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Nota Prévia

Ao longo deste trabalho irdo ser apresentados termos na lingua
Inglesa cuja traducdo ndo foi realizada com vista a manutencdo do seu
significado original. A classificacdo de proteinas de acordo com um sistema
de classificacdo de ontologias pressupfe a sua utilizacdo em lingua Inglesa,
por forma a evitar ambiguidades e perdas de significados do ponto de vista

bioldgico (1).
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Resumo

Introducéo: A periodontite (doenca inflamatoria induzida por microrganismos
que afeta as estruturas de suporte do dente) e a Diabetes Mellitus tipo 2
(patologia enddcrina associada a hiperglicemia) sdo doencas cronicas com
elevada prevaléncia na sociedade moderna. As alteragcbes de expresséo das
proteinas associadas a fisiopatologia das doencas sédo passiveis de ser

avaliadas na saliva, tornando possivel o diagnostico nao invasivo.

Objetivos: Quantificar em saliva de pacientes portadores de doenga
periodontal e diabetes tipo 2, potenciais biomarcadores propostos por
estudos in silico realizados a partir de informagao relativa do perfil de
expressdo dos marcadores em pacientes s6 com uma das doencas,

periodontite crénica ou diabetes tipo 2.

Materiais e métodos: Recolha e processamento de saliva em pacientes com
periodontite cronica, com e sem Diabetes Mellitus tipo 2, segundo o protocolo
do SalivaTec da Universidade Catodlica Portuguesa. Armazenamento das
amostras segundo as indicacbes do Biobanco do Instituto de Medicina
Molecular da Universidade de Lisboa. Avaliacdo da chemokine (c-c motif)
ligand 13 (CCL13) (Q99616) e chemokine (c-c motif) ligand 3 (CCL3)
(P10147), 2 quimiocinas indicadoras das sub-populacdes de macrofagos e de
linfécitos Th, presentes em inflamacdo crénica. A quantificacdo das
quimiocinas foi realizada por tecnologia Multiplex.

Resultados: Foram recolhidas amostras de saliva de 22 pacientes
saudaveis, 14 pacientes com periodontite cronica e 28 pacientes com
periodontite crénica e diabetes tipo 2. Apesar de terem sido encontradas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os trés grupos de
estudo para a CCL3 e para a CCL13, apenas as comparacdes entre o grupo
dos saudaveis e o grupo de pacientes com doenca periodontal e diabetes tipo

2 foram significativas, para ambas as quimiocinas.

Conclusdes: Os resultados deste trabalho indiciam que o perfil de expresséo
de proteinas em doentes multi-comprometidos é distinto dos valores de

expressao das mesmas quimiocinas em pacientes com apenas uma das

XI



doencas, diabetes tipo 2 ou doenca periodontal, comprovando a necessidade

de estudos desta natureza para a validacédo de biomarcadores.

Palavras-chave: Periodontite Cronica, Diabetes Mellitus tipo 2,

Biomarcadores salivares, Diagndéstico salivar, Tecnologia Multiplex
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Abstract

Introduction: Periodontitis (inflammatory disease induced by microorganisms
that affect the tooth supporting structures) and Type 2 Diabetes Mellitus
(endocrine pathology associated with hyperglycemia) are chronic diseases
that are highly prevalent in modern society. The protein expression alterations
associated with the pathophysiology of the disease are likely to be assessed

in saliva, enabling the noninvasive diagnosis.

Objectives: To quantify, in saliva of patients with periodontal disease and
type 2 diabetes, potential biomarkers proposed by in silico studies based on
the relative information of the markers expression profile in patients with only

one disease, chronic periodontitis or type 2 diabetes.

Materials and Methods: Collection and processing of saliva in patients with
chronic periodontitis, with and without type 2 diabetes, according to the
SalivaTec protocol from Universidade Catdlica Portuguesa. Storage of
samples following the guidelines of Biobanco from Instituto de Medicina
Molecular da Universidade de Lisboa. Evaluation of chemokine (CC motif)
ligand 13 (CCL13) (Q99616) and chemokine (CC motif) ligand 3 (CCL3)
(P10147), two chemokines indicators of the Th subpopulations of lymphocytes
and macrophages present in chronic inflammation. Quantification was

performed by multiplex technology.

Results: Saliva samples from 22 healthy patients, 14 patients suffering from
chronic periodontitis and 28 patients with chronic periodontitis and type 2
diabetes were collected. Although statistically significant (p <0.05) differences
were found among the three study groups for CCL3 and the CCL13, only
comparisons between the group of healthy and the group of patients with

periodontal disease and type 2 diabetes were significant for both chemokines.

Conclusions: The results of the present work indicate that the protein
expression profile in multi-compromised patients is distinct from the
expression values of the same chemokines in patients with only one disease,
type 2 diabetes or periodontal disease, demonstrating the need of such

studies for the validation of biomarkers.
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1. INTRODUCAO E ENQUADRAMENTO TEORICO

1.1.Periodontite Cronica

1.1.1. Etiologia e Fatores de Risco

Considerada a maior causa de perda dentaria em adultos (2), a
periodontite cronica € uma doenca inflamatéria que consiste na perda de
insercao por destruicdo do ligamento periodontal e perda do 0sso subjacente
(3-5).

A resposta inflamatéria do hospedeiro ao crescimento de um grupo de
bactérias,  predominantemente =~ Gram-negativas  anaerObias  (mais
especificamente Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola), é a principal causa desta perda dos tecidos de suporte que
rodeiam o dente (6,7). Hajishengallis et al. (8) colocou a hip6tese de existir
uma disbiose do microbiota periodontal, ou seja, uma alteracdo da
abundéancia dos componentes do microbiota em comparacdo com a sua
abundéancia na saude, levando a alteracbes na relacdo entre o0s
microrganismos e o hospedeiro, dando inicio a inflamag¢do. O mesmo autor
refere ainda que a P. gingivalis prejudica a imunidade inata de tal modo que
altera o crescimento e desenvolvimento de todo o biofilme, provocando
mudancas destrutivas na interacdo homeostaticas entre hospedeiro e
microrganismo no periodonto, sendo esta a bactéria um agente patogénico-
chave a provocar a doenca periodontal.

O aparecimento e progressao da periodontite é influenciado por fatores
como o microbioma oral, a idade, o tabagismo, a dieta, a suscetibilidade
genética, o stress e uma higiene oral precaria (9,10). As doencas sistémicas
estdo, também, intimamente relacionadas com as doencas orais, tendo

inclusivamente fatores de risco em comum, como é o caso da Diabetes tipo 2

(9).



1.1.2. Diagndstico e Classificacao

O diagnostico da doenca periodontal é baseado na avaliagédo clinica
tradicional, sendo fundamentado pela presenca e extensdo da inflamacéo
gengival, designada de sangramento a sondagem ou BOP (bleeding on
probing); pela profundidade a sondagem ou PD (probing depth); pela perda
de insercéo ou CAL (clinical attachment loss); e pelo padrdo e extensao da
perda éssea alveolar, avaliada radiograficamente. Deverdo ainda ter-se em
conta, para fins de diagndéstico os seguintes pontos: idade, recessao gengival
(distancia da juncdo amelocementaria do dente até a margem gengival),
envolvimento de furca, mobilidade dentaria, historico clinico, tratamento
prévio e 0s sinais e sintomas associados, incluindo dor, ulceracdo e
depdsitos microbianos (quantidade de placa bacteriana e de célculo
observavel) (11-13). A avaliacdo radiografica da extensao e padréo de perda
Ossea alveolar, bem como da sua progressdo ao longo do tempo, também
tem sido empregue na mensuragdo da severidade e extensdo da doencga
periodontal, nomeadamente através das ortopantomografias (11).

No sistema de classificacdo de 1999 da American Academy of
Periodontology (AAP), existem sete tipos gerais de doencas periodontais
induzidas por placa: 1) gengivite, 2) periodontite crénica, 3) periodontite
agressiva, 4) periodontite como uma manifestacdo de doencas sistémicas; 5)
doencas periodontais necrosantes, 6) abcessos do periodonto, e 7)
periodontites associada a lesbes endoddnticas (12,14,15). A acrescentar a
classificacdo dos tipos das doencas periodontais estdo, ainda, a severidade
da patologia e a sua extensao/distribuicao intraoral. No caso da periodontite,
estd recomendado que a severidade seja categorizada com base na perda de
insercao: leve=1-2mm; moderada=3-4mm; avancada=5mm. No que diz
respeito a extensao/distribuicho da doenca periodontal, considera-se
localizada se afeta até 30% dos dentes e generalizada se afetar > 30% dos

mesmos (14).



1.1.3. Fisiopatologia

O periodonto saudavel € mantido por uma resposta inata eficaz a
microflora comensal (ndo patogénica) da placa dentaria, limitada a margem
gengival, na qual os neutrofilos desempenham um papel crucial, regulados
por baixos niveis de citocinas, como a interleucina-1 (IL-18) e a interleucina-
8 (IL-8) (10). Como referido anteriormente, em situagcdo normal, a periodonto
€ colonizado de forma equilibrada, sem que haja disbiose. No entanto, na
patogénese da periodontite existe desregulacdo desta interacdo entre o
microbiota e os tecidos do hospedeiro, por fatores ambientais, como o
tabagismo, a idade, as doencas sistémicas e a suscetibilidade genética (10).

A doenca periodontal tem uma evolucdo cronoldgica que depreende 4
estagios: colonizacao (desregulacdo e acumulagéo do biofilme bacteriano no
sulco gengival); invasdo (penetracdo das bactérias no epitélio e no tecido
conjuntivo da gengiva adjacente ao dente); inflamacdo (estimulacdo e
ativacdo da resposta imune inata e adquirida por parte do hospedeiro); e
perda tecidual (destruicdo irreversivel da ligacdo do tecido conjuntivo a
superficie dentaria) (16). Esta destruicdo tecidual, caracteristica da
periodontite, leva, eventualmente, ao compromisso da fungcdo e perda
dentaria (10).

1.1.1.1. Imunidade Inata na doenca periodontal

As ceélulas epiteliais, os fibroblastos gengivais e do ligamento
periodontal, os osteoblastos e as células dendriticas sdo algumas das células
residentes envolvidas na resposta imune inata. As células epiteliais secretam
IL-8, uma quimiocina que aumenta a migragdo dos neutrofilos e contribui
igualmente para a adesdo dos monqcitos aos vasos sanguineos e sua
consequente saida para os tecidos. Os neutrofilos invadem o periodonto,
levando ao aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-
18, interleucina-6 (IL-6), e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a). Estas
citocinas contribuem para a regulacdo dos mecanismos moleculares de
destruicdo do tecido periodontal, estimulando a osteoclastogénese. Os

monacitos residentes nas margens do tecido 6sseo podem diferenciar-se em



osteoclastos através de diferentes vias de regulacdo dependentes de
citocinas pro-inflamatorias, produzindo por sua vez citocinas inflamatorias
(17-19).

As células dendriticas (CDs) outro tipo de células apresentadoras de
antigénios (APC) presentes na barreira epitelial, expressam recetores toll-like
(classe de recetores de reconhecimento de padrdes moleculares
microbianos). Diferentes subpopulacdes de células dendriticas bem como de
macrofagos, expressam distintos recetores toll-like, estando estes associados
a mecanismos de ativacdo de subpopulacdes especificas de linfocitos Th. As
células dendriticas uma vez ativadas por antigénios produzem interleucina-12
(IL-12) e interleucina-18 (IL-18) que por sua vez regulam a secrecdo do
interferdo-y (IFN-y) pelas células natural killer (NK) e, mais tardiamente, pelas
células T (17,19).

Os fibroblastos do ligamento periodontal e os fibroblastos gengivais
sdo as principais células do tecido conjuntivo periodontal aos quais 0os micro-
organismos tém acesso ap6s o rompimento da barreira epitelial. Como
resposta, os fibroblastos secretam citocinas e enzimas envolvidas na
degracdo da matriz extracelular. Os fibroblastos gengivais produzem TNF-a,
IL-6, IL-8, chemokine (C-C motif) ligand 3 (CCL3) (anteriormente conhecido
como macrophage inflammatory protein-7a (MIP-1a)), e chemokine (C-X-C
motif) ligand 12 (CXCL12), também denominada de stromal-derived factor-1
(SDF-1), importantes reguladores do processo inflamatério e do metabolismo
0sseo. A expressdo das metaloproteinases da matriz (MMPs) é acentuada
nos fibroblastos do ligamento periodontal; no entanto, estas células também
contribuem para a inflamacéo periodontal e perda 6ssea através da producao
e libertacdo de IL-1B, IL-6, TNF-a e receptor activator of nuclear factor-[1B
ligand (RANKL). As proteinas descritas acima implicadas na sinalizacédo
celular e/ou na degradacéo tecidular contribuem para que os microrganismos
possam continuar a invadir o tecido periodontal atingindo a superficie do 0sso
alveolar (17,19).

Estes eventos que representam a primeira resposta a infecdo,
estabelecem uma inflamacéao local utilizando a maquinaria celular e molecular
da imunidade inata. A permanéncia da producédo de citocinas e a manutencéo

da presenca de neutréfilos uma das populacdes celulares que caracteriza a



doenca periodontal contribuira para que a osteoclastogénese se estabeleca e

gue ocorra a consequente perda do osso alveolar (10,17).

1.1.1.2. Linfécitos T e B e a Imunidade Adquirida em doenca

periodontal

Quando a lesao periodontal persiste sem resolugdo e uma nova
comunidade denominada por um microbiota Gram negativo maioritariamente
assacarolitico se estabelece, o0s novos antigénios bacterianos s&o
processados e apresentados aos linfécitos T e B pelas células
apresentadoras (macrofagos e células dendriticas). O dialogo dos
macréfagos/ células dendriticas com os antigénios e apresentacdo destes
aos linfocitos T (imunidade celular) faz com que estes sejam ativados e se
tornem células efetoras capazes de ativar os linfocitos B. Uma vez ativados
os linfécitos B, produzem anticorpos moléculas de imunoglobulinas capazes
de reconhecer e ligar aos antigénios do microbiota (imunidade humoral) (19).

Os linfocitos T comportam 2 subpopulacfes que expressao proteinas
membranares que funcionam como co-receptores, CD4 e CD8 que
apresentam diferentes fungdes efetoras (19-21).

As células T CD4* naive (células T-helper) sdo polarizadas por acao
de citocinas especificas e diferenciam-se em diferentes sub-populacdes com
fungbes efetoras distintas: T-helper 1 (Thl), T-helper 2 (Th2), as
recentemente descritas T-helper 17 (Th17) e células T reguladoras (Treg),
com papel antagonista e regulador da resposta imunitaria (19-21).

As Thl secretam interleucina-2 (IL-2) e IFN-y e as Th2 produzem
interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13. Tanto as Thl como as Th2 produzem
interleucina-3 (IL-3) e TNF-a (19,20).

As células T CD8* (células T citotdoxicas) sao células efetoras
imunitarias que secretam citocinas caracteristicas tanto das Thl como das
Th2 (19,20) e o seu papel como efetoras consiste na indugédo da morte de
células com antigénios intracelulares.

