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Resumo

Introdugao: A doenca periodontal (DP) € uma doenca inflamatéria crénica de etiologia
multifatorial, originada pela disbiose do biofilme bacteriano nas gengivas, afetando os
tecidos moles, os ligamentos periodontais € o osso alveolar. A DP é um desafio
significativo para a saude publica, devido a sua prevaléncia e impacto negativo na saude
sistémica, sendo uma das principais causas de perda dentaria em adultos. Fatores de
risco para o desenvolvimento da DP incluem a diabetes, a genética, o tabagismo, a
resposta inflamatéria gengival e periodontal descontrolada, o stress e uma dieta nao
saudavel. Esta dissertacdo propde a analise molecular e a validagdo de biomarcadores,
em conjunto com a ado¢do de novos critérios de estratificagdo, como uma nova

estratégia para a pratica de medicina dentaria de precisao.

Objetivos: Quantificacdo de biomarcadores moleculares em amostras de saliva e/ou
biofilme de pacientes com saude periodontal, gengivite ou DP, de forma a melhorar a
estratificagdo dos pacientes através da integragéo dos resultados moleculares obtidos

com os respetivos dados clinicos.

Materiais e Métodos: Estudo observacional transversal com 82 pacientes. Incluiu
questionarios, sondagem periodontal, diagnostico e recolha de saliva e biofilme. As
amostras foram analisadas pelo laboratério Salivatec. Foi efetuada a quantificagdo do
numero de copias de DNA de espécies periodontopatogénicas por gPCR, de um grupo
representativo de cada um dos diagnésticos da DP (incluindo saude periodontal e

gengivite), perfazendo um total de 34 amostras.

Resultados: A anadlise dos resultados de qPCR revelou que a T. denticola foi mais
prevalente em estadios avangados da DP (lll e IV) e em casos de gengivite, indicando
a sua relevancia tanto em processos inflamatérios iniciais quanto em estadios severos
da doenga. A F. fastidiosum apresentou uma variagdo muito significativa entre
diagnodsticos da DP, sugerindo uma forte associagdao com estadios graves da doenga. A

M. timidum demonstrou uma associacéo com estadios moderados e avangados na DP.

Conclusao: A integracdo de biomarcadores moleculares especificos no diagndstico,
como F. fastidiosum e T. denticola, no tratamento da DP, pode proporcionar uma
abordagem de precisdo, melhorando a gestdo clinica e a monitorizagdo do estado de
saude periodontal dos pacientes.

Palavras-chave: Doenca Periodontal, Disbiose, Bactérias Periodontopatogénicas,
Biomarcadores Moleculares, Medicina Dentaria de Precisao



Abstract

Introduction: Periodontal disease (PD) is a chronic inflammatory disease of
multifactorial etiology, caused by dysbiosis of the bacterial biofilm on the gums, affecting
the soft tissues, periodontal ligaments and alveolar bone. PD is a significant public health
challenge due to its prevalence and negative impact on systemic health, being one of
the main causes of tooth loss in adults. Risk factors for the development of PD include
diabetes, genetics, smoking, uncontrolled gingival and periodontal inflammatory
response, stress and an unhealthy diet. This dissertation proposes the molecular
analysis and validation of biomarkers, together with the adoption of new stratification

criteria, as a new strategy for the practice of precision dentistry.

Objective: Quantification of molecular biomarkers in saliva and/or biofilm samples from
patients with periodontal health, gingivitis or PD, to improve patient stratification by

integrating the molecular results obtained with the respective clinical data.

Materials and methods: Cross-sectional observational study with 82 patients. It
included questionnaires, periodontal probing, diagnosis and collection of saliva and
bioflm. The samples were analyzed by the Salivatec laboratory. The number of DNA
copies of periodontopathogenic species was quantified by qPCR, from a representative
group of each of the PD diagnoses (including periodontal health and gingivitis), totaling

34 samples.

Results: Analysis of the samples revealed that T. denticola was more prevalent in
advanced stages of PD (lll and IV) and in cases of gingivitis, indicating its relevance in
both initial inflammatory processes and severe stages of the disease. F.fastidiosum
showed a very significant variation between PD diagnoses, suggesting a strong
association with severe stages of the disease. M.timidum showed an association with

moderate and advanced stages of PD.

Conclusion: The integration of specific molecular biomarkers in the diagnosis, such as
F. fastidiosum and T. denticola, in the treatment of PD can provide a precision approach,

improving clinical management and the monitoring of patients' periodontal health status.

Keywords: Periodontal Disease, Dysbiosis, Periodontopathogenic Bacteria, Molecular
Biomarkers, Precision Dentistry
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1. Introducgao

1.1 A complexidade da periodontite, etiologia e fatores de risco

A periodontite, ou doenga periodontal (DP), é reconhecida como a principal
doenca inflamatdria cronica em humanos. Esta condigao é desencadeada por
uma interagdo multifatorial(1), que tem origem na disbiose do biofilme bacteriano
nas gengivas, afetando principalmente os tecidos moles que rodeiam os dentes,
os ligamentos periodontais (fibras de colagénio do tecido conjuntivo que fixam
os dentes ao 0sso alveolar) e 0 0sso alveolar. Esta doenga tornou-se um desafio
significativo para a saude publica(2), devido ao constante crescimento
populacional e aumento da expectativa de vida. A auséncia de estratégias
eficazes para a preservagédo da denticdo resultou numa maior incidéncia de
doencas periodontais, representando ndo apenas um problema de saude oral,
mas tendo também impacto negativo na saude sistémica. A doenga periodontal
prejudica a qualidade de vida, sendo uma das principais causas de perda
dentaria em adultos e contribuindo para os custos crescentes com cuidados

médicos(2).

Clinicamente, a DP esta associada a fatores(3) que levam a redugao do nivel
clinico de insergao: profundidade de sondagem aumentada; aumento do indice

de placa; sangramento a sondagem; reabsor¢ao ossea.

Apesar do biofilme bacteriano estar associado ao desenvolvimento da DP e ao
processo inflamatdrio gengival de resposta do hospedeiro, os fatores que
causam a disbiose bacteriana e a inflamacgao periodontal deixaram de estar
apenas relacionados com doengas orais, incluindo agora também outros fatores
de risco individuais, como a suscetibilidade genética, o ‘stress’ psicoldgico, o
tabagismo, a diabetes e a dieta, essenciais para a compreensao da etiologia da
doenca(4-7). A presenca de outras doencgas inflamatérias crénicas, como a
doenca inflamatéria do intestino, doencas cardiovasculares e disturbios
autoimunes foram também reconhecidos como comorbilidades que podem

promover a patogénese da DP(8).



De forma anéloga, mas no sentido inverso, a doenga periodontal pode também
potenciar outras doengas sistémicas como a doenga de Alzheimer(9), a doenga
inflamatdria do intestino e o cancro oral, sublinhando a interacdo bidirecional

entre a saude oral e a saude sistémica(10).

A figura 1 resume os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento
e progressao da DP em contraste com a saude periodontal.
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Figura 1: O Bom e o Mau, na doenca periodontal. Adaptado de Sedghi et al, 2021(10).

Entre os fatores que promovem a saude periodontal destacam-se a homeostase
no biofilme subgengival e supra-gengival, a imunidade homeostatica na gengiva
e no periodonto, a presenca de constituintes saudaveis na dieta e a auséncia de

doencas inflamatérias crénicas.

