo das amostras e do Ladder Pro260:

Preparacdo do Ladder:
Juntar 4 pl de Ladder Pro260 (tampa vermelha) com 2 pl de
Sample Buffer com betamercaptoetanol (reducing sample buffer)
num tubo de microcentrifuga. Preparacgdo das amostras:

Juntar 4 pl de amostra e 2 pl de Sample Buffer (na forma
reduzida ou ndo reduzida) num tubo de microcentrifuga.
Nota: N&o esquecer de juntar o buffer as amostras e ao Ladder antes de colocar
10min no banho de aguecimento

ApoOs isso:

Levar, por alguns segundos, todos 0s tubos ao vortex e a
microcentrifuga.

Aguecer as amostras e 0 Ladder Pro260 a 95-100°C durante 10
minutos.

Ap6bs o aquecimento, colocar na microcentrifuga por alguns
segundos.

Adicionar 84 pl de agua desionizada a cada tubo e agitar
brevemente no vortex para misturar. Ndo alterar as
concentracfes das amostras neste passo.

NOTA:

- Ambas as amostras diluidas e o ladder Pro260 sdo estaveis durante varias horas
quando armazenadas & temperatura ambiente e protegidas da luz.
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4 pl

Preparation of samples Preparation of ladder

Preparacdo do CHIP:

Pipetar 12 pl de Gel-Stain (GS) para o poco superior direito do Chip
(poco de injecéo).

DICA: Insira a ponta da pipeta
verticalmente e no fundo do poco ao

el dispensar. Dispensar lentamente até a
primeira parada da pipeta e ndo expelir o ar
no final da etapa de pipetagem.

Priming code

Er’(‘)gg(;'i“'" Na Priming Station, defina a configuracio
e Leigios de pressdo paraB e a cor_1f|g_ura(;ao de _
EXP APR/25/08 tempo para 3, conforme indicado no Chip.

Abra a tampa da Priming Station e coloque o chip na plataforma,
combinando a seta no chip com a seta de
alinhamento na plataforma (impede a insercao na posicéo errada). Nao force o chip na
posicao.
Fechar a tampa da Priming Station pressionando a tampa para baixo. A
tampa deve ficar fechada.

Pressione Iniciar e uma mensagem “Priming” deve aparece na tela da
Priming Station. O timer faz uma contagem regressiva. Priming requer
aproximadamente 60 seg. Nao abra a Priming Station durante a
contagem regressiva.

Um sinal sonoro e uma mensagem “Pronto” indicam que o priming esta
completo. Abra a estacdo de preparagéo e remova o chip.

Se a tampa ficar colada, pressione-a enquanto pressiona a alavanca de
liberacdo.

Inspecionar o chip em busca de bolhas ou evidéncias de priming
incompleto.
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Colocar o chip numa superficie limpa para completar o carregamento.

NOTA:

- A corrida deve ser iniciada ap6s 5 min de preparacgdo e carregando o chip.
- Se o priming for feito corretamente, 0os microcanais serdo dificeis de ver (pode
ser til comparar um chip preparado com um novo chip néo utilizado).

- Se for detetado algum problema, como uma bolha ou priming incompleto, deve-
Se preparar um novo chip.

- Bolhas forcadas dentro dos microcanais durante o priming assumem a forma do
microcanal e sdo alongadas, ndo redondas.

12 pl

Gel <—
priming
well

L GS E’

Experion”

Pro260 5
LOT# JM27UP02

EXP APR/25/08

Carregamento do CHIP:

Deve-se, usando uma pipeta, remover e descartar qualquer Gel-
Stain remanescente no pogo GS.

Pipetar 12 pl de Gel-Stain nos 4 pocgos indicados com GS
(incluindo o poco de iniciacdo do gel).

Pipetar 12 pl de Gel no pogo indicado com G.

Pipetar 6 pl de Ladder Pro260 diluido no pogo indicado com o L.

Inspecionar todos 0s pogos para ver se existem bolhas.
NOTA: Retirar quaisquer bolhas no fundo do po¢o com uma pipeta limpa
ou removendo e recarregando a solugéo.

Colocar o Chip carregado na estacdo de eletroforese do Experion
e devemos comecar a corrida dentro de 5 minutos.

NOTA:

- Todos os pogos de um chip devem ser preenchidos para que a estacdo de
eletroforese funcione corretamente.

- O Ladder Pro260 deve ser usado dentro de 8h apds a sua preparagao.

- O Ladder dever ser carregado no CHIP no local correto, indicado com L.
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Prepared Sample
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D
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LG )
Experion
Pro260

LoTe P02
EXPAPRI2308

EXP APR2508

6.1 6.2 6.3 6.4 6.5
= Remove remaining = Pipet 12 pl filtered = Pipet 12 pl filtered G = Pipet 6 pl diluted = Pipet 6 pl diluted sample
GS solution from GS solution into into well G protein ladder into into wells 1-10

the GS well
(gel priming well)

all 4 GS wells well L

Execucdo da analise:

Abrir a tampa da estacdo de eletroforese e colocar o Chip
preparado e carregado na plataforma, fechar a tampa.

Ir & barra de ferramentas, do Software Experion, clicar em NEW
RUN e ir em ASSAY selecionar PROTEIN e selecionar PROTEIN 260.