A diferenciacéo das células T CD4* em células Th17, estimuladoras da
formacdo de osteoclastos, € ativada pela presenca de IL-6 e transforming

growth factor- 8 (TGF-B) (ativagdo aumentada pela interleucina-1 (IL-1) e



interleucina-23 (IL-23)), e é controlada pela expressado da IL-1pB e interleucina-
2 (IL-2). As Th17, observadas na periodontite cronica, secretam interleucinas
17, 21, 22 e 23, sendo as Unicas a produzir as IL-17. A interleucina-17 (IL-17)
consiste numa familia e citocinas pro-inflamatorias, expressa por células da
imunidade inata e adaptativa, como o0s neutroéfilos, eosindfilos, células NK,
bem como células epiteliais e do musculo liso, e € composta por 6 membros:
17A-F, sendo a IL-17A e a IL17F produzida em exclusivo por Th17 (10,19-
22).

A IL-17E (ou IL-25) ndo é produzida pela Thl7 mas sim pelas Th2,
induzindo as citocinas e quimiocinas dessa familia. A IL-17 tem ainda como
papel reforcar as respostas inatas nas células periodontais através da
sinergia com os microbe-associated molecular pattern (MAMPSs), aumentando
a secrecao de IL-1 (10,19-22).

As células Treg regulam a ativacao, proliferacéo e funcéo efetora das
células T ativadas, desempenhando um papel essencial na prevencdo da
ativacao inapropriada do sistema imunitario. Tém um papel protetor quando
existem danos nos tecidos periodontais e estdo presentes na doenca
periodontal. As citocinas produzidas pelas células Treg sdo o TGF-f e o
cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), que sub-regulam a
inflamagéo. A IL-10, o TGF-f e o CTLA-4 estdo descritos como estando
implicados na diminuicdo da progresséo da doenca periodontal (19,22,23).

Os macréfagos, células apresentadoras de antigénios, séo células que
fagocitam eficientemente as particulas de antigénios que sejam reconhecidas
por recetores de antigénio (toll-like, por exemplo) e expressam moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHC II), o qual é
reconhecido pelo recetor das células T. S&o células amplamente distribuidas,
que desempenham um papel indispensavel na homeostase e defesa.
Diferenciam-se a partir de ceélulas mononucleares do sangue periférico
circulante e migram para os tecidos inflamados. Os macréfagos existem em 2
sub-populagbes M1 e M2. O macréfago inflamatério classico (M1) funciona
na defesa contra patogénos intracelulares e secreta citocinas pro-
inflamatorias (TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-23), que promovem o desenvolvimento e
expansdo das Thl. E ativado pelo IFN-y e por lipopolissacarideos. Os
macréfagos alternativamente ativados (M2) sé@o células importantes na



resolucdo da inflamacéo, através de vias anti-inflamatorias, reduzindo a
capacidade de producédo de citocinas pro-inflamatoérias. Segundo Racz et al.
(23), foram detetados macréfagos em inameros infiltrados inflamatorios de
individuos com periodontite, onde estes desempenham um papel-chave na
regulacédo da resposta imune, ndo s6 por apresentarem antigénios as células
T, mas também por secretarem uma variedade de citocinas inflamatérias
(TNF-a, IL-1, IL-6) que, direta ou indiretamente, influenciam a diferenciagao e
funcdo dos osteoclastos, principais mediadores da reabsorcéo 6ssea (19,23—
26)

1.1.1.3. Citocinas e Quimiocinas da resposta imunitaria

Mensageiras entre as células, as citocinas e as quimiocinas (citocinas
guimiotaxicas) regulam a resposta imune a infecao (19).

As citocinas sé@o proteinas de baixo peso molecular, reguladoras da
amplitude e da duracéo da resposta inflamatoéria. As vias de sinalizacdo que
levam & secrecdo das citocinas durante o desenvolvimento da periodontite é
geralmente dependente da ativacao do receptor activator of nuclear factor-[1B
(RANK) e decorrem da interacdo de MAMPS (como os lipopolissacarideos
(LPS) e os pattern recognition receptors (PRR)), presentes nos tecidos
periodontais e nos infiltrados leucocitarios. As citocinas ativam as respostas
imunes adaptativas por estimulacdo das APCs, como as CD, as células de
Langerhans, e os macréfagos. Apds reconhecimento e apresentacdo dos
micro-organismos, as citocinas da resposta inata (IL-1, IL-6 e TNF-a,) sao
as primeiras a aparecer nas vias da patogénese da doenca periodontal
(10,19,22).

A IL-1 é o mediador central da imunidade inata e da inflamacéo e
possui sete ligandos com atividade agonista (IL-1a, IL-1(3, IL-18, IL-33, IL-
36a, IL-368 e IL-36Y). A IL-1B é produzida por uma vasta gama de tecidos
periodontais e células do sistema imunologico e, como tal, € considerada
como tendo multiplos papéis na resposta imune inata e adaptativa existente
na patogénese da periodontite. A IL-18 atua (normalmente em sinergia com o
TNF-a e a prostaglandina E2 (PGE2)) na indugéo de alteragcbes vasculares
associadas a inflamacdo, em particular, na regulagdo da migracdo dos



neutrofilos para o periodonto. Na imunidade adaptativa, a IL-1B estimula a
apresentacao dos antigénios pelas APCs e influencia o desenvolvimento de
células T. Deste modo, a IL-13, o TNF-a e a PGE: vao ativar os osteoclastos,
a secrecdo de MMPs e a reabsor¢cdo 6ssea alveolar na periodontite cronica
(10,17,25).

A IL-6 é uma citocina pré-inflamatéria multifuncional que tem uma
vasta gama de atividades biolégicas em diversas células alvo e que regula
respostas imunes, reacdes de fase aguda, a hematopoiese, e 0 metabolismo
0sseo. Secretada por uma vasta gama de células do periodonto,
provavelmente como resposta secundaria a IL-13 e a atividade do TNF-a. A
IL-6 é importante na regulagdo, desenvolvimento, proliferagéo e atividade das
células imunes chave (células B, células T e mondcitos), bem como dos
osteoclastos (que se desenvolvem a partir da linhagem dos mondécitos). Esta
interleucina € um estimulador da secrecdo de MMPs nos fibroblastos e é
provavelmente uma citocina-chave como resposta inflamatéria a placa
bacteriana (10,24,27,28).

O TNF-a é uma citocina com varias fungdes, desde a migragao celular
até a destruicdo do tecidual. Desempenha um papel critico na resposta do
hospedeiro contra um amplo espectro de infe¢des bacterianas, contribuindo
para a resposta imune inata e adaptativa. O TNF-a induz a sobre-regulacéo
das moléculas de adeséo e estimula a producdo de quimiocinas, envolvidas
na migracdo de células para os locais infetados e inflamados. Regula ainda,
positivamente, a producéo de IL-1B e IL-6, estando correlacionado também
com a degradacdo da matriz extracelular e com a reabsorcdo Ossea, por
promover a secrecdo de MMPs e de RANKL (19,27,29,30).

As quimiocinas desempenham um papel importante na migragao de
células fagociticas para o local da infecdo. Estas citocinas quimiotaxicas, que
induzem a migracdo de leucdcitos, sdo sintetizadas por uma variedade de
células incluindo as células endoteliais, epiteliais e do estroma e leucdcitos.
Funcionalmente, podem ser agrupadas como homeostaticas e inflamatorias.
Regulam sinalizacdo em processos bioldégicos, como angiogénese,
proliferacéo celular, apoptose, metastase tumoral e defesa do hospedeiro. A
ligacdo de uma quimiocina ao seu recetor respetivo inicia 0 processo de

migracdo celular. As quimiocinas tém como células alvo os leucécitos no



sistema imunitario inato, assim como os linfocitos no sistema imunitario
adaptativo (19).

A primeira citocina identificada como possuindo atividade quimiotaxica
foi a chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL8), também conhecida por IL-8.
No periodonto, esta citocina € produzida principalmente pelos fibroblastos
gengivais, células epiteliais gengivais e células endoteliais, sendo encontrada
em tecidos periodontais saudaveis e doentes e associada com a inflamagéo
subclinica da leséo inicial, composta por neutréfilos polimorfonucleares. Esta
guimiocina tem um papel importante no metabolismo 6sseo, tendo acdes
diretas sobre a diferenciacéo e atividade dos osteoclastos (17,19,28,31).

Outra quimioquina crucial da imunidade inata € a chemokine (C-C
motif) ligand 2 (CCL2), também denominada de monocyte chemotactic
protein 1 (MCP-1). Esta quimiocina desempenha um papel importante nos
processos inflamatoérios, tendo sido implicada como fator-chave para o
recrutamento e ativacao de leucécitos (19,28).

A CCL3 (MIP-1a) é a quimiocina mais expressa nos tecidos
periodontais, estando frequentemente localizada no tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio das bolsas dos tecidos gengivais inflamados. Na
periodontite crénica, a CCL3, contribui para a presenca dos macréfagos e,
em conjunto com a CCL5 e a CXCL8, possui um papel importante no
metabolismo 6sseo, induzindo a migracao e ativacdo dos osteoclastos. Deste
modo, é presumivel que agrave a severidade da doenca periodontal
(16,19,31,32).

A CCL13 (ou MCP-4 - monocyte chemotactic protein-4) € expressa em
tecidos ndo linfoides durante a inflamacdo cronica e atua como um fator
guimiotaxico para atrair mondcitos, mas nado neutréfilos, em tecidos
cronicamente expostos a patdogenos exogenos. A MCP-4 tem sido associada
a doencas como a artrite reumatoide, a aterosclerose da carodtida, asma e
inflamacé&o renal. Na periodontite cronica, o recrutamento de macréfagos e as
acOes anti-apoptéticas contribuem para a permanéncia destas células nos
tecidos periodontais, uma caracteristica compartilhada com outras patologias
inflamatorias cronicas (16,33).

O RANKL induz a producao de CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP1-a), CCL5
(RANTES - regulated and normal T cell expressed and secreted) e CCL9



(MIG — monokine induced by IFN-y) pelos osteoclastos, sugerindo a sua
contribuicdo para a reabsorcdo Ossea. Estudos recentes relatam que as
quimiocinas podem contribuir efetivamente para a remodelacdo O0ssea por
conducdo da migracao e ativacao dos osteoblastos (10,19).

O IFN-y é uma citocina da resposta imunitaria adaptativa. A sua
principal funcdo € promover a ligagdo das APCs ao antigénio, por sobre-
regular a expressédo dos complexos MHC | e MHC Il. IFN-y desempenha um
papel importante na maturacdo das células B e na secrecdo de
imunoglobulinas. Na doenca periodontal, IFN-y esta presente em niveis
elevados nas lesfes, estando associado a lesdes progressivas ou as formas
mais graves de periodontite (19).

A interleucina-4 (IL-4), outra citocina importante na imunidade
adaptativa, induz a proliferacdo das células T e regula a secrecdo de
imunoglobulinas pelas células B. Considerada uma citocina anti-inflamatoria,
a IL-4 tem acbes anti-tumorais e inibe a atividade de citocinas pro-
inflamatorias. Estudos sugerem que a IL-4 regula negativamente a producao
de outras citocinas, incluindo a IL-1B, o TNF-a e a IL-6, pelos mondcitos e
pelas células Thl, inibindo a transcricdo destas citocinas pré-inflamatérias e
do IFN-y. Além disso, a IL-4 inibe a producdo de MMPs e de RANKL e,
concomitantemente, induz a sobre-regulacdo do inibidor tecidual das
metaloproteinases (TIMP) e da osteoprotegerina (OPG), reforcando o seu
potencial papel protetor nas doencas periodontais. A IL-4 também induz a
producgéo de IL-10, outra citocina anti-inflamatoéria (19,21,24).

TGF-B é um fator de crescimento que regula o desenvolvimento e
diferenciacéo celular e a produgdo da matriz, sendo também um potente fator
imunossupressor regulando negativamente a transcricdo dos fatores pro-
inflamatorios (como a IL-13 e o TNF-a) e as MMPs. Em lesdes periodontais
ativas, os niveis de TGF-B estdo negativamente correlacionados com os
niveis de RANKL, reforcando o seu papel de protecdo contra a destruicdo
tecidual (19).
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1.1.1.4. A Proteina C-Reativa e a Inflamacgéo

A proteina C-reativa (PCR), sintetizada pelo figado e pelos adipdcitos,
tem sido reconhecida como um importante biomarcador para um largo
espectro de condicdes, tais como a inflamacéo sistémica, osteomielite, artrite
reumatoide e vasculite. E regulada por citocinas como as IL-6, a IL-1B e o
TNF-a, que apresentam a capacidade de estimular a producéo da PCR pelos
hepatécitos (34—36).

Embora a periodontite seja de natureza crénica, existem elementos
pertencentes a fase aguda, como a PCR, que também fazem parte da
imunidade inata. Os valores elevados da PCR na periodontite crénica podem
ser afetados por fatores como o envelhecimento, a pressao arterial, o
consumo de alcool, tabagismo, baixos niveis de atividade fisica, fadiga
cronica, DMT2, alimentacdo rica em proteinas, distirbios do sono e
depressdo. Em pacientes com doenca periodontal os altos niveis da PCR
também estdo associados a presenca de infecdo pelos patégenos
periodontais, em particular a Porphyromonas gingivalis (35,37).

1.1.1.5. Mediadores inflamatérios e a Destruicdo da Matriz

Extracelular

Os mediadores inflamatdrios mais importantes, relacionados com a
iniciacdo e progressdao da doenca periodontal, passam por uma rede
complexa de citocinas pro-inflamatérias, MMPs e prostaglandinas.
Relativamente as MMPs, que medeiam a degradagdo da matriz extracelular,
estas sao sintetizadas pela maioria dos tipos de células no ligamento
periodontal (incluindo fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais, e
osteoclastos), assim como os leucécitos infiltrantes (incluindo os neutréfilos e
macréfagos). As MMPs tém uma ampla gama de funcdes fisioldgicas
fundamentais, incluindo o desenvolvimento de tecidos, homeostase, e
reparacdo, bem como papéis nas respostas imunes, compreendendo o
processamento e apresentacao de antigénios, em adicdo a migracao celular.

A atividade das MMPs é controlada por alteracdes no balan¢o delicado entre
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a expressdo e a sintese de MMPs e dos seus inibidores (TIMPS)
(10,16,19,38).

A transcricdo de genes das MMPs € muito baixa no tecido periodontal
saudavel. Na doenca periodontal, o equilibrio é quebrado e a secrecdo de
MMPs especificas € estimulada pelas seguintes citocinas: IL-1, IL-6, TNF-a.
No entanto as MMPs ativas sdo capazes de ativar outras MMPs através de
uma cascata de ativacdo reciproca. Algumas citocinas estdo especificamente
relacionadas com determinadas MMPs, como por exemplo, a IL-13 e o TNF-a
gue podem estimular a secrecdo de MMPs 3, 8 e 9 a partir dos fibroblastos
gengivais e a secrecdo MMP-13 a partir dos osteoblastos (10,19).