De forma oposta, os fatores que promovem a doenga periodontal, incluem a
disbiose do biofilme; a resposta inflamatéria gengival e periodontal
descontrolada; o stress associado a libertacdo de niveis elevados de cortisol e

uma dieta ndo saudavel, rica em hidratos de carbono.



Ou seja, a DP ¢ influenciada pelos fatores de risco anteriormente mencionados
e tem impacto negativo na saude dos tecidos orais, sendo também um fator de

risco para outras patologias, como o cancro oral.

Além disso, a DP promove a inflamacéao sistémica, contribuindo para o risco de
desenvolver doencgas inflamatérias crénicas, doencas cardiovasculares e a

doenca de Alzheimer.

1.2 Principais bactérias periodontopatogénicas associadas ao
desenvolvimento e progressao da doencga periodontal

Ha uma certa complexidade na interagcédo entre o microbioma oral, a resposta do
hospedeiro e a cavidade oral. Isto deve-se principalmente a variagao individual
na composic¢ao bacteriana subgengival, com diferentes grupos de espécies e as
respostas imunes e inflamatorias de cada individuo(11). No entanto, a disbiose
bacteriana(8), como referido anteriormente, &, atualmente, o principal fator
associado ao desenvolvimento da doenga periodontal. Desta forma, estratégias
para melhorar o diagndstico precoce, o progndéstico e monitorizagdo do
tratamento incluem a caracterizacdo do microbioma oral através da identificagao

e quantificacdo de bactérias especificas associadas a DP.

As principais bactérias associadas ao desenvolvimento e progressao desta
patologia sdo a Poryphormonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia, formando o antigo, mas ainda valido “complexo vermelho”(12,13).

A Poryphormonas gingivalis é normalmente considerada a principal bactéria
periodontopatogénica, devido a sua capacidade de invadir tecidos periodontais
e modular a resposta imunologica do hospedeiro(14). Ao contrario do que se
verifica em pacientes com DP, esta espécie bacteriana ndo se encontra em
elevadas quantidades em pacientes saudaveis ou com gengivite, demonstrando

assim a sua associagao com a doenga periodontal(15).

Apesar da P.gingivalis estar descrita como uma das principais bactérias

periodontopatogénicas associadas a patogénese da DP, neste trabalho foram



quantificadas as seguintes bactérias; Treponema denticola, Mogibacterium
timidum, Fretibacterium fastidiosum e Tannerella forsythia, as quais fazem parte
de um indice de disbiose microbiana subgengival, proposto por Chen e
colaboradores em 2022(16).

A Treponema denticola(16) € uma bactéria periodontopatogénica, conhecida
pela sua associagdo com a degradacéo de tecidos periodontais. Esta associada
a uma maior patogenicidade e severidade, tendo influéncia direta na inflamagao
e destruicdo do periodonto(11). De acordo com a literatura, as espécies de
Treponema estao associadas a processos inflamatorios e destrutivos, com
elevada gravidade e influéncia na profundidade das bolsas observadas na
doenca periodontal(13).

A Mogibacterium timidum(16,17)é uma bactéria estritamente anaerdbia, gram-
positiva e também em forma de bastonete. A sua presenca esta relacionada com
0 aumento da severidade dos parametros clinicos da gengivite, sugerindo que a
mesma aumenta a suscetibilidade dos pacientes em desenvolverem doenca
periodontal(17). E comum em casos de DP. No entanto, a prevaléncia da
M.timidum aumenta significativamente em pacientes com DP que possuem,
concomitantemente, duas condi¢des: diabetes mellitus (DM) e controlo de
glicémia desadequado(17). Estas condi¢des, sdo consideradas fatores de risco

da DP, pois influenciam de forma negativa a microbiota subgengival(18,19).

A Fretibacterium fastidiosum(16,20) é uma bactéria anaerdbica, gram-negativa.
Isolada a partir da cavidade oral humana, especificamente de bolsas
periodontais profundas(20), representa um ramo diferente, formalmente descrito
em 2013(21), do filo Synergistetes(21).Devido a sua associagdo com bolsas
periodontais profundas, a F.fastidiosum podera ter potencial como biomarcador

para auxiliar no diagndéstico e monitorizagéo da DP.

A Tannerella forsythia(16) desempenha um papel significativo na patogénese da
doenca periodontal. E reconhecida pela sua capacidade de adesdo e
colonizagao nos tecidos periodontais, fixando-se nas superficies dentarias e
tecidos adjacentes, contribuindo para a formagcédo de biofimes e

desencadeamento da resposta inflamatoéria local(13).



Desta forma, esta frequentemente associada a reabsorcédo dssea e inflamacao.
Estudos recentes destacam o seu potencial como marcador no progndstico da
doencga periodontal, correlacionando a sua presenga e niveis com a gravidade

da doencga.

Em suma, identificar e compreender o papel das bactérias
periodontopatogénicas na DP é crucial como ferramenta de suporte para o
diagnostico, prognéstico e monitorizag&o do tratamento desta doenga.

1.3 Resposta imune na Doen¢a Periodontal

Na doenca periodontal, o processo de inflamacgao cronica conduz a destruicao
dos tecidos de suporte dos dentes. As bactérias periodontopatogénicas
desencadeiam uma resposta do sistema imunolégico do hospedeiro, levando a
libertacdo de mediadores inflamatdrios e citocinas nos tecidos periodontais,
contribuindo para a severidade da DP(22). Como tal, é importante caracterizar o
perfil inflamatdrio dos pacientes com DP através da quantificacdo de citocinas

pré e anti-inflamatérias, para que possamos monitorizar a progresséo da doenga.

As citocinas séo definidas como proteinas sinalizadoras que sdo segregadas
pelo sistema imunologico (células inflamatorias), como resposta a lesbes e

infegdes, através do recrutamento de leucdcitos(3).

Na literatura, foi demonstrado que uma elevada concentracido de citocinas
influencia a patogénese da periodontite, levando a destruigdo de tecidos moles
e reabsorgao 6ssea(3). Durante o processo inflamat6rio da periodontite ha um
aumento do numero de citocinas, incluindo a interleucina-1-beta (IL-1B), a
interleucina-6 (IL-6), a interleucina-10 (IL-10), o interferao-gama (IFN-y) e o fator

de necrose tumoral alfa (TNF-a).

O papel da interleucina-1-beta (IL-1B) na inflamagao periodontal esta bem
caracterizado, sendo uma citocina pré-inflamatéria. E produzida como resposta
a estimulos microbianos, por varios tipos de células, tais como macréfagos e

células dendriticas.



Resultados obtidos a partir da literatura mostram que um nivel aumentado de IL-

18 funciona como um estimulo ativo para que ocorra reabsorgao 6ssea(23).

A interleucina-6 (IL-6) € também uma citocina proé-inflamatoéria, envolvida na
patogénese da periodontite. E segregada por linfécitos T, macréfagos e células
endoteliais. Esta desempenha um papel importante na ativacédo da inflamacéao e

na formacéo de osteoclastos, estimulando, de igual forma, a reabsorgao ossea.