No local PROJECT podemos selecionar FILE depois PROJECT e
selecionar NEW.

Para introduzir o nome da corrida no campo RUN PREFIX.

Ap06s tudo completado, clicar em START RUN.

# Experion - Protein 260 =G
| < Graph Analysis Instrument Tools Help
O | Scale To Local
-
o TR 82| % | 35| RNA »
5 B Demo Runs froject: [Demo Runs Protein » Protein 260
&-[3] December, 2009 Prefix: [Run DNA
™ Run_12-29-2009_9-38-01 PM o .
@ Runl_mRNA_HighSens_12-1€ ;;; m it
= Run2_mRNA_StdSens_12-16- 8
M Run3_Eukaryote_Total_RNA_ | = Sample Information | rowse...
= Rund_Eukaryote_Total_RNA_ E Wellld SampleName Sample Description Use as Standard Standard Concentration (ng/ul)
W Run5_Prokaryote_Total_RNA_ 0 g Ladder | ] 0
=] Run6_Prokaryote_Total_RNA_ 1 [Sample1l | A Comment 0
@ Run7_Protein_260_12-16-2005] 2 |Sample2 | A Comment 0
i Rung_Protein_260_Calibration 3 [Sample3 | A Comment 0
& Run3_Protein_User_ISTD_12-} 4 |Samples |A Comment 0
[® Run10_DNA_1K_12-16-2009_ | 5 |SampleS |A Comment 0
& Run11_DNA_12K_12-16-2009 | 6 [Sample6 |A Comment 0
3-[1] May. 2009 |7 |Semple? |A Comment 0
| 8 [Sample8 |A Comment 0
9 | Sample 8 A Comment 0
10 |{Sample 10 | A Comment 0
*)| Study Information |
+ | System Information |
« m » et —
N _ _ _ ([@Sim0 [@Simt [Jutc Export [atoprimt [
=

Apos clicarmos em START RUN, vai aparecer uma caixa NEW
RUN onde teremos de selecionar o nimero de amostras a serem
analisadas.

Embora nenhum poco possa ficar vazio, o sistema Experion interrompe a

analise ap0s atingir o nimero de amostras inseridas.
Clicar em START.
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O LED verde no centro do painel frontal da estacao de eletroforese pisca e
o0 sistema realiza varias verificaces: confirma que um chip foi inserido,
gue todos os pocos contém liquido, que sdo feitas conexdes elétricas, etc.
O contador marca o progresso dessas calibrages no canto superior direito
da tela.

Quando a anélise estiver completa (ap6s ~ 30 min), o instrumento
emite um bipe e uma janela se abre indicando o final da corrida. Selecione
OK e remova o chip da plataforma de chip. Limpar os elétrodos usando
agua desionizada a cada 30 min de cada ciclo de chip Pro260.

Run Name Prefix Run

Assay Name Demo Protein 260 Calibration

Run Samples

New Run ﬁ

NOTA:

- N&o abrir a tampa da estacéo de eletroforese Experion até que a corrida esteja
concluida pois abrir a tampa interrompe a corrida.

- Caso aparega a mensagem “IV Check Error” indica que o sistema nao pode
fazer contato elétrico em um dos pocos. Isso geralmente significa que ha uma
bolha no fundo do pogo. Aborte a corrida e verifique se ha bolhas ou pocos
vazios no chip. Reabasteca o (s) poco (s) afetado (s) e inicie a corrida
novamente.

Limpeza dos elétrodos:

Encher um chip de limpeza com 800 ul de agua desionizada
(filtro de 0,2 pm).

Bater levemente de lado no chip de limpeza para remover as bolhas presas nos
POGOS.

Colocar o chip de limpeza na plataforma da estacdo de
eletroforese, fechar a tampa e deixar fechada por 1 min.

Abrir a tampa, remover o chip de limpeza e deixar os elétrodos
secarem por 1 min. Fechar a tampa.

Substituir a &gua no chip de limpeza apds o uso para evitar
contaminacdo. Para armazenamento, retirar a agua do chip de limpeza e
guardar o chip em um local limpo.

NOTA:
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- Guardar o chip de limpeza vazio e coberto para evitar a entrada de sujidade nos
poros.

PROBLEMAS PODEM SURGIR DEVIDO:

o

Um ou mais pocos ndo estar corretamente cheio e os elétrodos
o ficam submersos.

Bolhas de ar podem estar a interferir com o contacto elétrico em
um ou mais pogos.

Um elétrodo esté solto ou desconectado.

O chip ndo esta colocado corretamente na plataforma.

Priming incorreto devido, por exemplo, a presencas de bolhas de
ou um problema do GelStain usado.

Incorreta preparagdo das amostras.

Particulas podem estar a obstruir os canais.

Dificuldades na migragé&o.

Volume das amostras ndo ser o suficiente para a analise.

Incorreta preparagdo dos reagentes.

N&o ter respeitado o intervalo de tempo recomendado em
determinadas etapas.

Ter utilizado regentes, amostras ou chips fora da validade ou que
0 estivessem em perfeitas condigdes.

Terem ocorrido contaminag@es durante alguma das etapas como a
preparacdo das amostras, reagentes ou do carregamento do chip.
(0] O pH e ou a concentracdo das amostras ndo estarem dentro dos
parametros recomendados.
(o) Incorreta limpeza dos elétrodos.
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