A CXCLS8 recruta neutrdfilos para o local contendo biofilme oral e estes
secretam citocinas, bem como as MMPs 8 e 9, resultando na degradacgéo da
matriz extracelular e na sinalizacdo de outras células efetoras para a
producdo de MMPs. A principal enzima a degradar o colagénio na
periodontite € MMP-8 (ou colagenase 2), produzida principalmente pelos
neutroéfilos. Esta enzima encontra-se no fluido crevicular e na saliva quando
existe doenca periodontal e tem como principal funcdo a degradacdo do
colagénio tipo I, tipo 1l e tipo Ill. A MMP-9 (gelatinase B) é uma enzima que
degrada varios tipos de matriz extracelular, incluindo a membrana basal de
colagénio do tipo IV. A MMP-9 é expressa pelos neutréfilos e a sua producao
é estimulada por vérias citocinas, em particular o TNF-a, epidermal growth
factor (EGF) e por alguns produtos bacterianos como o LPS (19,30,38).

1.1.1.6. Mediadores inflamatorios e a Reabsor¢do Ossea

A perda de osso alveolar é uma caracteristica critica da progressao da
doenca periodontal sendo esta devida a rutura do equilibrio entre a atividade
dos osteoblastos e osteoclastos desencadeada pela resposta a produtos
bacterianos e por citocinas produzidas decorrentes da resposta imunitaria. O
reconhecimento de LPS por recetores toll-like contribui para a estimulacéo
direta da reabsorcéao 6ssea, mediada por redes de citocinas IL-13, IL-6, TNF-
a e por RANKL e PGE2(10,19).

O RANKL e osteoprotegerina (OPG) séo os principais reguladores de

remodelacdo Ossea e estdo diretamente envolvidos na diferenciagéo,
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ativacao e sobrevivéncia dos osteoclastos e dos seus precursores. O RANKL
€ expresso por osteoblastos, condrdcitos, células estromais e outras células
mesenquimais, além das células T ativadas e das células B. O RANK é
expresso pelos progenitores de osteoclastos, osteoclastos maduros,
condrécitos, mondcitos/macréfagos e células dendriticas. A OPG € expressa
por células do tecido periodontal, incluindo os fibroblastos e as células do
ligamento periodontal. O bloqueio da atividade do RANKL por ligagédo da
OPG, inibe significativamente a perda 6Ossea na artrite reumatoide,
osteoporose, metastase 0ssea relacionada com o cancro e a destruicdo do
0sso alveolar associada a diabetes, confirmando o papel critico da triade
RANKL/ RANK /OPG na osteoclastogénese (17,19).

A ativacdo dos recetores toll-like 2 e recetores toll-like 6 por LPS
provoca uma maior expressdo da RANKL. Além disso, os osteoclastos e 0s
seus precursores expressam recetores toll-like, principalmente os recetores
2, 4 e 9. A producéao induzida pelos lipopolissacarideos de IL-13 através das
vias dos recetores toll-like pode sobre-regular a RANKL, inibindo a expressao
de OPG pelos osteoblastos. O papel crucial do recetores toll-like 2 passa pela
diminuicao substancial das respostas aos LPS, uma vez que estes induzem o
desenvolvimento e a atividade dos osteoclastos. Assim, os recetores toll-like
influenciam a resposta inflamatéria no microambiente do osso e
desempenham um papel critico na modulacdo da osteoclastogénese e na
perda 6ssea induzida pela inflamacdo. As células residentes, segundo
evidéncias recentes, também estdo envolvidas na perda 6ssea, uma vez que
os fibroblastos de ligamento periodontal e os precursores de osteoclastos
aumentam, sinergicamente, a expressdao de genes relacionados com a

osteoclastogénese (17,19).
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1.2.Diabetes Mellitus Tipo 2

1.2.1. Epidemiologia e Etiologia

A Diabetes Mellitus (DM) é a doenca metabdlica mais comum entre a
sociedade moderna, caracterizada por uma hiperglicemia cronica (39,40).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2014, a nivel mundial,
9% dos adultos acima dos 18 anos tinham diabetes, prevendo-se que em
2030 seja a 72 causa de morte no planeta (41). Em Portugal no ano de 2013,
de acordo com o Relatério Anual do Observatorio Nacional da Diabetes de
2014, 13% da populagdo nacional tinha Diabetes Mellitus (onde apenas 7,3%
esta diagnosticada), sendo mais prevalente em individuos do sexo masculino
(42).

Anteriormente conhecida como diabetes ndo insulinodependente, a
Diabetes Mellitus tipo 2 é a forma mais comum da Diabetes Mellitus (90-95%)
e tem normalmente uma evolugéao insidiosa (43,44)

Os fatores genéticos, a idade, a obesidade (sobrepeso ou perimetro
abdominal aumentado) e a inatividade fisica (estilo de vida sedentéario) fazem
parte dos fatores de risco major que levam ao desenvolvimento deste tipo de
diabetes (39,43-46)

1.2.2. Sintomas e Complicacdes

Os sintomas classicos da Diabetes Mellitus devido a hiperglicemia
cronica, passam pela politria (excesso de producdo de urina), polidipsia
(aumento da sensacdo de sede), perda de peso, por vezes com polifagia
(apetite excessivo) e visao turva (6,44).

A longo prazo as principais complicagfes sistémicas passam por
complicagbes microvasculares (tais como retinopatias, neuropatias e
nefropatias) e macrovasculares (como o0 aumento da incidéncia de
aterosclerose, cardiopatia isquémica, hipertensdo) neuropatia autonoma
(causando sintomatologia gastrointestinal, genitourinaria e cardiovascular e

disfungéo sexual) e nefropatias (pode conduzir a insuficiéncia renal terminal).
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O caréacter cronico desta patologia e o desequilibrio glicémico destes
pacientes podem ainda resultar numa maior suscetibilidade a infe¢cbes e no

aumento do tempo de cicatrizacéo (2,44,47,48).

1.2.3. Fisiopatologia em Diabetes Mellitus

O defeito fisiopatologico subjacente a DMT2 ndo implica a destruicdo
autoimune das células B pancreaticas, sendo caracterizada pelas seguintes
desordens: resisténcia periférica a insulina (no musculo esquelético, o tecido
adiposo e figado); producdo aumentada de glicose pelo figado; e, secrecdo
alterada da insulina pelo pancreas. O aumento da resisténcia do tecido a
insulina geralmente ocorre em primeiro lugar podendo ser, eventualmente,
seguido da diminuicdo da secrecdo de insulina. O pancreas continua a
produzir insulina, no entanto a resisténcia a insulina impede o seu uso
adequado a nivel celular. A glicose ndo consegue entrar nas células alvo e
acumula-se na corrente sanguinea, resultando num estado hiperglicémico.
Os niveis elevados de glicose no sangue estimulam um aumento na
producdo de insulina pelo pancreas; assim, os individuos com DMT2, tém
com frequéncia excesso de producdo de insulina (hiperinsulinemia). A
medida que o tempo passa, a producdo de insulina pelo pancreas vai
diminuindo gradualmente até chegar a valores abaixo dos normais (49).

A resisténcia a insulina resulta de dois fatores: a diminuicdo do niumero
de recetores de insulina na membrana celular e a cascata de sinalizacao
intracelular apos ligacéo da insulina no recetor estar comprometida (50).

A relagdo existente entre a inflamacdo sistémica e a resisténcia a
insulina, quando o sistema imune se encontra alterado, é um fator
determinante na patogénese da DM. A resposta imunoldgica € caracterizada
pelo aumento da contagem de neutrdfilos e pela diminuicdo de linfécitos,
sendo o NLR (ratio neutrdfilos/linfécitos) é frequentemente reconhecido como
um marcador inflamatério para avaliar a gravidade da doenca. Os neutroéfilos
representam o mediador inflamatério inespecifico ativo que inicia a primeira
linha de defesa, ao passo que os linfocitos representam a componente
reguladora/protecéo da inflamacéo (51).
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1.2.4. Alteracfes na Cavidade Oral

Além das manifestagcfes sistémicas, a Diabetes Mellitus também esta
associada a alteragBes na cavidade oral. O estado de hiperglicemia cronico
parece ser um dos fatores etioldgicos para a doenca periodontal (gengivite e
periodontite); xerostomia e disfuncdo das glandulas salivares; aumento da
suscetibilidade a infe¢cbes bacterianas, virais e fungicas (por Candida
albicans); caries; abcessos periapicais; perda de pecas dentarias;
incapacidade para usar proteses dentarias; alteracdes no paladar; liquen

plano, sindrome da boca ardente e atraso na cicatrizacao tecidual (52-54).

1.2.4.1. Doenca Periodontal e a Diabetes Mellitus

A suscetibilidade para a doenca periodontal € a complicacdo oral mais
comum da Diabetes Mellitus, sendo considerada a sexta complicacdo da
DMT2, apds a retinopatia, a nefropatia, a neuropatia, a doenca cardiovascular
e a doenca vascular periférica (55,56). Os individuos com DMT2 tém trés
vezes mais probabilidade de sofrer de doenca periodontal, estando este risco
aumentado quando os diabetes ndo estdo controlados (52). A destruicdo do
tecido periodontal e a perda de pecas dentarias, além de aumentar com a
idade, também é maior quando os pacientes sofrem de DM (54).

Existem alguns mecanismos que relacionam a doenca periodontal e a
DM. Estes séo (57):

1.24.1.1. Produtos finais da glicosilacdo avancada (AGES)

Os produtos finais da glicosilacdo avancada e oxidagcdo nao
enzimatica de proteinas e lipidos (AGEs — advanced glycation end products),
gque se acumulam no plasma e no tecido, e a interacdo com 0S seus
recetores (RAGEs - receptor for advanced glycation end products) séo
considerados um dos grandes responsaveis pelas complica¢cdes que ocorrem

em pacientes diabéticos (52,54,56,58). Estas complicacdes surgem na
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Diabetes Mellitus como resultado da hiperglicemia cronica e devido a super-
producdo de mediadores inflamatérios como a IL-1B, TNF-a e IL-6 (57,59,60).

E genericamente aceite que a producdo de AGEs é um dos
mecanismo pelo qual a diabetes parece afetar o estado periodontal. Ao
facilitar a formacdo de AGEs e a sua ligacdo aos RAGEs (ativando
monaocitos/macréfagos e de células endoteliais, que leva a libertacdo de
citocinas pro-inflamatorias), a Diabetes pode também alterar indiretamente a
reticulagdo da matriz extracelular, bem como as atividades celulares para
amplificar reacdes inflamatérias e diminuir a viabilidade celular. Assim, leva
ao comprometimento de cicatrizacdo das feridas (por alteracdo da estrutura
do colagénio), a potencial alteracdo vascular no tecido periodontal e a
degradacédo acelerada do tecido conjuntivo no osso mineralizado e nao
mineralizado (2,56,57,59,61).

1.2.4.1.2. Alteracfes Imunoldgicas em Diabetes Mellitus

Nos pacientes diabéticos, o estado hiperglicémico pode favorecer o
ambiente oral ao crescimento de patégenos periodontais anaerébios Gram-
negativos (como a Porphyromonas gingivalis), comprometer a funcao celular
e de defesa do hospedeiro, e induzir a producédo excessiva de citocinas pro-
inflamatorias e secrecdo de enzimas colagenoliticas (2,57). No entanto, os
resultados dos estudos in vitro revelaram que a microflora bacteriana
encontrada nos doentes diabéticos era semelhante a observada em
individuos ndo diabéticos, indicando que a inflamagdo nédo se deve aos
microrganismos existente mas sim a resposta imune-inflamatéria crénica que
ocorre nos tecidos periodontais do hospedeiro (2). Esta resposta é
caracterizada pela producédo local de mediadores inflamatorios, incluindo
citocinas (como as interleucinas), prostandides (por exemplo, as
prostaglandinas) e de enzimas destrutivas (tais como as MMPs). A producéo
excessiva ou desregulada destes mediadores provoca 0s sinais clinicos da
doenca, caracterizada pela perda de insercéo, destruicdo do osso alveolar e
formacdo de bolsas periodontais (2,52).

Em resposta aos LPS (endotoxinas) dos microrganismos periodontais,
a elevacdo de citocinas proé-inflamatérias sistémicas (principalmente IL-1j,
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TNF-a e IL-6) pode perturbar o metabolismo lipidico e a resisténcia a insulina,
consequentemente conduzindo a hiperlipidemia e hiperglicemia. Estas
citocinas irdo atenuar ainda mais a insensibilidade & insulina, destruindo as
células B pancreéticas, antagonizando a agdo da insulina, ou alterando a
sinalizacao intracelular mediada pela insulina. O TNF-a induz a resisténcia a
insulina e potencialmente liga a progressdo da destruicdo periodontal ao
estado diabético (2,57,59,61).

O tecido adiposo é uma fonte importante de citocinas na diabetes,
segregando: hormonas reguladoras do apetite e do metabolismo; citocinas
pro-inflamatérias (como o TNF-a e a IL-6) que tém efeito direto sobre as
células inflamatorias (incluindo no tecido periodontal); adipocitocinas (como
leptina e adiponectina). A leptina é um estimulador importante das respostas
inflamatorias, estimulando a quimiotaxia de neutrofilos e a libertacdo de
citocinas pelos mondcitos. Os niveis de leptina correlacionam-se com a
massa de tecido adiposo, sendo elevados em individuos obesos e estando
assim associados a um risco aumentado de desenvolver DMT2. Assim
sendo, quando os niveis de leptina estdo elevado nos pacientes com
diabetes, estes podem contribuir para a destruicdo aumentada do tecido
periodontal (pela ativacdo de respostas pro-inflamatérias no periodonto). A
adiponectina é geralmente associada a efeitos anti-inflamatorios, estando os
seus valores baixos relacionados com a obesidade, a DM e doenca
cardiovascular (52).

Outro mecanismo que pode interligar a Diabetes Mellitus e a doenca
periodontal prende-se com a funcdo dos neutréfilos estar diminuida, nos
pacientes diabéticos. Esta modificacdo deve-se a diminuicdo da quimiotaxia,
aderéncia e ao “adiamento” da apoptose. Esta apoptose tardia leva a um
aumento da retencdo de neutréfilos nos tecidos periodontais, podendo
aumentar o dano tecidual pela libertacdo de enzimas destrutivas, incluindo
MMPs e espécies reativas de oxigénio (ROS), pelos neutrdfilos (52,62).
Ritchie et al. (57), afirmou que em pacientes diabéticos tipo 2, alteracbes de
guimiotaxia de neutrofilos foram associadas a maiores profundidades de

sondagem.
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1.3. A ferramenta bioinformatica OralCard

Para avaliar a informacao existente sobre a presenca e quantificacao
das diferentes proteinas associadas aos mecanismos moleculares da doenca
periodontal e da diabetes é possivel recorrer a uma base de dados que relune
informacédo sobre os dados existentes de protedmica na cavidade oral. O
OralCard, que é repositério que contém dados de diversos estudos de
protedmica da cavidade oral, manualmente anotados constitui um importante
recurso para o0 melhor entendimento dos fundamentos moleculares
envolvidos nos mecanismos biolégicos e patolégicos da cavidade oral
(63,64). Relativamente as citocinas analisadas no presente trabalho a base
de dados OralCard disponibiliza dados de regulacdo para as quimiocinas
CCL3 e CCL13. (Tabela 1).