A interleucina-10 (IL-10), € uma citocina anti-inflamatéria que “regula” a
inflamac&o periodontal. E também produzida por linfécitos T, bem como por
macréfagos, de modo a limitar a resposta inflamatoria e evitar danos
exacerbados nos tecidos. Esta pode fornecer-nos informagdes acerca da

capacidade do hospedeiro, em regular a resposta inflamatdéria (24).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina pro-inflamatoria que esta
associada ao aumento de severidade da DP, produzida principalmente por
macrofagos. Este desencadeia o mecanismo de reabsorgao éssea e destruicéo
de tecido conjuntivo, permitindo o aumento da sintese e secregdo de

metaloproteinases da matriz (MMPs)(23).

O Interferdo Gama (IFN-y) é segregado por linfocitos T e células “natural killer”
(NK). Embora desempenhe um papel importante na defesa contra infe¢ées, pode
também contribuir para a inflamagao crénica da periodontite. Este pode modular
a atividade de outras citocinas e células inflamatérias, criando uma resposta

inflamatdria exacerbada e promovendo a destruicdo dos tecidos(25).

A caracterizacao do perfil inflamatorio de pacientes com DP é importante para
avaliar a progresséao e severidade da doenga, bem como para monitorizar o

tratamento nestes pacientes.



1.4 Limitagoes atuais no diagnéstico da doencga periodontal

Apesar dos avangos na prevengao e tratamento, a periodontite continua a ser
um desafio, dada a sua elevada prevaléncia e limitagdo das abordagens de
diagndstico convencionais. A precisao do diagndstico e a intervengao precoce
sao fundamentais para o sucesso do tratamento; evitando procedimentos tardios

e menos eficazes.

Alguns métodos de diagnéstico tradicionais, como a radiografia convencional,
podem ndo ser capazes de detetar extensdes de destruicdo dssea, ou a

presenca de bolsas periodontais profundas, na cavidade oral.

Além disso, diferentes niveis de formacao/experiéncia clinica dos médicos
dentistas, podem traduzir-se em diagndsticos discrepantes, conducentes a
tratamentos ndo adequados as necessidades dos pacientes. A titulo de exemplo,
um médico dentista com menos experiéncia clinica pode estar menos habil para
detetar sintomas iniciais de desenvolvimento da doenca periodontal, resultando

num diagndstico tardio e consequentemente num tratamento menos eficaz.

Neste contexto, a adogcdo de medidas padronizadas e objetivas na forma de
efetuar o diagndstico clinico, permite a realizagdo de procedimentos uniformes.
Tendo como exemplo, o uso de sondas periodontais de precisao, que impedem
diferentes impressdes de forca na medicdo de bolsas periodontais,
independentemente da técnica do meédico dentista, resultando na eliminagao de

discrepancias na medi¢ao de bolsas periodontais.

Em contrapartida, as ferramentas de diagnostico que s&o usadas, na atualidade,
podem nao transparecer a complexidade da microbiota oral(26) e as respostas
imunoldgicas dos pacientes. Deste modo, a integracdo de biomarcadores
moleculares(1) a avaliagao clinica convencional, tem potencial para auxiliar os
meétodos convencionais de diagndstico, ao fornecer dados, por exemplo, sobre
a disbiose do microbioma oral e a resposta inflamatéria em pacientes com

periodontite, culminando numa intervencgao clinica mais assertiva.



1.5 Integracao de dados clinicos e moleculares no diagnéstico,
prognéstico e monitorizagao do tratamento da DP

Tendo em conta a natureza multifatorial da periodontite, a sua associagao com
doencas sistémicas e as limitacbes anteriormente mencionadas, torna-se
imprescindivel a realizagdo de um diagnostico precoce e preciso. O diagndstico
depende da capacidade dos profissionais de medicina dentaria em
categorizarem os pacientes nos diversos estadios e graus de severidade da DP,
conforme preconizado pelo mais recente esquema de classificagao(26,27). Este

inclui os estadios |, II, lll, IV e graus A, B, C (Tabela l).

Esta nova abordagem de classificagdo da DP visa ndo apenas prognosticos

precisos, mas também uma gestdo e monitorizagéo clinica mais eficazes.
Tabela I: Classificagdo Periodontal (26)

Estadios baseados na gravidade/complexidade, pela nova Classificagao (3,4)

Estadio |: Periodontite inicial

Estadio Il: Periodontite moderada

Estadio Ill: Periodontite avancada, potencial de perda dentaria adicional

Estadio IV: Periodontite avancada, potencial para perda da denti¢cao

Graus de Severidade (Risco de Progressédo da Doenga)

Grau A: Taxa lenta de progressao

Grau B: Taxa moderada de progresséo

Grau C: Taxa rapida de progresséo

A integracdo de novos biomarcadores moleculares a este novo esquema de
classificagao da DP ira proporcionar uma melhor compreensao da patogénese e
progressao da doenga, bem como o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes de monitorizagdo do tratamento(26,27), contribuindo para a medicina
dentaria de precisao.



Através de testes genéticos e moleculares, é possivel determinar a
predisposi¢cao genética para desenvolver DP e caracterizar o microbioma oral
associado a doenga. Esta abordagem surge como resposta crucial aos desafios
enfrentados no tratamento da DP, impulsionando a investigagdo, levando a

avangos notaveis(26).

Entre muitos caminhos plausiveis, a analise molecular(28) a par de outras
abordagens inovadoras, como o uso da inteligéncia artificial(29), podem apontar-

se como exemplos atuais que exploram cada vez mais o0 uso da tecnologia.

O presente trabalho, através da combinagao de analises moleculares com o novo
esquema de classificagdo da DP em estadios e graus, visa delinear um caminho
promissor, com intuito de desenvolver uma pratica de medicina dentaria mais

avangada, adaptada a singularidade de cada paciente.
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2. Objetivos

Foram definidos os seguintes objetivos para a realizagao deste trabalho:

Quantificagdo de bactérias periodontopatogénicas em amostras de saliva
e/ou biofiime de pacientes com saude periodontal, gengivite ou DP.
Outro dos objetivos deste trabalho € a integragdo dos resultados moleculares
obtidos com os respetivos dados clinicos de forma a melhorar a estratificagdo
dos pacientes e propor um painel de biomarcadores que auxiliem no
diagndstico precoce, prognoéstico e monitorizagdo da doenga e/ou tratamento
da DP.
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3. Materiais e métodos

3.1 Descrigao do Estudo

3.1.1 Tipo de estudo

O estudo em questdo é descrito como um estudo observacional transversal,
incluido num estudo longitudinal. O método utilizado inclui a aplicagcdo de um
questionario aos pacientes, a sondagem periodontal, o diagnéstico periodontal e

a recolha de amostras de saliva e biofilme.

3.1.2 Populagao do estudo

Este estudo foi conduzido com uma amostra de 82 pacientes que frequentam a
CDU-UCP. Foram estabelecidos os seguintes critérios de inclusdo/exclusao:

o Critérios de inclusao: Pacientes que frequentaram a clinica dentaria
durante o periodo de colheita de dados, que aceitaram participar
voluntariamente no estudo.

o Critérios de exclusao: Pacientes que nao preencheram o consentimento

informado.

3.2 Consideracdes de Etica

Foi pedido aos participantes que visitaram a CDU-UCP para tratamento dentario
€ cumprissem os requisitos para o tratamento, que assinassem um formulario de
consentimento livre e informado (Anexo 2) de participagéo voluntaria no estudo,

antes da recolha das amostras bioldgicas.

Os dados recolhidos foram utilizados apenas para esta investigacao, tendo sido
garantida a confidencialidade dos dados. A confidencialidade dos participantes

foi assegurada, pelo que as suas identidades nunca seréo divulgadas.