Tabela 1- Regulacdo da CCL3 e da CCL13 na Periodontite Crénica e na Diabetes Mellitus tipo 2.
Fonte: Oral Card.

Cé_digo Nome da Proteina Perio_dontite Dia_lbetes Mellitus Regulagio
UniProt Croénica (PC) tipo 2 (DMT2)
Chemokine (C-C
P10147 motif) ligand 3 X - x18,00 (PD)
(CCL3)
Chemokine (C-C
Q99616 motif) ligand 13 X - x4,97 (PD)
(CCL13)
1.4.Saliva

A saliva humana € um fluido composto pelas secrec¢des das glandulas
salivar major (parétida, submandibular e sublingual) e das glandulas salivar
minor, distribuidas em grande namero pela mucosa oral. A saliva colhida no
meio oral, conhecida por whole saliva, além de ser predominantemente
derivada das glandulas salivares, também contém fluido crevicular gengival,
secrecdes brénquicas e expetoragdo nasal (65). As proteinas ricas em prolina
(PRPs), as estaterinas, as cistatinas e as histatinas fazem parte dos quatro

grandes grupos de proteinas salivares (66).

A saliva colhida no meio oral, conhecida por saliva total ou whole
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saliva, além de ser predominantemente derivada das glandulas salivares
major e minor, também contém fluido crevicular gengival,
secrecOes bronquicas e expetoracdo nasal. O sangue e plasma encontrados
derivam de feridas orais, bactérias, produtos bacterianos, virus e fungos,
células descamadas do epitélio, outros componentes celulares e restos

alimentares (65).

1.4.1. Saliva como fluido de diagndstico

A recolha de saliva com intuito diagnéstico pode dar-se a nivel das
glandulas, de um modo individual, ou através da recolha da saliva presente
no meio oral (whole saliva). A primeira € Util para avaliar as secre¢des das
glandulas salivares individualmente (parétida, submandibular, sublingual,
glandulas salivares menores) e diagnosticar alteracbes na glandula que se
pretende analisar. A analise da whole saliva € usada para avaliar desordens
sistémicas pois, além de ser mais facil de recolher, contém constituintes do
plasma (65,67,68). No que concerne a colheita da saliva, esta pode ser feita
de forma estimulada (mecénica ou quimica) ou nao estimulada (sem
estimulos exdgenos). A estimulacdo da secrecdo salivar pode afetar a sua
guantidade, fazendo com que alguns dos seus constituintes também sejam
alterados. Na colheita ndo estimulada o fluxo salivar pode ser modificado pela
luminosidade, pela postura do paciente e pelo olfato (67,69,70).

A saliva, quando usada como meio de diagndstico, tem vantagens
reconhecidas: a colheita ndo é invasiva; € facil de recolher, armazenar e
transportar; ndo exige técnicos para a sua colheita, podendo ser realizada
pelo proprio paciente; o risco de contragdo de infegbes através da saliva é
minimo, em comparagdo com o sangue e outros fluidos corporais (65,68,70).
Além das vantagens citadas anteriormente, a saliva é um fluido
continuamente renovado, uma vez que as glandulas salivares, sendo
exocrinas, reproduz os perfis das proteinas indicativos da saude do individuo
e do seu estado clinico no momento da colheita. Este facto torna possivel

monitorizar criangas, idosos e pacientes nao cooperantes (68).

20



As desvantagens da saliva como meio de diagndstico passam pelas
variacfes de determinadas biomoléculas ao longo do dia, ndo refletindo com
confianga as concentracfes destas moléculas; pelas alteracdes que o fluxo
salivar pode sofrer aguando da sua recolha e da sua estimulacéo; pelas
concentracfes serem bastante inferiores as encontradas no sangue e pela
falta de sensibilidade ainda encontrada nos sistemas de deteccao (68).

Uma das doencas orais para a qual estdo avaliados os diagnosticos
salivares é a doencga periodontal (65). Atualmente, ndo existem testes
seguros para diagnosticar e prever a progressao da periodontite (10). Os
parametros clinicos, tais como a profundidade de sondagem, a perda de
insercdo, o sangramento a sondagem, o indice de placa e avaliacdo
radiografica da perda Ossea alveolar fornecem informagBes sobre a
severidade da patologia, mas ndo medem a atividade da doenca. No entanto,
0s testes microbiolégicos, que analisam a resposta do hospedeiro, e as
andlises genéticas tém sido propostas como medidas de monitorizacdo e

identificag&o de pacientes com risco aumentado para a periodontite (71).

1.4.2. Biomarcadores salivares

Os biomarcadores, ou marcadores bioldgicos, sdo definidos como
“alteracdes celulares, bioquimicas, moleculares ou genéticas pelo qual um
processo normal, anormal ou biolégico pode ser reconhecido ou
monitorizado”. Assim, devem ser capazes de monitorizar o estado de saulde,
suscetibilidade a doenca, progressao, resolucdo e resposta a terapéutica, no
que diz respeito a uma determinada condi¢cdo médica (69,70).

As alteracbes das proteinas associadas a fisiopatologia das doencas
sao passiveis de ser identificadas e quantificadas na saliva (72). A analise da
protedmica salivar € fundamental para compreender as fungbes das
proteinas salivares e para identificar os biomarcadores especificos para a
patologia em diferentes condicdes fisiopatoldgicas, ou seja, para se obter
informacdo acerca do estabelecimento, progressdo e prognostico de

determinada patologia na pessoa (7,73).
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Para a periodontite crénica foram propostos por Rosa et al. (16), 7
biomarcadores exclusivos, ap6s estudo funcional. Eles sdo: Chemokine (c-c
motif) ligand 13 (Q99616), Thymine phosphorylase (P19971), C-C motif
chemokine 2 (P13500), Fibronectin (P02751), Angiotensionogen (serpin A8)
(P01019), Clusterin (P10909), Prostaglandin G/H synthase 2 (COX-2)
(P25254).

A quantificagdo dos biomarcadores CCL3 e CCL13 em pacientes
multi-comprometidos com manifestacdes diversas de doencas associadas a
inflamacédo crénica encontra-se por realizar. Deste modo a comparacdo da
quantificacdo dos biomarcadores para periodontite cronica em pacientes com
a patologia oral e em pacientes que sejam também comprometidos com
Diabetes Mellitus tipo 2, permitira esclarecer se os marcadores propostos em
estudos prévios do laboratério SalivaTec continuam a ser validos para avaliar

pacientes multi-comprometidos.
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2. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado com a populacéo dos pacientes da

consulta de Periodontologia na Clinica Dentaria da UCP e da consulta de

diabetes na Unidade de Saude Familiar — Grao Vasco.

2.1. Procedimento experimental realizado

No fluxograma abaixo (Figura 1) encontra-se resumida a metodologia

usada neste estudo.

Excluidos:
21 pacientes nao tinham dentes suficientes (> 12 dentes)
6 pacientes tomaram antibidtico hd menos de 3 meses

Pacientes elegiveis, tanto da Clinica
Universitdria da UCP como da Unidade de >
Satide - Grao Vasco

Processos clinicos com informagao relevante
para o estudo (n=64)

|

Definicio dos Grupos de Estudo:
- Grupo Controlo (n=22)
- Grupo Doenca Periodontal (n=14)

PACIENTE

= Grupo Doenca Periodontal+Diabetes Mellitus (n=28

Inicio

Decisio

Processo

Dados

OULIQO!

!

-

Consentimento Informado utilizado pelo Biohanco
do Instituto de Medicina Molecular (IMM) da

Recolha de saliva, sequndo o protocolo do

Universidade de Lisboa SalivaTec

Questiondrio do Dador do SalivaTec
(clinico, ambiental e da qualidade de vida)

.

Atribuicio do codigo QUARTZY

v

Caracterizacao das amostras de saliva

/ Volume Total pL /

/ Concentracdo de Proteina pg/mL /

[ o /

v v

Avaliacao periodontal dos
pacientes, apds calibracao dos
examinadores

Tratamento estatistico
(Quimiometria)

)

Relacio entre fatores clinicos

Avaliacdo do perfil de proteinas das amostras com
melhor caracterizacao clinica, no Experion™
Automated Electrophoresis Station

'

Avaliacdo dos biomarcadores CCL3 e CCL13
através da Tecnologia Multiplex, sequndo as
instrucdes do fabricante

Validacio dos biomarcadores salivares em pacientes com

> periodontite cronica e multicomprometidos

Figura 1 - Fluxograma.
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2.2.Caracterizacédo do grupo em estudo

O presente estudo foi conduzido em conjunto com o SalivaTec
(Laboratério de Investigacao Interdisciplinar em Saliva), do Departamento de
Ciéncias da Saude da Universidade Catolica Portuguesa (UCP) e aprovado
pelo Diretor da Clinica Universitaria da UCP.

Os pacientes convidados a participar sdo utentes da Clinica
Universitaria da UCP e da Unidade de Saude Familiar — Gréo Vasco, onde
tiveram lugar as recolhas de saliva, entre dezembro 2014 e abril de 2015. As
entidades anteriores foram previamente sensibilizadas e informadas acerca
dos objetivos e da metodologia do estudo.

A sequéncia da colheita de dados foi a seguinte: 1) Entrega e
preenchimento do consentimento informado; 2) Colheita da amostra de
saliva; e 3) Entrega e preenchimento do questionario do dador (Apéndice 1).
O consentimento livre e informado, utilizado pelo Biobanco do Instituto de
Medicina Molecular da Universidade de Lisboa, foi assinado, individualmente,
pelos participantes no estudo, sendo fornecidas informacfes acerca dos
objetivos, procedimentos, beneficios e riscos da colheita bem como acerca
da identificagdo, confidencialidade e conservacdo das amostras (Anexo I). O
questionario entregue teve como objetivo a caracterizacdo dos pacientes a
nivel clinico, ambiental e qualidade de vida, tendo sido também avaliados
relativamente a sua condicao periodontal.

De acordo com o seu diagnostico periodontal e o seu estado de saude
geral, os individuos foram incluidos no estudo. Os critérios de inclusao foram:
presenca de, pelo menos, 12 dentes (74); existéncia de mais 5 bolsas
periodontais com profundidades 25mm e perda de insercdo =3mm (75).
Foram excluidos: pacientes que tomaram antibioticos nos ultimos 3 meses
(76); que foram submetidos a cirurgia oral ha menos de 1 més; que possuiam
histérico de doengas autoimunes, inflamatérias e metabdlicas, a excecéo da
Diabetes Mellitus tipo 2; e gravidas ou lactentes. Os pacientes pertencentes
ao grupo de controlo apresentavam PD<3mm, em todos os dentes,
BOP<10% (77).

O total de 64 individuos foi dividido em trés grupos de estudos: 22

pacientes com saude periodontal e sistémica (controlo); 14 pacientes com
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periodontite cronica e sem doencas sistémicas (DP); 28 pacientes com

periodontite cronica e Diabetes Mellitus tipo 2 (DP+DM).

2.3.Calibracéo dos Examinadores

Com o objetivo de ndo comprometer a avaliacdo periodontal dos
pacientes selecionados, foi realizada, segundo uma adaptacdo do método
descrito por Hill et al. (78), a calibracdo dos examinadores.

Foram recrutados 10 pacientes, todos funcionarios da Clinica
Universitaria da UCP, tendo assinado individualmente um consentimento
informado para participar no estudo. Foram considerados critérios de
inclusd@o: 1) presenca, no minimo, de 20 dentes; 2) pelo menos, um molar por
quadrante; e 3) portadores de doenca periodontal (78).

O protocolo de examinacao consistiu em duas fases. Primeiramente, o
examinador standard, mediu o valor de PD e de recessdo gengival em 6
superficies por dente (disto-vestibular, vestibular, mesio-vestibular, disto-
lingual, lingual e mesio-lingual), em todos os dentes, de todos os pacientes
(excluindo os terceiros molares e implantes). Foi utilizada uma sonda
periodontal clique-probe. Posteriormente, os examinadores A e B efetuaram o
mesmo procedimento nos mesmos pacientes, tendo sido medido um
guadrante por paciente (em dias diferentes e por ordem aleatéria). Este
altimo ponto deve-se ao fato de que o valor de PD aumenta com medi¢cdes
repetitivas (79). A sequéncia de examinacdo, entre os examinadores A e B,

foi alternada.

2.4.Exame Clinico Periodontal

Todos os pacientes foram avaliados clinicamente por um examinador
calibrado. O exame oral ficou registado através do preenchimento do indice
de CPO (80) e o grau de higiene oral foi analisado através do indice de placa
(IP), onde ficou mencionada a existéncia e quantidade de placa bacteriana
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observada (sem corante), nas quatro superficies de cada peca dentaria
(vestibular, mesial, lingual e distal) (55). A profundidade a sondagem e a
perda clinica de inser¢cdo foram medidas através de uma sonda periodontal
(15mm de comprimento e 0,5mm de diametro na ponta) (39), sendo a PD a
distancia a partir da margem da gengiva até a base do sulco/bolsa
periodontal e a CAL a distancia entre a juncdo amelocementaria do dente e a
base do sulco/bolsa periodontal. A mesma sonda periodontal também foi
utilizada para avaliar o sangramento a sondagem, sendo este positivo se
existisse sangramento até 20 segundos apdés a sondagem (76). Estas
medicdes foram realizadas em seis sitios por dente (mesio-vestibular, a meio
da face vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, a meio da face lingual e

disto-lingual), de todos os dentes presentes em boca.

2.5.Recolha da Saliva

As colheitas foram realizadas de manha, tendo os dadores tomado o

pequeno-almoco ou feito a higiene oral, pelo menos, uma hora antes da

mesma. O material utilizado na colheita foi o seguinte: rolos de algodéo
esterilizados; pinca estéril; tubo Falcon de 15 mL, estéril e devidamente
etiquetado, contendo 1 ponta de micropipeta de 1000 pL; e arca frigorifica,
para acondicionamento das amostras.

A whole saliva dos pacientes, ndo estimulada, foi recolhida segundo o
protocolo preconizado no SalivaTec (Anexo IlI). De forma resumida, os
pacientes tiveram que bochechar vigorosamente com &gua, durante 30
segundos e, depois de a cuspir, esperar 1 minuto sem engolir. Apos
colocacdo de 2 rolos de algodao estéreis sob a lingua do dador (recolha
sublingual), esperou-se 2 minutos e procedeu-se a recolha dos mesmos com
uma pingca estéril, colocando-os num tubo de Falcon sobre a ponta da
micropipeta. As recolhas eram realizadas na USF-Grédo Vasco, foram
colocadas imediatamente no frio (arca refrigeradora) de modo a minimizar a

sua degradacéo.

26



Foi atribuido a cada amostra, a medida que iam sendo colhidas, um
namero de série, obtido através da aplicacdo Quartzy (sistema para gestao

laboratorial online).

2.6.Processamento e Armazenamento das Amostras

O processamento e 0 armazenamento das amostras foram realizados
de acordo com o protocolo de controlo de qualidade de amostras
estabelecido no SalivaTec. Brevemente, procedeu-se a centrifugacdo das
amostras a 10.000 RCFs, durante 10 minutos, a 4°C para a remocao da

saliva dos rolos de algoddo e com a saliva obtida foi avaliado: volume total

(usando uma micropipeta), a concentragdo de proteina (através do

NanoVue™) e o pH.

De todas as amostras foram realizada aliquotas para armazenamento
numa arca congeladora a -80°C, destinadas a posterior avaliacdo dos
biomarcadores. Foram também estabelecidas aliquotas para deposi¢cao no
Biobanco do Instituto de Medicina Molecular, visando a sua disponibilizacao

para outros estudos.

2.7. Controlo de Qualidade das Amostras

O perfil de proteinas foi obtido por eletroforese capilar com recurso ao
Experion™ Automated Electrophoresis Station, ap0s a sele¢do das amostras
com melhor caracterizacdo clinica (dados do Questionario do Dador). O perfil
obtido € utilizado para calcular as concentracfes das proteinas identificadas
nas diferentes amostras por comparacdo com padrbes internos, como
exemplificado na Figura 2.

Apoés se verificar se as amostras tinham o perfil de proteinas tipico
como critério para a avaliagdo de eventual degradacdo da amostra de saliva

(critérios de inclusdo em estudo segundo procedimento de rotina do
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SalivaTec), procedeu-se a sua avaliacdo no tecnologia Multiplex dos

biomarcadores selecionados.

Ladder

Fluorescence

Figura 2 - Eletroferograma tipo, obtido com sistema Experion™ Automated Electrophoresis Station,
associando o tempo de migragado a fluorescéncia.

2.8.Quantificacado dos Biomarcadores em saliva

A CCL3 e a CCL13, duas quimiocinas implicadas em atrair populagcdes
celulares distintas em processos inflamatorios, foram avaliadas através da
tecnologia Multiplex (Bio-Plex® MAGPIX™ Multiplex Reader), segundo
instrucdes do fabricante, em amostras previamente selecionadas. Foram
utilizados os kits Bio-Plex Pro™ Human Chemokine MIP-1a/CCL3 Set #171-
BK44MR2 e o Bio-Plex Pro™ Human Chemokine MCP-4/CCL13 Set #171-
BK39MR2.

2.9.Analise Estatistica
A informacédo demografica e clinica relativa a cada amostra foi inserida

numa base de dados, construida com o Microsoft® Excel® para Mac 2011

(Versdo 14.4.9) (Figura 3). O mesmo software foi usado para organizar e
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fazer a estatistica descritiva dos resultados, juntamente com o GraphPad

Prism.

| A B C D E F G H
Codigo Quartzy | Sexo | Ano Nascimento Patologias | Local recolha | Data recolha | Horas |Ne de Rolhges|

| J K L M N (o] P
|Suh|ingual \Tempcl de Recolha | Volume Total uL \ [Proteina] ug/mL| pH \ Codigo da Placa \ Coordenadas | Mais observagdes |

Figura 3 - Cabecalho da base de dados no Microsoft® Excel® para Mac 2011, onde foram introduzidas
as informacdes relativas as amostras.

Através da utilizacdo do software GraphPad Prism, foram comparados
os valores obtidos durante a observacdo clinica (CPO, IP e BOP), a
caracterizacdo das amostras e o0s valores obtidos na andlise Multiplex
(Concentration in Range para os Grupos DP e DP+DM e Observated
Concentration para o Grupo de Controlo), para a CCL3 e para a CCL13. Para
este fim foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunn. Foi adotado em todas as analises estatisticas o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo demografica e clinica dos grupos de estudo

O género, a idade e os parametros clinicos relativos as colheitas de
saliva foram mensurados para um total de 64 individuos: 22 pacientes
saudaveis (grupo Controlo), 14 pacientes com periodontite crénica (grupo
DP) e 28 pacientes com periodontite crénica e Diabetes Mellitus tipo 2 (grupo
DP+DM).

No presente estudo, foram observados mais individuos do sexo
feminino no grupo dos Saudaveis (90,0%) do que no grupo da Periodontite
(42,9%) e no grupo da Periodontite+Diabetes (32,1%), sendo o grupo DP o
mais equilibrado entre géneros (Tabela 2).

No que diz respeito a idade, as médias entre os grupos de estudo
também n&o foram semelhantes. A média do grupo Controlo foi inferior
(21+3,3 para o sexo feminino e 17+2,1 para o masculino) em relacao a média
do grupo DP (48+11,5 para o sexo feminino e 55+£12,7 para o masculino) e a
do grupo DP+DM (67+11,8 para o sexo feminino e 69+10,8 para o
masculino). Apesar do grupo DP+DM se encontrar equilibrado, 0 mesmo n&o
se pode dizer em relacdo aos restantes grupos de estudo, nao existindo
correspondéncia de idades entre géneros (Tabela 3).

A caracterizacdo clinica oral (CPO, IP e BOP), realizada apos a
recolha de saliva, indicou que o grupo Controlo possuia menor nivel de CPO
(2,682+1,937), menor indice de placa (IP) (19,29+15,81) e menor
sangramento a sondagem (BOP) (6,870+2,482) relativamente ao grupo DP e
ao grupo DP+DM, tal como esperado visto o grupo Controlo ser constituido
por individuos mais jovens, havendo ja uma melhor consciencializa¢do para a
higiene oral. Os trés parametros clinicos foram estatisticamente significativos
(p<0,0001). O valor de CPO e de BOP foi maior no grupo DP e o valor de IP
superior no grupo DP+DM (Tabela 4). Apesar do grupo DP ser constituido
apenas por pacientes observados na Clinica Universitaria, tendo
supostamente a sua doenca periodontal controlada, isso nao é verificado pelo

valor aumentado do BOP (indicador de inflamacao). Este facto pode apontar

31



para que a periodontite crénica esteja ativa nestes pacientes. No que diz
respeito ao valor aumentado da placa bacteriana (IP) nos pacientes
periodontalmente comprometidos e com tipo 2 (ndo seguidos na Clinica
Universitaria), pode ser indicativo da falta de seguimento/ aconselhamento

por parte do seu Médico Dentista.

Tabela 2 - Distribuicdo por género dos grupos de estudo

DISTRIB AO POR RO
Feminino Masculino

Grupos de Estudo N % N % N

Saudaveis (Controlo) 20 90,9% 2 9,1% 22

Periodontite (DP) 6 42,9% 8 57,1% 14

Periodontite + Diabetes (DP+DM) 9 32,1% 19 67,9% 28

Tabela 3 - Distribuicdo por idade dos grupos de estudo

DISTRIBUICAO POR IDADE (ANOS)

Feminino Masculino
Grupos de Estudo Média | Desvio Padrdo | Média | Desvio Padrdo
Saudaveis (Controlo) 21 +3,3 17 +2,1
Periodontite (DP) 48 +11,5 55 +12,7
Periodontite + Diabetes (DP+DM) 67 +11,8 69 +10,8

Tabela 4 - Caracterizagéo clinica dos grupos de estudo.

Parametros Clinicos Grupo Controlo Grupo DP Grupo DP+DM

CPO 2,682+1,937 12,86+6,758 11,86+5,973 <0,0001*
IP (%) 19,29+15,81 61,89+35,37 76,24+34,40 <0,0001*
BOP (%) 6,870+2,482 20,20+15,20 17,73+10,11 <0,0001*

*p é estatisticamente significativo para o teste Kruskal-Wallis

3.2. Caracterizacédo das amostras de saliva recolhidas
Foram processadas as recolhas de saliva dos 64 individuos incluidos
no estudo, tendo sido avaliado o seu volume total, concentragcdo proteina e

pH.

32



No que concerne ao volume total de saliva, em pL, as médias entre 0s
grupos variaram significativamente (p<0,0001), tendo o maior volume sido
encontrado no grupo de controlo. As comparagfes feitas entre 0 grupo
Controlo e o grupo DP e entre o grupo DP e o grupo DP+DM indicam que n&o
existe significancia estatistica (p ajustado=0,5179 e p ajustado=0,0666,
respetivamente) no entanto, entre o grupo Controlo e o grupo DP+DM os
valores obtidos revelaram-se muito significativos (p ajustado<0,0001) (Figura
4A). Os baixos valores obtidos, em relagdo aos outros grupos, em pacientes
com periodontite e diabetes vao de encontro ao descrito na literatura, que
indica a existéncia de alteracdes no fluxo e na bioquimica salivar, como por
exemplo a sialose diabética, na Diabetes Mellitus tipo 2 (81-83).

A variacdo das médias das concentracbes de proteina, em ug/mL,
obtida nos diferentes grupos de estudo ndo foi estatisticamente significativo
(p=0,2911). No entanto os grupos DP e DP+DM apresentaram maiores
concentragbes de proteina na saliva que o grupo de controlo (Figura 4B).
Quando comparados o grupo Controlo e o grupo DP, o valor de p ajustado foi
0,9999; na comparacéo entre o grupo Controlo e o grupo DP+DM o valor de p
ajustado foi 0,3486; e comparando o grupo DP com o grupo DP+DM o valor
de p ajustado foi 0,9999. Esta informacédo confirma o apresentado no estudo
de Kejriwal et al. (84), onde os resultados revelaram maiores niveis de
concentracdo de proteina em pacientes com periodontite cronica quando
comparados a individuos saudaveis, tendo o0s seus resultados sido
estatisticamente significativos. O aumento foi explicado com base no
processo inflamatdrio, que aumenta a sintese e secrecdo de algumas
proteinas. Segundo Henskens et al, 0 aumento dos niveis pode, em parte,
ser também devido a um aumento da libertacdo de proteinas plasmaticas na
saliva devido a inflamacéao (85).

Relativamente ao valor de pH obtido das amostras de saliva, por grupo
de estudo, as suas meédias variam significativamente (p=0,0013). Apesar de
nao existir significancia quando se compara o grupo Controlo com o grupo
DP (p ajustado=0,0783), nem quando se compara o grupo DP com o grupo
DP+DM (p ajustado>0,9999), o mesmo néo é verificado quando comparados
o0 grupo Controlo com o grupo DP+DM (p ajustado=0,001) (Figura 4C).
Segundo o estado da arte, o pH na cavidade oral € mantido préximo da
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neutralidade (6,7-7,3) pela saliva, sendo: =7,0 quando existe saude, tanto a
nivel dentario como periodontal; <7,0, quando a saliva se encontra acida, e
existindo uma condicdo crénica, a boca € mais suscetivel a carie, mau halito
e periodontite; >7,0 em situacdes de alcalinidade (86). Com o
aprofundamento do sulco gengival, os fatores ambientais nos locais
subgengivais tornam-se mais estaveis, sob estas condi¢cdes, sdo encontradas
bactérias assacaroliticas e anaerObias e/ou proteoliticas como
Fusobacterium, Campylobacter, Prevotella e Porphyromonas. Este microbiota
subgengival, responsavel pela periodontite crénica, utiliza/cria produtos finais
gue sao ligeira a moderadamente acidos na natureza, fazendo com que o pH
seja <7 (86). No estudo de Shaila et al. (87), a média entre os grupos de
estudo também se encontrava abaixo de 7 (Controlo 6,66+0,439, DP
6,53+0,406). Estes valores ndo vao de encontro aos obtidos no presente
estudo (Tabela 5), onde, para os trés grupos, a média de pH foi superior a 7
(Controlo 7,48+0,290, DP 7,15+0,542 e DP+DM 7,08+0,350).

3.3.Quantificacdo dos Biomarcadores

Por motivos de controlo de recursos econdémicos foram analisadas
apenas 32 amostras das recolhidas, tendo sido determinado o perfil total de
proteinas por recurso ao Experion™ Automated Electrophoresis Station: 11
amostras do grupo dos Saudaveis (Controlo), 11 amostras do grupo da
Periodontite (DP), 10 amostras do grupo da Periodontite + Diabetes Mellitus
tipo 2 (DP+DM). Como todas cumpriam os critérios de qualidade do
SalivaTec, passaram para a quantificacdo dos biomarcadores por tecnologia
Multiplex.
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Figura 4 - Caracterizacdo das amostras recolhidas, por grupo de estudo, e analise estatistica dos
resultados. A— Volume total; B— Concentragdo de proteina; C— pH.
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Tabela 5 - Analise dos valores minimos e maximos, média e desvio padrdo de pH obtidos por grupo de
estudo.

Grupo Controlo Grupo DP Grupo DP+DM
Minimo Maéaximo Média Minimo Méaximo Média Minimo Maximo Média
6,78 7,87 7,48%0,290 6,32 8,00 7,150,542 6,38 7,82 7,08+0,350

Da andlise no Experion™ Automated Electrophoresis Station,
obtiveram-se perfis onde foi possivel observar as diferencas no nimero de
proteinas e também de concentracdo existente entre algumas das proteinas
gque compdem o perfil de proteinas salivares presentes em cada grupo de

estudo. Na Figura 5 encontram-se representadas trés amostras

correspondentes a cada um dos grupos de estudo.

S >
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Figura 5 - Eletroferograma. Perfil de proteinas das amostras pertencentes aos grupos de estudo, obtido
no Experion™ Automated Electrophoresis Station. O perfil a vermelho corresponde a uma amostra do
grupo Controlo; a azul ao grupo DP; a verde ao grupo DP+DM. Os valores acima do eixo dos X séo
correspondentes ao peso molecular.

Cada pico encontrado no eletroferograma (Figura 5) corresponde a 1
proteina ou conjunto de proteinas com pesos moleculares muito préximos
(kDa) cuja fluorescéncia permite determinar a concentracdo de proteina
presente em cada pico, por comparacdo com padrbes internos de
concentracéo (Tabela 6). Os perfis de proteinas obtidos relativos ao grupo de
Controlo (a vermelho), ao grupo DP (a azul) e ao grupo DP+DM (a verde) séo
distintos indicando que existirdo proteinas que estdo a ser diferentemente

expressas na saliva nestas diferentes situacdes de doenca.
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Estudos anteriores por espectrometria de massa (resultados em fase
de publicacdo) mostraram as potenciais proteinas correspondentes aos
diferentes pesos moleculares (Tabela 6). As possiveis proteinas que podem
estar nas mesmas amostras apresentadas na Figura 5 sdo: Acyl-CoA-binding
protein (P0O7108)(10kDA); Protein S100-A9 (Calgranulin-B) (P06702)(13kDa);
Cystatin-SA (Cystatin-2) (P09228)(16 kDa); Cystatin-SN (Cystain-SA-I)
(P01037)(16 kDa); Cystatin-S (Cystatin-4) (P01036)(16 kDa); Cystatin-C
(Cystatin-3) (P01034)(16 kDa); 14-3-3 protein sigma (P31947)(28 kDa); Zinc-
alpha-2-glycoprotein (P25311)(34 kDa); Carbonic anhydrase 6 (P23280) (35
kDa); Ig gamma-1 chain C region (P01857)(36 kDa); Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (P04406)(36 kDa); Ig mu chain C region
(P01871)(49 kDa); BPI fold-containing family B member 2 (Q8N4F0)(49 kDa);
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E (Q08188)(77 kDa).