Os participantes foram informados que poderiam abandonar o estudo a qualquer

altura.
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3.3 Recolha de amostras biolégicas

A recolha de amostras biolégicas foi efetuada antes da sondagem periodontal ou
de qualquer outro procedimento clinico de avaliacdo de saude oral, devido ao

risco de sangramento e posterior contaminagao da amostra a ser recolhida.

A recolha da amostra de saliva foi efetuada através do método de “drooling”,
onde o paciente acumula saliva na cavidade oral e, de seguida, expele para um
tubo apropriado de 50ml até atingir aproximadamente 2ml. Este tubo (Figura 2)
foi desinfetado, identificado e transportado em gelo para o laboratério SalivaTec.
No laboratorio a amostra foi aliquotada e preservada a -80°C para posterior

determinagdo da sua composi¢cao microbiologica.

Figura 2: Tubo graduado de 50ml usado para recolha de amostras de saliva ndo estimulada.
Adaptado de: https://shorturl.at/ect16

Quanto a colheita de biofilme, esta foi realizada por “raspagem”, com um palito
estéril, colocado posteriormente numa solugdo salina, dentro de um tubo
apropriado. A recolha foi efetuada em areas previamente determinadas (Figura
3), na cavidade oral do paciente, nomeadamente: espago entre os incisivos
superiores e inferiores, por vestibular e lingual, no 2° pré-molar ou 1° molar
superior, por vestibular e lingual, e de igual forma para os inferiores. As amostras
de biofilme foram transportadas em gelo para o laboratério SalivaTec onde foram

aliquotadas e preservadas a -80°C.
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Figura 3: Locais aproximados das recolhas de Biofilme (através de “raspagem”)

3.4 Recolha de dados clinicos e sociodemograficos

O questionario aplicado (Anexo 3) aos pacientes aborda varios parametros,
nomeadamente, a condicdo de saude atual, habitos de higiene oral, habitos de
nutricdo, habitos diarios em geral e é efetuado com o intuito de nos dar
informacdes acerca do comportamento e habitos dos pacientes, posteriormente

registadas na plataforma Qualtrics (https://www.qualtrics.com).

Para todos os pacientes foram também registados os diversos dados clinicos
obtidos através de sondagem, na ferramenta (Figura 4) Periodontal Chart
(https.//www.perio-tools.com), para avaliagdo de dados clinicos em seis locais

por dente ou implante para toda a denticao.
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Patient Last Name |Exemplo First Name Exemplo Date Of Birth

[/]mitial Exam  [“]Reevaluation Clinician

Figura 4: Exemplo de um Periograma (Periochart)

A sondagem foi efetuada através de sondas milimetradas periodontais “WHO
Probe - DB765R PCP 11,5C 165mm, 6 2" (Figura 5), particularmente
importantes para este tipo de investigagdo, na medida em que a avaliagao clinica
podera ser efetuada por mais do que um investigador (evitando assim a
necessidade de calibragdo dos investigadores e possibilitando a comparagao

entre diversos estudos).

Figura 5: Sonda utilizada na avaliagéo clinica das amostras. WHO Probe - DB765R PCP 11,5C 165mm, 6
12. (n.d.). Adaptado de: https://austos.com.

A classificagao foi realizada através de estadios e graus de severidade da
doencga(26,27), com o registo da profundidade de sondagem, placa e
sangramento a sondagem, feito através do periograma nos dispostivos da
Clinica Dentaria Universitaria da Faculdade de Medicina Dentaria da

Universidade Catdlica Portuguesa, de forma a efetuar o diagnéstico.
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O diagnéstico, juntamente com os dados clinicos e sociodemograficos recolhidos

dos pacientes em forma de questionario foram inseridos na plataforma Qualtrics.

3.5 Quantificacao da carga total bacteriana (16S rRNA) e de
bactérias periodontopatogénicas por gPCR

As amostras foram processadas e analisadas pela equipa do laboratério
Salivatec do CIIS (Centro de Investigacao Interdisciplinar em Saude) da
Universidade Catolica Portuguesa em Viseu. Esta analise envolveu a
quantificacdo da carga total bacteriana(16S) e de  espécies
periodontopatogénicas (Fretibacterium fastidiosum, Mogibacterium timidum e
Treponema denticola) por qPCR nas amostras de saliva de pacientes com saude
periodontal, gengivite e DP (anexo 4). Em relagao as amostras de biofilme, estas
foram armazenadas a -80°C para futuras analises de determinacdo da

composi¢cao microbioldgica.

3.6 Analise estatistica

A caracterizagdo da amostra em estudo e analise dos resultados de
quantificacdo bacteriana foi realizada com recurso as ferramentas Microsoft
Office Excel® e GraphPad Prism (10.2.3).

3.6.1 Analise das relagdes bioldgicas / clinicas

Para avaliar se existiam diferengas significativas na quantificagdo de DNA
bacteriano entre os diferentes diagndsticos periodontais, foi formulada a seguinte
hipotese nula (HO): “Nao existem diferencas estatisticamente significativas
nas quantificagoes de DNA bacteriano entre os diferentes diagnésticos,

para cada uma das bactérias estudadas”

17



Para responder a esta hipotese, realizamos as seguintes comparacgdes, de forma

a abranger os principais diagnosticos e diferentes estadios da DP:

- Saude Periodontal vs. Doenca Periodontal
- Saude Periodontal vs. Gengivite
- Saude Peridontal vs. Estadios Il e IV da Doenga Periodontal

Ou seja, para cada bactéria estudada, verificamos a exequibilidade da analise
anterior. Para este fim, o teste de Mann-Whitney foi escolhido, por ser uma
ferramenta ndo paramétrica, permitindo comparar dois grupos de dados sem
assumir uma distribuicdo normal dos dados. E extremamente util para analisar
dados entre multiplos diagndésticos periodontais, quando a suposi¢do de
normalidade n&o é valida ou quando analisamos amostras pequenas, como é o

caso.
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4. Resultados

Grupo de estudo: 82 Pacientes da Clinica Dentaria Universitaria da FMD-UCP,

submetidos a sondagem Periodontal.

Nesta investigacdo foram analisados os dados recolhidos através das
sondagens a 82 pacientes, nas consultas de Periodontologia da Clinica
Universitaria da FMD-UCP:

4.1 Caracterizagao da amostra em estudo

4.1.1 Género e Idade

Do total da amostra analisada, constituida por 82 pacientes, 42 (~51%)
pertencem ao sexo masculino e 40 (~49%) ao sexo feminino.

Relativamente a distribuicdo da idade dos pacientes (Tabela Il), a amostra foi
dividida em 3 faixas etarias. A faixa etaria dos 20 aos 40 anos foi a mais

representada nestes resultados (~38%).

Tabela Il: Distribuigdo da idade dos pacientes da amostra

[20 - 40] 31 ~ 38%
Idade 140 — 60] 24 ~ 30%
160 — 82] 27 ~ 32%
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4.1.2 Nivel de Escolaridade

Na anadlise do nivel de escolaridade dos 82 pacientes da amostra (Figura 6),

observamos uma distribuigédo variada. Os resultados indicam que:

o Outro/Nenhum: 7 pessoas, representando 8,54% da amostra.
o Basico (Até 9° ano): 23 pessoas, correspondendo a 28,05%.
o Médio (Até 12° ano): 17 pessoas, totalizando 20,73%.

e Superior: 35 pessoas, abrangendo a maioria com 42,68%.