Os resultados de quantificacdo dos biomarcadores obtidos por
anticorpos especificos com recurso a tecnologia Multiplex mostraram que no
grupo da Periodontite, apenas uma amostra teve valores quantificaveis para
a CCL3 (38,28 pg/mL) e duas para a CCL13 (15,02 e 31,76 pg/mL). No que
diz respeito ao grupo da Periodontite+Diabetes, ndo existiu nenhuma amostra
com concentracao passivel de ser detetada. As médias encontradas entre 0s
3 grupos de estudo, tanto para a CCL3 como para a CCL13 variaram
significativamente (p=0,0289 e p=0,0273, respetivamente). Na Figura 6
encontram-se as concentracdes das amostras de saliva recolhidas bem como
as médias e desvios padrao para a quantificacdo de cada quimiocina.

Segundo um estudo realizado por Khan (88), a CCL3 néao foi detetada
na saliva de pacientes saudaveis (nem na urina nem no plasma),
independentemente do género. Al-Sabbagh et al. (89), quando avaliou na
saliva a associacao entre a CCL3 e a remodelacéo 0ssea, observou que esta
quimiocina se encontrava sobre-regulada (18x) em pacientes com
periodontite, relativamente aos saudaveis. Duarte et al. (31), descobriu que

no fluido crevicular de pacientes diabéticos a concentracdo de CCL3 er
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Tabela 6 — Relacéo entre os pesos moleculares obtidos para as amostras dos diferentes grupos de estudos, proteinas com correspondéncia a esse peso e patologias onde
essas proteinas podem estar presentes, com a regulagédo conhecida para essas. WS — whole saliva; FC — fluido crevicular. Fonte: OralCard.

Pesos moleculares das Amostras (kDa)

Possivel(eis) proteina(s) correspondente(s)

Patologias Associadas

(Iinhi\océ:zglha) (Iinthazul) (Iiniz+v2|:/|de) Nome Caédigo UniProt | Periodontite Créonica | Diabetes Mellitus
9,43 - -
9,69 9,57 Acyl-CoA-binding protein P07108 x1,03 WS; x3,06 FC WS
11,81 11,63 - -
13,32 13,16 12,98 Protein S100-A9 (Calgranulin-B) P06702 x1,63 WS; x16,27 FC WS
Cystatin-SA (Cystatin-2) P09228 x-1,09 WS; x1,80 FC X
Cystatin-SN (Cystain-SA-I P01037 x-0,13 WS; x-2,82 FC x-4,27 WS
1644 16,00 16,29 yCystatin-S((C>;/statin-4) ) P01036 x-0,1 WS x-2,44 WS
Cystatin-C (Cystatin-3) P01034 x-1,30 WS x2,20 WS
19,15 - -
22 - -
28,2 27,87 14-3-3 protein sigma P31947 x-1,03 WS; x2,04 FC WS
29,83 - -
34,34 Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311 x-1,24 WS; x-8,5 FC x-1,56 WS
35,15 34,68 Carbonic anhydrase 6 P23280 x1,71 WS; FC x3,80 WS
36.42 Ig gamma-1 chain C region P01857 x1,10 WS; x2,00 FC x1,52 WS
' Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase P04406 x1,15 WS; FC WS
44,99 44,82 - i
45,74 - -
49 07 Ig mu chain C region P01871 x-1,30 WS; FC X
’ BPI fold-containing family B member 2 Q8N4F0 x-1,80 WS; FC X
54,71 - -
60,17 - -
61,7 - -
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Pesos moleculares das Amostras (kDa) Possivel(eis) proteina(s) correspondente(s) Patologias Associadas

Controlo DP DP+DM
(linha vermelha) (linha azul) (linha verde)

Nome Cdédigo UniProt | Periodontite Cronica | Diabetes Mellitus

65,73 - -
70,19 ; -
72,12 ; :
73,98 - -

Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase
E

79,21 - -
143,69 - -
156,64 - -
163,68 - -
166,03 - -
170,14 - -
203,62 - -

76,92 Q08188 x1,30 WS; x3,46 FC WS
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Figura 6 - Média da concentragéo da CCL3 e da CCL13, para cada grupo de estudo.

maior do que no dos saudaveis, independentemente do local de recolha estar
ou nao periodontalmente comprometido (98,0+66,1 e 107,7+32,7 pg/mL,
respetivamente). No grupo dos saudaveis a concentracdo desta proteina era
maior quando os pacientes sofriam de periodontite. Porém os resultados
obtidos no presente estudo ndo vao de encontro ao sugerido pelos autores
supracitados, uma vez que a CCL3 foi detetada na saliva dos pacientes do
grupo de Controlo, tendo também sido observada, embora em menor
concentracdo, no grupo DP. Nas amostras de saliva do grupo da
Periodontite+Diabetes, a CCL3 nao foi detetada em nenhuma (Figura 6).
Quando comparados o grupo Controlo com o grupo DP e o grupo DP com o
grupo DP+DM verificou-se que nao existia significancia (p ajustado=0,1468 e
p ajustado>0,9999, respetivamente) no entanto, quando comparados o0 grupo
Controlo com o grupo DP+DM, o valor de p foi significativo (p
ajustado=0,0348) (Figura 7A).

Relativamente a CCL13, esta também ndo foi detetada no grupo
DP+DM, no entanto foi detetada em maior concentragéo no grupo DP do que
no grupo Controlo (Figura 6). No presente estudo, nas comparacdes entre o
grupo Controlo com o grupo DP e o grupo DP com o grupo DP+DM, néo
existe significancia (p ajustado=0,3181 e p ajustado=0,8395, respetivamente)
mas, entre o grupo Controlo com o grupo DP+DM, o valor de p foi
significativo (p ajustado=0,0236) (Figura 7B). Rosa et al. (16) descreve que

esta quimiocina foi encontrada no fluido crevicular, encontrando-se sobre-
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regulada (4,97x) na periodontite crénica e podendo ser considerada um
biomarcador salivar exclusivo desta patologia. Pradeep et al. (33), concluiu
que esta quimiocina pode vir a ser um marcador inflamatério que liga a
obesidade (principal fator de risco para a DMT2) a doenca periodontal, tendo
observado que os valores da CCL13 eram superiores em pacientes
comprometidos periodontalmente e em pacientes obesos, 0 que néo vai de
encontro aos resultados do presente estudo.
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Figura 7 - Relagdo entre grupos de estudo relativamente a concentracdo de quimiocinas observada no
Multiplex. A - CCL3; B - CCL13.
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No presente trabalho a quantificacdo das quimiocinas CCL3 e CCL 13
tinha por objetivo por uma lado verificar se estes biomarcadores ja propostos
por outros autores se mantinham validos em pacientes multi-comprometidos,
adicionalmente pretendiamos obter evidéncias sobre se a existéncia se sub-
populacdes de macréfagos e de Th na doenca periodontal e em pacientes
multi-comprometidos com DMT2.

Esté& descrito para outras doencgas inflamatorias cronicas (como artrite
reumatoide), a existéncia dos diferentes subtipos de macréfagos e de células
Thelper. No entanto, para a doenca periodontal, ndo existe ainda suporte
para a sua existéncia. Os dados de quantificacdo de citocinas e quimiocinas
identificadas em diversas patologias e que se encontram depositados no
OralCard sdo Uteis para elucidar a presenca das células acima referidas,
mais especificamente, eventuais subtipos de macrofagos envolvidos na
producdo das quimiocinas CCL3 e CCL13.

Considerado um componente essencial da imunidade inata, os
macrofagos podem adquirir fendtipos funcionais distintos através de
diferentes polarizacdes fenotipicas (90). No esquema abaixo (Figura 8), é
possivel observar quatro tipos de macréfagos, associados a diversos tipos da
resposta imunoldgica:

- O macrofago 1 classico (M1 Classico), é polarizado na presenca de
citocinas pro-inflamatorias e produtos microbianos (IFN-y e dos LPS
dos patdgenos periodontais) e, apds essa polarizacdo, expressa IL-13,
IL-6, TNF-a, IL-12, IL-15 e IL-23 e CXCL8 e CCL13 (citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias). A IL-12 polariza as Thl e faz com que
estas expressem TNF-a e IFN-y. Assim, estes macrofagos séo
caracterizados por um fendtipo pro-inflamatério e por uma forte
atividade microbicida e tumoricida (90-93);

- A proposito dos macrofagos 2a (M2a), estes sdo polarizados por
interleucinas anti-inflamatérias (IL-4 e 1L-13), o que conduz a
expressdo de citocinas (IL-10 e TGF-B), consideradas anti-
diferenciacdo das Th2, levando a expresséao das interleucinas 5, 9, 10
e 13. Este tipo de resposta imunolégica esta relacionado com as
alergias (90-93);
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- No que concerne aos macréfagos 2b (M2b), eles séo polarizados pela
IL-1a e pela IL-1B mais os LPS dos microrganismos, e expressam
citocinas, como a IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 (todas pro-inflamatorias a
excecao da IL-10 que é anti-inflamatdria), e quimiocinas, como a CCL2
e CCL3. Tantos as citocinas como as quimiocinas vao conduzir a
expressao de células B (91);

- A IL-10 polariza o M2c (macrofago 2c), e este por sua vez vai
expressar citocinas (IL-18, IL-6, IL-10 e TGF-) e quimiocinas (CCL3).
A IL-10 e o TGF-B contribuem para a diferenciacado do Treg, que
expressam IL-9, IL-10 e TGF-B. Estes processos estdo relacionados
com a deposicdo da matriz e com a remodelagdo tecidual (imuno-
regulagéo) (91).

Os resultados obtidos neste estudo apesar de revelarem diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo saudavel e o grupo DP+DM néo
suportam estas observacdes dado que né&o foi detetada a presenca nem de
CCL3 nem de CCL13 neste ultimo grupo. Segundo a informacgédo depositada
no OralCard para a doenca periodontal (periodontite cronica), pensa-se que
0os macrofagos que estardo envolvidos na inflamacdo desta doenca
periodontal, pela producdo de citocinas pro-inflamatérias e por serem
polarizados pelos LPS dos microrganismos, sejam os M1 Classicos e os
M2b.
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4. CONCLUSOES

O presente trabalho evidenciou que existem diferengas em termos do
perfil e da quantidade de cada proteina presente em amostras de saliva em
pacientes com periodontite e em pacientes multi-comprometidos.

Os resultados preliminares obtidos com o presente trabalho fazem
parecer, pelas diferentes quantificagbes da CCL3 e da CCL13, que existem
fenomas distintos entre pacientes saudaveis e pacientes multi-
comprometidos, com periodontite cronica e diabetes tipo 2 bem como
evidenciam a provavel presenca dos sub-populacbes de macrofagos
nomeadamente M1 e M2b. Sdo no entanto necessarios mais estudos,
principalmente com amostras maiores e com correspondéncia entre 0S sexos
e idades entre os grupos de estudo para ser estabelecida quantificacédo
comparavel das 2 quimiocinas. A verificar-se que estas 2 quimiocinas estdo
presentes em quantidades alteradas de forma diferenciada em pacientes com
periodontite cronica face aos com periodontite crénica e diabetes, pode ser
esclarecida que sub-populacdes de macrofagos e de Th estdo presentes nas
situacOes descritas e poderdo ser encontradas as razdes para a manutencao
do processo de inflamacao cronica.

Na sequéncia desta pesquisa seria importante realizar a quantificacao
pela tecnologia Multiplex das moléculas envolvidas na regulacdo das Thl7,
nomeadamente citocinas e quimiocinas. A presenca deste subtipo de
linfécitos e a sua quantificacdo, ajudaria a esclarecer a persisténcia da
periodontite, através do tipo de resposta imune presente na mesma. Uma vez
gue as amostras de saliva recolhidas se encontram depositadas no Biobanco
do Instituto de Medicina Molecular, estas poderéo ser utilizadas para avaliar a
presenca das Thl7 (através do kit Bio-Plex Pro™ Human Th17 Cytokine
Assays) em estudos posteriores, no sentido de esclarecer o papel das Thl7
em pacientes multi-comprometidos.

Assim, o presente estudo deixa pendente algumas questdes a
responder em proximos estudos:

1) Serd a periodontite realmente uma patologia oral crénica com

auséncia de resposta imune adquirida?
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2) Na periodontite existirdo apenas mecanismos celulares e
moleculares da resposta inata, sendo 0 processo cronico

caracterizado por ocorréncia de picos de inflamagao aguda?



10.
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APENDICES

Apéndice | - Questionario do Dador

1. Informacdo geral acerca do dador

1.1 Data nascimento: / /
1.2 Género:
(J Masculino J Feminino

1.3 Dados Biométricos:
J Altura: Cm [JPeso: Kg

cm

1.4 Etnia:
(J Caucasiana
(J Outra. Qual?

(J Negra (J Asiatica

O Perimetro Abdominal:

(J Cigana

1.5 Area de residéncia:
O Aldeia O Vila O Cidade

1.6 Estado civil:
(J Solteiro (J Casado (J Vive maritalmente

Divorciado

1.7 Nivel de escolaridade:
(J Basico (abaixo do 9° Ano) (J Médio (12° Ano)

O Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento

1.8 Profisséo:

O Viavo 4

1. Habitos Tabagicos

2.1 Fuma ou ja fumou?

(J Néo J Sim
(J Ex-fumador. Ha4 quantos anos deixou de fumar? Anos
2.2 Se sim:
2.2.1 Com que idade comecou a fumar: anos
2.2.2 Quantos cigarros fuma por dia: cigarros
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2. Consumo de Alcool

3.1 Bebe bebidas alcodlicas?

(0 Ndo Passe para a questéo 3.4 (J Sim.

Com que idade comecou a beber: anos

3.2 Frequéncia do consumo de alcool N° copos de vinho/semana No
cervejas/semana

N° de digestivos/semana)

3.3 Deixou de beber?

(ONao (J Sim. Ha guantos anos deixou de beber? anos.

3. Exercicio Fisico

Questionario de Baecke para Avaliagédo da atividade fisica habitual em adultos (1) (Adaptado)

Por favor, circule a resposta apropriada para cada questao pensando nos ultimos 12 meses
1. Vocé pratica ou praticou desporto ou exercicio fisico
nos ultimos 12 meses:
1.1 Qual desporto ou exercicio fisico pratica ou
praticou mais frequentemente?
1.1.1 Quantas horas por semana?
1.1.2 Quantos meses por ano?
1.2 Se pratica ou praticou outro desporto ou
exercicio fisico além do anterior, qual o tipo?
1.2.1 Quantas horas por semana?
1.2.2 Quantos meses por ano?
1 2 3 4 5

Sim Nao

Sim Nao

2. Em comparacdo com
outros da minha idade, eu .

. . Muito . . .
penso que minha atividade menor Menor A mesma Maior Muito maior
fisica durante
as horas de lazer é:

3. Durante as horas de lazer Algumas Muito
Nunca | Raramente Frequentemente
eu suo: vezes frequentemente
4- Durante as horas de lazer .
. Algumas Muito
eu pratico desporto ou | Nunca | Raramente Frequentemente
e vezes frequentemente
exercicio fisico:
5. Durante as horas de lazer Algumas Muito
. . Nunca | Raramente Frequentemente
eu vejo televisdo: vezes frequentemente
6. Durante as horas de lazer Algumas Muito
Nunca | Raramente Frequentemente
eu ando: vezes frequentemente
7. Durante as horas de lazer Algumas Muito
L Nunca | Raramente Frequentemente
eu ando de bicicleta: vezes frequentemente
8. Durante quantos
minutos por dia vocé anda a
€ ou de bicicleta indo e
P <5 515 16-30 31-45 > 45

voltando do trabalho,
escola ou compras?