Nivel de escolaridade
Outro/Nenhum

) ) = Outro/Nenhum
Ensino Superior

Basico (Até 92%ano) = Basico (Até 92ano)

Médio (Até 122ano)

m Ensino Superior

Médio (Até 122ano)

Figura 6: Nivel de escolaridade da amostra (n=82)
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4.1.3 Habitos diarios

Ao avaliar os habitos diarios dos 82 pacientes, representados na figura 7,

destacam-se as seguintes informagdes:

e Fumar (Inclui ex-fumadores): 25 pessoas, representando 30,48% da
amostra.

« Ingerir ou ter ingerido alcool: 27 pessoas, correspondendo a 32,92%.

o Escovar 2 3x/dia: 26 pacientes, totalizando 31,70%.

o Passar fio dentario: 41 pessoas, abrangendo 50%.

« Utilizar elixir oral: 24 pessoas, compreendendo 29,26%.

Habitos didrios dos Pacientes

Elixir Bucal Fumador

m Fumador

= Alcool

; Escovar > 3x/dia
Alcool

Fio Dentdrio

Fio Dentario = Elixir Bucal

Escovar > 3x/dia

Figura 7: Contraste nos habitos didrios dos pacientes da amostra (n=82): Distribui¢cao real dos
habitos de saude oral

Verifica-se que cerca de metade dos pacientes utiliza fio dentario, enquanto
outros habitos como consumo de alcool, escovagem dos dentes trés vezes ao
dia ou mais, tabagismo e uso de elixir oral sdo comuns, cada um presente em

aproximadamente um terco da amostra.
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4.1.4 Saude dos pacientes da amostra (Patologias)

A analise dos indicadores de saude dos pacientes da amostra, analisada através

das patologias (Figura 8) dos 82 pacientes, revela o seguinte:

o Diabetes: 6 casos, representando 7,31% da amostra.

o Hipertensao: 21 casos, correspondendo a 25,60%.

« Doencas Cardiacas: 14 casos, totalizando 17,07%.

o Doengas Renais: 2 casos, totalizando 2,43%.

« Doengas Respiratérias: 5 casos, totalizando 6,09%.

« Doengas do Sistema Digestivo: 12 casos, abrangendo 14,63%.
e Cancro: 2 casos, abrangendo 2,43%.

o Outras: 7 casos, abrangendo 8,53%.

Outras Diabetes Patologias da Amostra

\V

Cancro

H Diabetes

Hipertensao

DO?"GGS do m Doengas Cardiacas
Sistema
Digestivo Hipertensao m Doencgas Renais

M Doengas Respiratdrias

H Doengas do Sistema
Doengas Digestivo
Respiratorias / i Cancro
Outras

Doengas Renais Doengas Cardiacas

Figura 8: Patologias identificadas na amostra (n=82)

Estas informacdes fornecem uma perspetiva importante sobre as condi¢des de
saude prevalentes na amostra, auxiliando na identificagcdo de possiveis

correlagdes com a prevaléncia da Periodontite.
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4.1.5 Historia Familiar

Lembrando que cada paciente pode estar incluido em mais do que uma
condigao, sdo apresentadas as patologias presentes na familia dos pacientes
(Figura 9).

e« Mais de metade dos pacientes da amostra, com histéria familiar de
diabetes (n=32, 39,02%)

e 28 pacientes do total da amostra, com histéria familiar de cancro (34,14%)

e 30 pacientes da amostra, com histéria familiar de doencas cardiacas
(36,58%)

e 29 pacientes da amostra, ndo tem histérico de doencgas familiares

(35,36%)

5 pacientes da amostra, tém outro tipo de doenga nido analisada na

pesquisa (6,09%)

Prevaléncia de doencas a nivel familiar

Nenhuma
Diabetes
= Diabetes
= Cancro

Outras = Doengas Cardiacas
Outras
= Nenhuma
) Cancro
Doengas Cardiacas

Figura 9: Histéria Familiar dos pacientes da amostra (n=82)
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4.1.6 Prevaléncia de Estadios/Graus

Relativamente a classificagao periodontal, recorreu-se a uma tabela que divide

a amostra pelos diferentes estadios diagnosticados (Tabela 1ll), ndo sendo

relevantes outras classificagdes, por ndo serem obtidas nesta amostra.

A classificagdo periodontal mais prevalente no mesmo grupo de amostras

(n=82), foi a de Saude Periodontal, com 23 amostras a obter este diagnostico

(~28%). A segunda classificacdo mais prevalente foi a de estadio lll, grau B, com
16 amostras (~20%).

Tabela IlI: Diagndsticos Periodontais da amostra (n=82)

Diagnésticos
Periodontais
das
amostras

Frequéncia Percentagem
Pegggggtal 23 ~28%
Gengivite 14 ~17%
Ee 1 1%
e e %
g 13 ~16%
e 1 1%
Fstadio Il 16 ~20%
“erded” 7 o
gtV 1 1%
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4.1.7 indices de Sondagem

Ao analisar os indices de sondagem meédios (Tabela IV) para a amostra em
estudo (82 pacientes), os resultados indicam o seguinte:

Tabela IV: Valores da amostra, registados no Periochart: Bleeding on Probing (BOP),
Profundidade Média de Sondagem (PM) e Placa

I MIN Média MAX
BOP 0% 25,53% 82%
Sondagem P.M.S 1,5 mm 2,44mm 5mm

« BOP (Bleeding on Probing): O indice de sangramento a sondagem
apresentou os seguintes resultados:

o BOP mais alto: 82% (o valor mais alto registado em toda a
amostra, com 82% de sangramento a sondagem de todas as
arcadas).

o BOP médio: 25,53% (valor médio de BOP da amostra, calculado
a partir dos valores obtidos na sondagem dos 82 pacientes)

o BOP minimo: 0% (o valor mais baixo registado em toda a amostra,

sem sangramento a sondagem registado).

e Profundidade Média de Sondagem (PM): Os valores para a
profundidade meédia de sondagem foram os seguintes:
o PM mais profundo: 5mm (valor maximo registado a sondagem na
amostra).
o PM médio: 2,44mm (valor médio de PM calculado a partir da
sondagem dos 82 pacientes da amostra).
o PM menos profunda: 1,5mm (valor minimo registado a sondagem

na amostra).
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o Placa: A analise do indice de placa mostra uma variagao significativa:

o Placa minima detetada: 6% (valor minimo detetado na amostra

através de revelador de placa).
o Placa média: 37,46% (média calculada a partir das percentagens

das 82 amostras).
o Placa maxima detetada: 89% (valor maximo detetado na amostra

através de revelador de placa).

Os indices apresentados na tabela anterior, proporcionam uma visao abrangente
da saude periodontal da amostra, destacando aspetos como sangramento a
sondagem, profundidade média de sondagem e a presencga de placa bacteriana
nos individuos da amostra, sendo estes dados importantes para atribuir a

respetiva classificagao.

27



4.2 Resultados da Quantificagao por qPCR: Carga Total
Bacteriana (16S rRNA) e Bactérias Periodontopatogénicas

Dos 82 pacientes da Clinica Dentaria Universitaria da FMD-UCP, submetidos a

sondagem Periodontal, foi selecionado um grupo representativo que abrange

todos os estadios da doenga periodontal, gengivite e saude periodontal,

representados na tabela V, perfazendo um total de 34 amostras para analise

preliminar de composigao microbioldgica.

Tabela V: Prevaléncia dos diferentes diagnésticos periodontais, no grupo representativo

de 34 amostras de cada estadio da DP

Diagnéstico
Periodontal
das
amostras

Frequéncia Percentagem
Saude

Periodontal 5 ~15%
Gengivite 5 ~15%
Estadio | 4 ~12%
Estadio Il 9 ~ 26%
Estadio Il 7 ~21%
Estadio IV 4 ~12%
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4.2.1 Relagcao das bactérias periodontopatogénicas com o
Diagnéstico da DP

Para as 34 amostras selecionadas, foi feita a quantificagcdo da carga total
bateriana 16S e da carga de Fretibacterium fastidiosum, Mogibacterium timidum
e Treponema denticola. Na figura 10 sdo apresentados os resultados das
quantificacbes de DNA bacteriano obtidos por qPCR, agrupados por diagnostico
(saude periodontal, gengivite, estadios I/ll e Ill/IV). De salientar que, devido a
dificuldade em distinguir os estadios | e Il bem como os estadios Ill e IV a nivel
molecular, estes foram agrupados em estadios I/ll e estadios Ill/IV para analise

dos resultados de quantificagdo de carga bacteriana.

< 10°q ]
E 108+ ; Diagnéstico Periodontal
() 107 Saulde Periodontal
©
% 106 Gengivite
2 105 ms Estadio I/l
o 10%7 mm  Estadio III/IV
© 103+
E 102+ -

1
£ 10
< 10° T T T T

'\‘b% 9\)& 6\)& , 00\%
&° -6“ &
N w &
('@9 ) A

Figura 10: Numero de copias de DNA (média e desvio padrdo) de 16S e das espécies F.
fastidiosum, M. timidum e T. denticola de acordo com os grupos de diagndstico: saude
periodontal, gengivite, estadios I/l e 11I/1V.

Tal como indicado na figura 10, a carga total bacteriana 16S nao variou de forma

significativa entre os diferentes grupo de diagndstico.
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Fretibacterium fastidiosum
109-  P=0,0397

103_
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102_
101_
100_

Nimero de copias de DNA

Diagnéstico Periodontal

Figura 11: Numero de cdpias de DNA (média e desvio padrdo) referente a espécie F.
fastidiosum, de acordo com os grupos de diagnéstico: saude periodontal, gengivite e DP
(estadios I, I, Il e IV).

Relativamente a quantificacdo da bactéria F. fastidiosum observou-se um
aumento significativo na carga desta bactéria (figura 11) nos grupos gengivite e
DP comparativamente ao grupo saude periodontal. De salientar que, este
aumento na carga de F. fastidiosum foi proporcional ao aumento da severidade
da doenca o que resultou numa diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos saude periodontal e DP (inclui estadios I/ll/lll e 1V) (P=0,0397). Para os
grupos saude periodontal e estadios Ill/1V da DP (P = 0,0897), assim como saude
periodontal e gengivite (P > 0,9999) n&o se observaram diferengas

estatisticamente significativas.
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Mogibacterium timidum
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Figura 12: Numero de copias de DNA (média e desvio padréo) referente a espécie M.timidum,

de acordo com os grupos de diagndéstico: saude periodontal, gengivite, estadios I/l e lll/IV da
DP.

Em contraste com as quantificagdes de F. fastidiosum a carga Mogibacterium
timidum (figura 12) ndo variou significativamente entre os grupos de gengivite e
PD (estadios I/ll e 1lI/IV) comparativamente ao grupo de saude periodontal e
desta forma ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos saude periodontal e DP (P = 0,5341), nem entre saude
periodontal e estadios Ill e IV (P = 0,5185).
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Figura 13: Numero de cépias de DNA (média e desvio padrao) referente a espécie T. denticola,
de acordo com os grupos de diagndstico: saude periodontal, gengivite, estadios I/ll e 1ll/IV da
DP.

Em relagdo a Treponema denticola (figura 13) esta apresentou em média uma
carga bacteriana mais baixa em todos os grupos de diagnostico
comparativamente as outras espécies quantificadas. No entanto, observa-se
uma tendéncia para uma carga mais elevada de T.denticola no grupo gengivite
e nos estadios Ill/IV comparativamente aos grupos de diagndéstico periodontal e
estadios I/ll, que se traduz em diferengas estatisticamente ndo significativas
entre saude periodontal e DP (P = 0,9075), entre saude periodontal e gengivite
(P = 0,2222), ou entre estadios I/ll e estadios Ill e IV (P = 0,6490).
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5. Discussao dos Resultados

Sendo a doenca periodontal uma das principais doencas inflamatdrias crénicas
e prevalentes na cavidade oral, torna-se essencial o desenvolvimento de
estratégias que permitam um diagndstico precoce, bem como uma
monitorizagdo da doenga e/ou tratamento eficazes. Desta forma, a identificagdo
de biomarcadores moleculares na area da DP torna-se fundamental como
ferramenta de suporte ao diagndstico, progndéstico e monitorizagdo do

tratamento permitindo decisdes clinicas mais precisas e eficazes.

O presente trabalho teve como principal finalidade contribuir para a identificacéo
e quantificagdo, embora preliminar, de potenciais biomarcadores associados ao
desenvolvimento e progressdao da DP que associados aos dados clinicos
poderdo auxiliar e melhorar a estratificacao dos pacientes com esta doencga. A
primeira etapa deste trabalho, envolveu a recolha de amostras biolégicas (saliva
nao estimulada e biofilme) e respetivos dados clinicos e sociodemograficos.
Numa primeira fase serdo discutidos os resultados obtidos no ambito da
caracterizagdo do grupo de amostras constituido por 82 individuos e numa
segunda fase serdo discutidos os resultados da quantificagdo de carga

bacteriana e a sua integragédo com os dados clinicos.

Em relacdo a caracterizagdo da amostra em estudo, composta por 82 pacientes,
verifica-se que estes encontram-se divididos quase equitativamente entre os
géneros masculino e feminino, sendo a faixa etaria dos 20 aos 40 anos a mais
representada (~38%). O nivel de escolaridade variou, sendo que a maioria dos
participantes possuia ensino superior (42,68%). Populagbes com maior nivel de
escolaridade ou estatuto socioecondmico superior apresentam geralmente maior
cuidado com a saude oral. Estudos como o de Julkunen e colaboradores em
2020(30), indicam que estes individuos refletem um maior conhecimento acerca
da prevencao e cuidados necessarios para ter saude oral e, consecutivamente,
salde periodontal. E importante considerar estas variaveis ao interpretar os
dados clinicos da amostra, pois a alta escolaridade pode estar associada a uma

menor prevaléncia e severidade de doengas periodontais.
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Este elevado nivel de literacia pode estar associado a habitos de higiene oral
mais positivos entre os pacientes. Na amostra em estudo, 31,70% dos pacientes
escovavam os dentes trés ou mais vezes ao dia. A escovagem diaria é essencial,
benéfica e considerada como um habito de higiene critico na prevengao do
aparecimento e progressdao da DP. A literatura destaca que a escovagem
frequente, combinada com o uso de pasta dentifrica fluoretada, é eficaz na
remogao de placa bacteriana e na prevengao de doencgas periodontais(31). Além
disso, 50% dos pacientes utilizavam fio dentario. Esta alta taxa de utilizagao de
fio dentario pode estar relacionada com o elevado nivel de literacia da amostra,
visto que, como referido anteriormente, individuos com maior nivel de
escolaridade tendem a adotar melhores praticas de higiene oral. No entanto, o
uso regular de fio dentario, embora recomendado para remover a placa
bacteriana interproximal em pacientes saudaveis, sendo essencial ndo s6 para
prevenir o aparecimento da doenga periodontal, mas também para a prevencgéo
de outras patologias orais, como caries e gengivite(32), € discutivel em pacientes
com DP. Dispositivos de higiene interdentaria, como escovas interdentarias, sao
mais eficazes na remocgéao de placa bacteriana em pacientes com DP, devido a
sua capacidade superior de limpeza nas areas interproximais e maior facilidade
de uso em casos de perda é6ssea e bolsas periodontais como descrito na
literatura(33). Portanto, num estudo futuro, seria interessante investigar a
eficacia do uso de dispositivos interdentarios em comparagao com o fio dentario

em pacientes com DP.