Total de minutos:
1-Florindo A, Latorre M. Validagéo e reprodutibilidade do questionario de Baecke de avaliacédo da atividade fisica habitual em homens

adultos. Rev Bras Med Desporto [Internet]. 2003 [citado em 2014 Dez 15];9(11):121-8. Disponivel em:

http://scholar.google.com/scholar?hl=en&btnG=Search&g=intitle:Validacdo+e+reprodutibilidade+do+questionario+de+Baecke+de+av

aliacdo+da+atividade+fisicat+habitual+em+homens+adultos+*#0
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4. Habitos Alimentares

Nunca . Sempre (7 ou
Raramente (1 a 2 Algumas vezes (3 a Muitas vezes (5 a P . (
(0 vezes/ mais
vezes/semana) 4 vezes/semana) 6 vezes/semana)
semana) vezes/semana)

Apbés acordar tenho por habito tomar o café
da manha.

Como e mastigo devagar.

Passo muitas horas sem comer.

Faco 5 ou 6 refei¢Bes por dia.

Faco refei¢bes com intervalos de 3 a 4 horas.

O jejum noturno nédo ultrapassa as 10 horas.

Ingiro leite/iogurte/queijo.

Como fruta.

Como legumes e hortali¢as.

Como sopa.

Como alimentos integrais ricos em fibra.

Como carnes gordas.

Como carnes magras.

Adiciono aos alimentos produtos industriais.

O azeite faz parte da minha alimentagao.

Consumo molhos gordos.

Como pizzas, hambudrgueres e cachorros-
quentes.

Consumo produtos de charcutaria.

Prefiro a comida com um pouco de sal a mais.

Ingiro alimentos salgados.

Ingiro alimentos ricos em agucar.

No lanche, como um bolo ou um salgado.

Quando como um doce opto por fazé-lo...

Prefiro comer bolos/bolachas do que comer
péo.

Utilizo bastante agUcar para adocar.

Adoto uma alimentacéo variada as refeicdes.

Faco uma refeicdo de peixe.

Faco uma alimentacdo a base de cozidos e
grelhados.

Costumo comer as partes queimadas dos
alimentos.

Como alimentos fritos e assados no forno.

Faco refeicbes abundantes.

Petisco entre refeigdes.

Como quase sempre 0 mesmo tipo de
alimentos.

Consumo bebidas alcodlicas fora das
refeicdes.

S6 bebo agua quando tenho sede.

Bebo pelo menos 1,5 L de 4gua por dia.

Consumo alimentos pré-cozinhados e
enlatados.

Como pao de mistura tipo caseiro.

Como arroz/massa e batata.

Como peixes gordos.

Marques A, Luzio F, Martins J, Vaquinhas M. Habitos alimentares: Validagédo de uma escala para a populagéo portuguesa. Esc Anna
Nery. 2011;15(2): 402-9.
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6. Saude
6.1 Grupo Sanguineo
OA OB OJOAB o
O Rh+ O Rh-

(J N&o sabe

6.2 Toma regularmente medicamentos?
[0 Nao 0 Sim

6.3 Indique todos os medicamentos que toma regularmente:

Medicacao (DCI)

mg

Ha quantos anos

comecou

6.4 Tomou alguma medicacdo que ndo seja a indicada na tabela acima referida nos

Gltimos 30 dias?
(J Nao (J Sim. Qual?

6.5 Tomou algum antibi6tico nos dltimos 3 meses?

(J Nao (J Sim. Qual?

6.6 Tomou corticosteroides nos ultimos 30 dias?
(J Nao O Sim

6.7 Tomou bifosfonatos nos Gltimos 30 dias?
J Nao O Sim

6.8 Tem as vacinas em dia?
J Nao O Sim

— Se é homem passe para a questio 6.13.

6.9 Esta gravida?

(J Néo (J Sim. De quantos meses?

6.10 Encontra-se na menopausa?

(J Néo (J Sim. Ha quanto tempo?
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6.11 H4 quanto tempo teve a Ultima menstruagédo? dias.

6.12 Toma anticoncecionais?
(J Néo (J Sim. Qual?

6.13 Nos ultimos 12 meses foi consultado por um médico?
(J Néo (J Sim

6.14 Se sim, que especialidade? (Pode selecionar mais do que uma opcéo)

[J Médico de consulta geral e familiar (J Dermatologista

(] Gastroenterologia (J Ortopedista
(J Outro (s)

6.15 Qual a data das ultimas anélises que efetuou? / /

6.16 Foram encontrados valores anormais?
(J Nao (J Sim. Quais?

6.17 Tem hipertensao?
(J Néo J Sim

6.18 Atualmente sofre de alguma enfermidade?
0 Nao 0 Sim

6.19 Se sim, qual? (Pode selecionar mais do que uma opg¢ao)

(J Problemas cardiacos:

[0 Doenga das artérias coronarias (J Atague cardiaco
(J Angina (J Aneurisma da aorta
(J Arritmias (J Doenca cardiaca congénita
(J Insuficiéncia cardiaca (J Doenca cardiaca reumaética
(J Outro(s)
(J Diabetes:

Anélise Clinica Valores
(0 Tipo 1 (0 Tipo 2 [ Colesterol

Glicose

Hemoglobina glicosilada

(] Doengas auto-imunes:

(J Doenca de Crohn (J Doenca de Behget
(J Doenca de Graves (J Sindrome de Sjogren
O Outra:

[(J Doencas de sangue. Quais?
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[(J Doencas infeto-contagiosas. Quais?

(J Doencas de figado. Quais?

(J Problemas de estdmago. Quais?

[J Problemas renais. Quais?

(] Epilepsia

(0 Asma

[ Urticéaria

[ Sinusite

(] Acne

(J Outra (s). Quais?

6.20 Alergias

6.20.1 E alérgico a algum medicamento ou dispositivo médico?
(J Nao (J Sim. Qual?
6.20.2 E alérgico a algum alimento?

O Néo O Sim. Qual?

6.20.3 E alérgico a picadas de insetos?

O Néo 0 Sim. Qual?

6.21 Foi sujeito a algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia?

(J Nao (J Sim. Ha quanto tempo? meses.

6.22 Histéria Familiar — Existem doencas na familia como:
(] Doengas Cardiacas (] Diabetes (] Cancro (] N&o sabe

(J QOutras, quais?

7. Patologiado sono

Sono (Escala de sonoléncia de Epworth, adaptada por Santos CR (2001)) Frequ 2%-
Rara- Por en- VA Score
mentg \EZES terment

Nas tltimas duas semanas: Nunca

adormeceu sentado e a ler

adormeceu a ver tv

adormeceu sentado em local publico

adormeceu como passageiro de um carro, uma hora sem intervalo
adormeceu deitado para descansar ap6s o almogo

adormeceu sentado ¢ a falar com alguém

adormeceu sentado apds o almogo sem ingerir dlcool

adormeceu a conduzir um carro em trafego lento

Ao deitar teve dificuldade de dormir?

Acordou durante o sono e teve dificuldade para adormecer de novo?
Acordou muito cedo e ndo conseguiu voltar a adormecer?
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8. Escalade Felicidade Subjetiva (SHS)

Desenvolvida por: Sonja Lyubomirsky.

InstrucBes: Para cada uma das seguintes frases, por favor, escolha o ponto da escala que o descreve de forma mais
apropriada.

1 2 3 4 5 & ¥

Uma Uma
pass0a pessoa
M0 MLt miuita feliz
feliz

1 | Em geral, considero-me:

2 | Comparado com os meus pares, considero-me:

3 | Algumas pessoas sdo geralmente muito felizes. Apreciam a vida
independentemente do que se passa a sua volta, aproveitando o melhor de

tudo. Como considera essa pessoa?

4 | Algumas pessoas ndo séo geralmente felizes. Embora ndo estejam
deprimidas, nunca parecem téo felizes como poderiam ser. Como

considera essa pessoa?

9. Escalade Satisfacdo com a Vida (SWLS)
Desenvolvida por: Ed Diener

InstrucBes: Abaixo encontrara cinco afirmacdes com as quais pode ou ndo concordar. Usando a escala de resposta
a seguir, que vai de 1 a 7, indique o quanto concorda ou discorda com cada uma; escreva um nimero no espago ao
lado da afirmagéo, segundo sua opinido. Por favor, seja 0 mais sincero possivel nas suas respostas.

7 = Concordo totalmente

6 = Concordo

5 = Concordo ligeiramente

4 = Nem concordo nem discordo
3 = Discordo ligeiramente

2 = Discordo

1 = Discordo totalmente

Na maioria dos aspetos, a minha vida é proxima ao meu ideal.

As condi¢Bes da minha vida sdo excelentes.

Estou satisfeito(a) com minha vida.

Dentro do possivel, tenho conseguido as coisas importantes que quero da vida.
Se pudesse viver uma segunda vez, ndo mudaria quase nada na minha vida.

agrwONE
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10. Questionario de Qualidade de Vida, Saude e Outras Areas

Este questionario procura conhecer a sua qualidade de vida, salde, e outras areas da sua
vida. Por favor, tenha presente os seus padrdes, expectativas, alegrias e preocupacdes.
Pedimos-lhe que tenha em conta a sua vida nas duas Ultimas semanas. Coloque um circulo
a volta do numero que melhor descreve a sua situacgao.

: . . Nem Boa )
Muito Ma Ma N Boa Muito Boa
Nem Ma
Como avalia a sua qualidade de
1(G1) R 1 2 3 4 5
vida?
Nem
Muito o satisfeito e Muito
o Insatisfeito Satisfeito o
Insatisfeito nem Satisfeito
insatisfeito
Até que ponto esta satisfeito(a
2 (G4) At (@ 1 2 3 4 5
com a sua saude?
Nem muito . N
Nada Pouco Muito Muitissimo
nem pouco

Em que medida as suas dores
3 (F1.4) (fisicas) o(a) impedem de fazer 1 2 3 4 5
0 que precisa de fazer?

Em que medida precisa de

4 (F11.3) cuidados médicos para fazer a 1 2 3 4 5
sua vida diaria?

5 (F4.1) Até que ponto gosta da vida? 1 2 3 4 5
Em que medida sente que a sua

6(r24.2) vida tem sentido? 1 2 2 4 3
Até t

7 (F5.3) é que ponto se consegue 1 2 3 4 5
concentrar?

8 (F16.1) Em que medida se sente em 1 2 3 4 5

seguranca no seu dia-a-dia?

9 (F22.1) Em c:|ue msfd.ida € saudavel o seu 1 2 3 4 5
ambiente fisico?

Nada Pouco Moderadamente | Bastante Completamente

Tem energia suficiente para a

10 t21) sua vida diaria? ! 2 3 i ?

11 (F7.1) E caeaz.de 'aFeitar a sua 1 2 3 4 5
aparéncia fisica?

12 (F18.1) Tem dinheireo suficiente para 1 2 3 4 5

satisfazer as suas necessidades?

Até que ponto tem facil acesso
13 (F20.1) | as informacgdes necessarias para 1 2 3 4 5
organizar a sua vida diaria?

Em que medida tem
14 (F21.1) | oportunidade para realizar 1 2 3 4 5
actividades de lazer?

Muito Ma Ma ey bo_a Boa Muito Boa
nem ma

Como avaliaria a sua mobilidade
15 (F9.1) | [capacidade para se movimentar 1 2 3 4 5
e deslocar por si proprio(a)]?
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2 Nem satisfeito 5
Muito L : Muito
st || CesiEke || & ey Satisfeito | ticteito
insatisfeito
16 (F3.3) Até que ponto e_)sta satisfeito(a) 1 P 3 4 -
COM O SEU SoNo?
Até que ponto estd satisfeito(a)
com a sua capacidade para 5
LELE S desempenhar as actividades do 2 = 2 4 3
seu dia-a-dia?
Ate que ponto ests satisfzito(a)
18 (F12.4) | com a sua capacidade de 1 2 3 4 5
trabalho?
19 (F6.3) Ate que ponto esta satisfeito(a) 1 P 3 a -
consigo proprio(a}?
20 (F13.3) Até que ponto este satlsfen:o(a) 1 5 3 a4 -
com as suas relagées pessoais?
21 (F15.3) Até que ponto estd satisfeito(a) 1 5 3 4 5
com a sua vida sexual?
Até gue ponto esta satisfeito(a)
22 (F14.4) | com o apoio que recebe dos 1 2 3 4 5
Seus amigos?
Até que ponto esta satisfeito(a)
23 (F17.3) | com as condigdes do lugar em i 2 3 4 5
gue vive?
Até gue ponto ests satisfeito(a)
24 (F19.3) | com o acesso que tem a0s 1 2 3 - 5
servicos de saude?
Até que ponto esta satisfeito(a) 5
2] com os transportes que utiliza? 5 = 2 4 3
Nunca Poucas e Frequentemente Sempre
vazas vezes
Com que frequéncia tem
sentimentos negativos, tais .
26 (F8.1) como tristeza, desespero, s 2 3 4 5
ansiedade ou depressao?
11. Status Dentario e Higiene Oral
indice CPO
Codigo Condigdo
55 54 53 52 51 61 62 63 64 65 DD DP
A 0 Higido
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 B 1 Cariado
C 2 Rest. ¢/ carie
D 3 Rest. s/ carie
E 4 Ausente p/ carie
- 5 Ausente (outro)
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38 F 6 Selante
G 7 Protese, Implante
85 84 83 8 81 71 72 73 74 75 - 8 Nio erupcionado
T T Traumatismo
- 9 Nio registado
C P O =

Public Health Weekly Reports for SEPTEMBER 23, 1938. Public Health Rep [Internet]. 1938 Set 23 [citado 2014 Dez

16];53(38):1685-732. Disponivel em:

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2110829&tool=pmcentrez&rendertype=abstract
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indice de Higiene Oral

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 3 35 36 37 38

SILNESS E LOE
Total % 0 - auséncia de placa
1- placa detectada com sonda
2 - placa visivel
3 - placa abundante

Total %
Silness J, Luc 11. 1 ciivuuian wiscase w1 ieynancy 1l Correlation Between Oral Hygiene and Periodontal Condition. Informa UK

Ltd UK; 2009 Jul 2 [citado 2014 Dez 16]; Disponivel em:
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/00016356408993968?journalCode=ode

Periodontal Screening Record (PSR)

1°s 2°S 3°S

6°S 5°S 4°S

Grau de PSR Situacao Correspondente

Saude periodontal

Hemorragia a sondagem (BOP)

Presenca de calculos, margens iatrogénicas e/ou BOP

Bolsas periodontais entre 3,5mm e 5,5mm

Bolsas periodontais superiores a 6mm

Envolvimento de furca, mobilidade, recessdes, auséncia de gengiva aderida com possibilidade
de

originar lesées

* AhWNEFLO

Landry RG, Jean M. Periodontal Screening and Recording (PSR) Index: precursors, utility and limitations in a clinical setting.
International Dental Journal [Internet]. 2002 Fev 6 [citado 2014 Dez 16];52(1):35-40. Disponivel em:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1875-595X.2002.tb00595.x

Sangramento a sondagem (BOP):

Diagndstico Periodontal:
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Apéndice Il - Levantamento dos Processos da Clinica Universitaria de

Pacientes com Periodontite e de Pacientes com Periodontite e Crénica e
Diabetes Mellitus tipo 2

Outubro de 2014

Distribuicao dos Pacientes com Periodontite Por Género

Masculino Feminino Total
xi % Xi % Xi
159 45,56% 190 54,44% 349

Intervalo de Idades dos Pacientes com Periodontite

Masculino

Feminino

Minimo

Maximo

Minimo

Maximo

24

87

29

76

Distribuicao dos Pacientes com Periodontite e Diabetes Por Género

Masculino Feminino Total
Xi % Xi % Xi
26 63,41% 15 36,59% 41

Intervalo de Idades dos Pacientes com Periodontite e Diabetes

Masculino

Feminino

Minimo

Maximo

Minimo

Maximo

39

77

52

87
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ANEXOS

Anexo | - Consentimento Informado do Instituto de Medicina Molecular

INFORMAGAO AO DADOR DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Titulo do projeto de investigagéo
Identificacdo de biomarcadores salivares de doenca periodontal em pacientes com
Diabetes Mellitus tipo 2

Projeto de investigacdo que ira decorrer no SalivaTec (Laboratério de Investigacdo
Interdisciplinar em Saliva) do Departamento de Ciéncias da Saude da Universidade
Catélica Portuguesa.