Em relagcdo aos habitos diarios menos positivos, 30,48% dos pacientes eram
fumadores. O tabagismo é um conhecido fator de risco para doencgas
periodontais, pois afeta negativamente a resposta imunolégica e favorece a
colonizagdo de agentes patogénicos periodontais(34). Estudos mostram que
fumar é um dos fatores de risco mais bem estabelecido na DP, porque afeta a
composi¢cao bacteriana e, consequentemente, a resposta do hospedeiro aos
agentes microbianos nos tecidos periodontais podendo levar a destruigdo dos

tecidos periodontais saudaveis circundantes(35).
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Como ja referido anteriormente, existe uma associagao entre a DP e doencas
sistémicas. Na amostra em estudo, observou-se que uma parte significativa dos
pacientes apresentava condigdbes como hipertensdo (25,60%), doengas
cardiacas (17,07%) e doengas do sistema digestivo (14,63%). Aproximadamente
7,31% dos pacientes eram diabéticos, o que é particularmente relevante dado
que a diabetes € amplamente reconhecida como um fator de risco importante
para a DP, devido a sua capacidade de exacerbar a resposta inflamatéria e
diminuir a capacidade de cicatrizacdo(36). A literatura reforga esta correlagéo
com estudos que demonstram que a prevaléncia da DP é significativamente
maior em individuos com diabetes, o que pode ser atribuido a resposta
inflamatéria exacerbada e a menor capacidade de cicatrizacdo encontrada
nesses pacientes(37). Além disso, individuos com outras patologias como
hipertensdo também apresentam maior prevaléncia de DP, possivelmente
devido a fatores como inflamagdo cronica e alteragdes na microcirculacao

periodontal(38).

A presencga de DP, por sua vez, pode induzir inflamacéao sistémica significativa,
elevando os niveis de biomarcadores inflamatoérios. Niveis elevados destes
biomarcadores s&o conhecidos por contribuir para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, como ataques cardiacos e acidentes vasculares
cerebrais (AVC). Portanto, pacientes que tenham outra condigdo clinica
associada a DP, como doengas cardiacas, poderdao apresentar um risco

aumentado de eventos cardiovasculares adversos(39).

Relativamente ao diagndstico periodontal dos 82 pacientes em estudo, 28% dos
pacientes possuiam saude periodontal e uma idade inferior a 30 anos, enquanto
20% dos pacientes que estavam no estadio Ill, grau B tinham uma idade superior
a 60 anos e possuiam pelo menos uma patologia concomitante com a DP.
Apesar de nao haver literatura que o corrobore, estas observagbes podem
sugerir que, a prevaléncia de doencgas periodontais pode aumentar com a idade,
devido ao efeito cumulativo de anos de praticas inadequadas de higiene oral e a
presenca de comorbidades.
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Além disso, pacientes com mais idade podem nao ter tido acesso a mesma
consciencializagao acerca de praticas de higiene oral adequadas, contribuindo
para um maior risco de DP, em linha com o que foi referido anteriormente acerca
da influéncia da literacia nos resultados da amostra. Ebersole e colaboradores
em 2016(40), discutiram o facto de a exposi¢cao prolongada a fatores de risco
contribuir para o aumento da prevaléncia da DP, mas nunca foi efetuada uma
relagao direta entre o nivel de literacia e a exposicao aos fatores de risco, sendo
interessante explorar essa relagdo em futuros estudos. Assim, podemos sugerir
que a prevaléncia da doenga pode estar associada ao acumulo prolongado de
fatores de risco e maus habitos de higiene oral ao longo do tempo e nao apenas

ao envelhecimento.

No diagnéstico da DP sao usados parametros clinico como o indice de
sangramento a sondagem (BOP) e a profundidade média de sondagem (PM),
que variaram significativamente na amostra em estudo. Os valores minimos de
BOP quase nulos contrastam com os valores maximos de BOP atingindo 82% e
a PM a atingir 5mm em estadios severos da DP. Estes indices s&o indicadores
importantes da saude periodontal, que refletem aspetos como a presenga de
inflamac&o gengival e a perda de suporte periodontal, ao longo dos diferentes
tipos de diagndsticos da DP(41). De acordo com a literatura, indices elevados de
BOP e PM estao fortemente associados com a progressado da DP e a presenga
de inflamacao cronica(42). Esta inflamacgao crénica, pode agravar as condi¢des
sistémicas existentes como doengas cardiovasculares e diabetes, dando origem
a um ciclo continuo de deterioragdo da saude sistémica e periodontal. (43)Para
além dos indices clinicos anteriormente referidos, a quantificacdo de bactérias
periodontopatogénicas surge como uma ferramenta adicional para avaliar a

severidade e a progressdo da DP bem como para monitorizar o tratamento.

Como tal, a quantificagdo de bactérias periodontopatogénicas como potenciais
biomarcadores da DP ¢ justificada pela literatura cientifica, que demonstra a

associagao destas bactérias com a patogénese da doenga periodontal(44).
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Desta forma, dos 82 pacientes, foi selecionado um grupo representativo de 34
amostras, para a realizacdo das quantificagdes de DNA bacteriano para as
bactérias Fretibacterium fastidiosum, Mogibacterium timidum e Treponema
denticola e para o gene 16S rRNA. A escolha destas bactérias para quantificagéo
de carga bacteriana foi feita com base no indice de disbiose subgengival da DP

proposto por Chen e colaboradores em 2022(16).

A F. fastidiosum mostrou um aumento significativo e gradual na carga bacteriana
nos grupos com diagndstico de gengivite e DP (Figura 11), em comparagao com
aqueles com diagnéstico de saude periodontal, existindo diferencas
estatisticamente significativas (P=0,0397) entre os grupos saude periodontal e
PD. Estes resultados sugerem uma possivel associagao entre a presencga desta
bactéria e a progressao e severidade da doenga bem como o seu potencial na
monitorizacdo do tratamento da DP. Contudo, é relevante destacar que os
resultados deste estudo ndo validam esta aplicagdo na monitorizagdo do
tratamento, uma vez que nao foram realizadas medi¢cdes antes e depois do
tratamento. Estudos futuros s&o necessarios para investigar as mudangas na
carga bacteriana apds intervengdes terapéuticas. No entanto, estas observagoes
podem ser consistentes com estudos anteriores que destacam certas bactérias
como indicadores potenciais de progressdao e monitorizacdo de doencgas
periodontais. Por exemplo, um estudo publicado por Chen e colaboradores em
2018(45), abordou a dindmica da microbiota oral antes e depois de terapia
periodontal ndo cirurgica, e concluiu que a terapia periodontal pode alterar a
composicdo da microbiota, favorecendo espécies associadas a saude
periodontal e reduzindo aquelas associadas a condigdes patologicas.