Objetivo do Estudo

A recolha de amostras biolégicas humanas e seu posterior armazenamento no
Biobanco de amostras do Instituto de Medicina Molecular (IMM) da Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa, permitira a realizacdo de investigacao para o
esclarecimento a nivel molecular de doencas e para o desenvolvimento de
diagnédstico e em multiplas areas da Saude. Contudo, este objetivo s6 sera cumprido
com a colaboragédo dos doentes e de individuos saudaveis, através da doacgdo de
amostras biolégicas que serdo guardadas e preservadas em condi¢cdes apropriadas
de forma a serem utilizadas para futuros estudos. Caso o doente ou individuo
saudavel e/ou o seu representante legal decida participar, tera de fazer apenas os
procedimentos habituais de uma consulta.

Procedimentos

No caso de concordar em participar neste projeto, ser-lhe-a colhida uma amostra
biolégica. A amostra habitualmente solicitada sera realizada a partir da colheita de
saliva. Para os individuos que estejam a realizar exames diagnésticos ou que
estejam a ser sujeitos a tratamentos cirdrgicos podera ser pedida autorizacdo para
colheita de uma pequena amostra do material removido durante o procedimento
(como por exemplo tecidos removidos para biépsias ou removidos no decurso de
cirurgias). Estas colheitas serdo efetuadas sem alterar os procedimentos médicos
habituais e sem interferir com a rentabilidade diagnéstica do procedimento ou com o
sucesso da cirurgia. Esta amostra sera preservada em condi¢cdes apropriadas e as
informacgdes clinicas com ela relacionada serdo introduzidas numa base de dados,
passando a sua identificacdo pessoal a estar codificada e ndo acessivel aos
utilizadores das amostras.

A doacdo da amostra € voluntaria e revogavel, sendo que o dador, ou 0 seu
representante legal, tem o direito de retirar a amostra e/ou interromper a
colaboracdo assim que achar conveniente, sem necessidade de justificacdo e ndo
podendo ser descriminado por isso. O dador ou o0 seu representante legal devera
manifestar por escrito a sua vontade em retirar a amostra ou interromper a
colaboracao e nestas situacdes a amostra sera imediatamente destruida.

O SalivaTec propde-se armazenar as amostras bioldgicas e seus possiveis
derivados tais como DNA e RNA nas instalagcbes do Biobanco do Instituto de
Medicina Molecular. O SalivaTec ndo divulgara resultados envolvendo o material
bioldgico. No entanto, o dador podera escolher se quer ser informado dos resultados
com potencial relevancia para a sua saude. O pedido de resultados deveréa ser feito
por escrito para o SalivaTec pelo dador ou representante legal e deve ser expresso
no consentimento informado.
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Serdo cumpridas todas as normas éticas aceites internacionalmente para o uso de
matérias biolégicos para fins de investigacdo. Todos os projetos que fizerem uso das
amostras depositadas no Biobanco serdo submetidos & Comissdo de Etica
competente para a sua avaliacao.

Identificacdo das amostras e Confidencialidade

A existéncia de um Biobanco pressupbBe a existéncia de uma base de dados
contendo informacgéo clinica referente ao doente ou individuo saudavel. Apos a
colheita, as amostras serdo identificadas por um cédigo de forma a preservar a
privacidade.

Durante o desenvolvimento de um projeto de investigacao, a equipa de investigacao
poderd ter necessidade de recolher informacao do processo clinico para a execucéo
do estudo. O anonimato serd, contudo mantido, ou seja os dados constantes do seu
processo clinico seréo fornecidos ao investigador, mas sem qualquer identificacao,
ou qualquer informacg&o que permita saber a quem pertencem.

A descodificacdo apenas podera ser efetuada pelo médico (que serd o responsavel
pela base de dados, de acordo com a informacao fornecida a Comissao Nacional de
Protecdo de Dados - CNPD), em caso de absoluta necessidade, por motivos de
saude do dador e, a pedido deste, e sempre de acordo com as disposi¢cdes legais
em vigor.

Os dados serdao tratados confidencialmente, de acordo com a Lei, com o0s
regulamentos e de acordo com as normas éticas aprovadas pela Comisséo de Etica
da Universidade Catodlica Portuguesa.

Os dados resultantes dos estudos realizados serédo alvo de publicagdo de uma forma
anonima e agregada, em termos de percentagens ou de dados numéricos, nunca
individualmente.

Tempo de conservacgéo

As amostras serdo conservadas por um periodo de 20 anos no Biobanco do Instituto
de Medicina Molecular (IMM), sob a responsabilidade da Equipa ligada ao
SalivaTec, enquanto este estiver devidamente credenciado pelas entidades
competentes. As colecbes de amostras serdo avaliadas periodicamente,
nomeadamente para aferir da sua qualidade, podendo ser destruidas ou, findo o
periodo da conservagdo, poder-se-a solicitar a prorrogacéo da conservacao. Nestas
condi¢gBes excecionais o SalivaTec podera voltar a contactar os dadores.

Comunicacéo e divulgacéo de dados

Os dados genéticos e as amostras biolégicas colhidas para fins de investigacdo
cientifica podem ser transferidos para outras organizacdes ou centros de
investigacdo, para fins de pesquisa e somente em projetos desenvolvidos
conjuntamente com o SalivaTec, mediante consentimento do participante expresso
na declaracéo de consentimento informado.

Possiveis Beneficios para os Participantes

Esta € uma doacdo altruista, ndo havendo por isso qualquer compensacao para o
dador. Nao se garante que este estudo envolva quaisquer beneficios diretos para o
participante. Se algum dos estudos puder ser relevante para a saude do dador, este
serd informado, se essa for a sua vontade expressa na declaragdo de consentimento
informado. Contudo, a sua participacao proporcionara a aquisicdo de conhecimentos
gue poderdo vir a beneficia-lo a si ou a terceiros no futuro.

Riscos fisicos previsiveis

Na maioria dos casos, 0s riscos e o desconforto associados serdo minimos ou
inexistentes. Nas colheitas associadas a procedimentos com fins diagnésticos ou
terapéuticos, os riscos e o desconforto serdo os inerentes ao procedimento em si.
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Em qualquer dos casos, o dador sera sempre antecipadamente informado dos riscos
e grau de desconforto associados aos procedimentos.

Participacéo Voluntéria e Direitos de Abandono

O presumivel dador terd toda a liberdade para se recusar a participar no estudo ou
retirar 0 seu consentimento, suspendendo a participacdo em qualqguer momento e,
consequentemente, as amostras serdo destruidas. A participacdo é voluntaria e a
sua recusa em participar ndo envolvera qualquer penalizacdo ou perda de
beneficios. A recusa ou abandono ndo colocardo em risco o direito a receber
tratamento ou assisténcia médica, presentemente ou no futuro.

O dador podera retirar o seu consentimento nas modalidades sem contacto futuro
(as amostras poderdo ser usadas normalmente até se esgotarem, mas nado seréo
estabelecidos futuros contactos para a obtencdo de mais amostras) ou sem uso
futuro (ndo serdo estabelecidos futuros contactos e as amostras serdo
imediatamente destruidas e os registos eliminados).

Se tiver qualquer duvida, em qualquer momento, mesmo apdés a colheita, sobre
este estudo podera contactar a Diretora do SalivaTec: Prof. Doutora Marlene
Barros, dirigindo-se a:

SalivaTec

Departamento de Ciéncias da Saude

Universidade Catélica Portuguesa

Tel. +351232419500 - Fax +351232428344

E-mail: mbarros@crb.ucp.pt
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Banco de amostras bioldgicas para fins de investigacdo biomédica

Investigador: Local de recolha:
Nome do dador:
NUmero de estudo do dador:

Eu, , portador do bilhete de identidade/cartdo do cidadao
n.o [ ], declaro ter tomado conhecimento e aceitar participar
neste projeto, de forma a contribuir para a criagdo de um banco de amostras
biol6gicas com informacao clinica associada, para fins de investigagdo biomédica.
Aceito que a minha amostra bioldgica seja utilizada em projetos de investigagéo de
mecanismos das doencas, diagnéstico precoce, fatores de progndéstico e novos
alvos terapéuticos em multiplas areas da medicina. Poderei revogar a autorizagéo
para utilizacdo da minha amostra bioldgica e informagé&o clinica em qualquer altura.
O objetivo do banco de amostras bioldgicas foi-me claramente explicado e foi-me
dada a oportunidade de colocar questdes sobre o0 seu funcionamento, bem como o0s
procedimentos relativos a colheita e utilizagdo da minha amostra biologica e dados a
ela associados.

Declaro que aceito participar, voluntariamente, neste estudo. Especificamente
concordo com 0s seguintes pontos:

e Consinto a colheita de material bioldgico (saliva / .................. Do ) e
autorizo a conservacdo de amostras no Biobanco, de modo a que possam ser
usados para pesquisas futuras, incluindo estudos genéticos por investigadores
portugueses e estrangeiros, sem fins lucrativos;

sim [] Naol[]

e Esta opcédo é para ser respondida apenas por participantes que ja cederam
amostras biolégicas colhidas no ambito de outros projetos. Nestas
circunstancias, autorizo a transferéncia para o Biobanco das minhas amostras
biol6gicas, previamente colhidas no ambito de outros projetos, de modo que elas
possam ser utilizadas em pesquisas futuras, incluindo estudos genéticos por
investigadores portugueses e estrangeiros, mas sem fins lucrativos;

sim [] Nao[]

e Estou consciente de que a minha participagdo é voluntaria e que posso em
qualquer altura solicitar a destruicdo das minhas amostras bioldgicas, invalidando
assim o consentimento informado prévio, sem justificar, tendo recebido a garantia de
que o meu pedido ndo desenvolvera discriminagéo;

sim [] Naol[ ]
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- Declaro que quero conhecer resultados que possam ser relevantes para a minha
saude.

sim [] Naol_]

. Autorizo ser contactado novamente pelo Biobanco para pedido de atualizacdo
sobre a minha situacao clinica;

sim [] Naol[_]

- Autorizo o contactado do Biobanco a familiares meus para pedido autorizacdo de
colheita de amostras bioldgicas e/ou informacéo clinica;

sim [] Naol[_]

Data Assinatura do Dador/Representante Legal

Em caso de representante legal, este atua na qualidade de:

o Titular do poder paternal, quando o dador € menor
o Tutor, quando o dador foi declarado interdito

o Herdeiro, quando o dador faleceu

Discuti este estudo de investigagdo com o participante e/ou 0 seu representante
legal, utlizando uma linguagem compreensivel e apropriada. Informei
adequadamente o participante sobre a natureza deste estudo e sobre 0s seus
possiveis beneficios e riscos, considerando que o participante compreendeu a minha
explicacéo.

Data Nome do Investigador/ Médico Assinatura do Investigador/ Médico
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Anexo Il - Protocolo de colheita de saliva do SalivaTec

Material para a colheita:

v’ Cotton rol (rolos de algodéao utilizados na clinica dentaria para manter a
zona de intervencao seca);

v Pinca estéril;

v Tubo Falcon de 15 mL, estéril e devidamente etiquetado, contendo 1 ponta
de micropipeta (P1000);

Nota: O tubo deve estar preenchido com uma ponta de micropipeta de
1000 pL de modo a servir de suporte aos rolos de algoddo. Como o
tubo sera sujeito a centrifugacao a saliva passara para o fundo do tubo
e o0s rolos de algoddao podem ser removidos com facilidade pois
mantém-se no topo da ponta de micropipeta.

v’ Arca frigorifica para acondicionar as amostras (necessaria para o0
transporte até ao laboratorio).

Método de recolha

1.

As amostras devem ser recolhidas aproximadamente a mesma hora
(de preferéncia entre as 8h e as 10h da manha);

Nota: Os dadores ndo devem comer, beber ou ter qualquer
procedimento de higiene oral pelo menos 1 hora antes da
colheita de saliva. Ou seja deverdo ter feito a higiene oral e
tomado o pequeno almo¢o uma hora antes da colheita da
saliva.

Os dadores devem bochechar vigorosamente a boca com agua antes
da colheita durante 30 segundos;

Apds o processo de bochechar, esperar 1 minuto sem engolir (para
voltar a sentir conforto);

Colocar 2 rolos de algodao estéreis sob a lingua do dador — recolha
sublingual.

Manter os rolos durante 2 minutos.

Recolher com uma pinca estéril os rolos e coloca-los no tubo de
Falcon sobre a ponta de micropipeta;
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7. Caso a recolha seja realizada longe do laboratorio, os tubos devem ser

imediatamente armazenados no frio (arca refrigeradora) e
posteriormente processados de acordo com a descricéo abaixo;

. Caso a recolha seja realizada perto do laboratério (por exemplo na

clinica da UCP), os tubos devem ser imediatamente centrifugados a
10000xg durante 10 minutos a 4 °C;

De seguida retiram-se com uma pinca esterilizada os rolos de algodéao
dos tubos e também a ponta de micropipeta.

10. Homogeneizar a amostra de saliva usando um vortex e distribuir o

volume de amostra obtido em aliquotas de 200 pL usando tubos de
crio-conservacao.

11.Congelar as amostras a -80°C.

Cuidados ater antes da recolha de saliva:

76

v" Nao comer, beber ou ter qualquer procedimento de higiene oral 1 hora

antes da recolha de saliva. Este facto ndo invalida a toma do pequeno-
almoco ou a lavagem dos dentes, pelo contrario, os dadores devem
escovar os dentes e tomar o pequeno-almo¢go como normalmente e
passada uma hora pode procede-se a recolha de saliva;

Recolher as amostras aproximadamente a mesma hora, de

preferéncia entre as 8h e as 10h da manha.