Em relagcdo a Mogibacterium timidum, estudos anteriores detetaram a presenga
desta bactéria em depdsitos de placa subgengival, avaliagdo essa que recorreu,
tal como o presente trabalho, a quantificagdo por qPCR, mas em biofilme
subgengival(46). Estes resultados sugerem que a M. timidum pode representar
um possivel biomarcador em determinados estadios da DP (17). No presente
trabalho, embora se observe uma tendéncia para um aumento na carga desta
bactéria em DP comparativamente a saude periodontal ou gengivite, as

diferengas entre os diferentes grupos de diagndstico ndo foram estatisticamente
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significativas. Estes resultados poderao indicar que esta bactéria ndo representa
um biomarcador ideal quer para detecdo precoce da doenca quer como
ferramenta de monitorizagdo da doenca e/ou tratamento. De qualquer forma,
estes resultados devem ser cuidadosamente interpretados pois os desvios
padrdo, sobretudo para o grupo estadios I/ll, sdo elevados o que se deve
provavelmente ao reduzido numero de pacientes incluidos em cada um dos
diferentes grupos de diagnostico. Além disso, devemos considerar a M. timidum
como um possivel constituinte fundamental de um complexo amplo de
microorganismos que influenciam a saude periodontal. De facto, a M.timidum ja
foi descrita na literatura como um agente patogénico oral que pode estar
presente em associagdo com outros microorganismos patogeénicos, mas que por
si s6 ndo diferencia claramente as diferengas entre diagndsticos saudaveis ou
patolégicos(46). Desta forma, em futuros trabalhos poderdo ser realizados
estudos adicionais para explorar a interagcédo entre esta bactéria e outros fatores

patogénicos e entre as diferentes condigdes do hospedeiro na DP.

Em relagdo a Treponema denticola, os resultados destacaram a prevaléncia
desta bactéria em pacientes com gengivite e em estadios avangados da DP
(estadio Il e estadio IV), sugerindo uma possivel associagdo da mesma com
processos inflamatorios iniciais e diagnésticos de DP avangados,
respetivamente (41). O aumento da carga bacteriana da T. denticola em
pacientes com gengivite podera ser explicado pela alteracdo do ambiente
subgengival durante a inflamagédo, que pode proporcionar condigbes mais
favoraveis para o crescimento dessa bactéria, como por exemplo, a hipétese de
ocorrer menor oxidagao e maior disponibilidade de nutrientes. Isto porque, como
verificado por Cai et al., as condi¢des inflamatorias criadas pela gengivite

favorecem o crescimento de bactérias anaerdbias, incluindo a T. denticola.

Nos estadios Ill e IV da DP, a maior carga bacteriana da T. denticola pode,
possivelmente, ser explicada pelo possivel agravamento do estado inflamatorio
e destrui¢ao tecidual. Como foi observado por Tan e colaboradores em 2014
(48), a presenca continua de inflamagdo e a progressdao da DP, cria um

ecossistema favoravel para o crescimento da T. denticola.
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No entanto, como referido anteriormente na quantificacdo da M.timidum, os
resultados devem ser cuidadosamente interpretados pois os desvios padréao,
sobretudo para os grupos gengivite e estadios lll/IV, sdo elevados. Assim, em
futuros estudos deve-se aumentar o numero de amostras a analisar em cada um
dos grupos de diagnéstico para tentar reduzir esses desvios e investigar se a T.

denticola podera vir a ser um biomarcador de progressao da doenga(10).

A associagao entre o indice de placa e a quantificagdo da carga bacteriana pode
fornecer “insights” valiosos sobre a saude periodontal e a progressao da doenga,
embora as quantificagdes tenham sido realizadas em saliva e ndo em biofilme.
Na analise dos indices de sondagem médios para os 82 pacientes da amostra,
observou-se uma variagao significativa no indice de placa, com valores minimos
de 6%, uma média de 37,46% e maximos de 89%. A analise dos dados
demonstrou que ha uma possivel correlagao positiva entre o indice de placa e a
quantificacdo de F. fastidiosum e T. denticola, indicando que um aumento no
indice de placa pode corresponder a um aumento na carga dessas bactérias
periodontopatogénicas. No entanto, a correlagdo com as quantificagdes de 16S
rRNA e M. timidum nao foi tdo clara, sugerindo que outros fatores a serem
descobertos podem influenciar essas quantificagbes. A analise sugere que a
presenca de placa bacteriana, como indicado pelos indices de placa, podera
estar correlacionada com uma maior carga de bactérias periodontopatogénicas

na saliva, especialmente em casos de gengivite e DP.

Estudos como o de Socransky e colaboradores em 1998(12) e Haffajee e
colaboradores em 2006(49), corroboram esta informag¢ao, ao mostrar que altos
indices de placa estdo ligados ao aumento da prevaléncia de bactérias
periodontogénicas e, consequentemente, a severidade da doencga. Esta analise
€ particularmente relevante, pois permite correlacionar parametros clinicos,
como o indice de placa, com a quantificagdo de espécies bacterianas
especificas, ajudando assim a aprofundar a compreenséo acerca da composigéo
bacteriana em condigdes periodontais.

Embora as quantificagbes tenham sido realizadas em saliva, os resultados
apontam para a importancia da placa bacteriana como um reservatério de

agentes patogénicos periodontais que contribuem para a progressao da DP.
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Os resultados preliminares indicam que a quantificacdo de biomarcadores
moleculares na saliva pode fornecer informacbes valiosas sobre a saude
periodontal dos pacientes. Apesar da escolha das bactérias para quantificagao
de carga bacteriana ter sido baseada no indice de disbiose subgengival, as

quantificacbes foram realizadas em saliva em vez de biofilme subgengival.

A utilizagao de saliva para a quantificagdo de bactérias periodontopatogénicas
apresenta varias vantagens. Primeiramente, a saliva € um método nao invasivo
de recolha, que néo causa desconforto ao paciente, corroborado na literatura por
Wu e colaboradores em 2018(50), que utilizaram a técnica de gPCR para estudar
perfis de carga bacteriana na saliva, validando a sua eficacia e aplicabilidade.
Além disso, Hyvarinen e colaboradores em 2009(51), relataram que as amostras
de saliva podem ser recolhidas sem a presenca de um médico dentista,
permitindo que, se necessario, o proprio paciente possa realizar a recolha em
qualquer lugar, facilitando assim a monitorizagdo o continua da condigéo
periodontal e em caso de necessidade, uma intervencao clinica precoce e

precisa por parte do dentista.

Varios estudos validaram a utilidade clinica das bactérias especificas do biofilme
subgengival presentes na microbiota salivar para a detecdo da DP e
demonstraram uma forte correlagdo entre os perfis microbianos de amostras de
placa subgengival e saliva, destacando a relevancia do uso de saliva na
monitorizacdo da saude periodontal. Num estudo publicado por Belstram e
colaboradores em 2017(52), foi demonstrado que a propor¢ao de bactérias
subgengivais na microbiota salivar aumenta com a progressao da periodontite,
refletindo a eficacia da quantificagdo bacteriana na saliva como ferramenta de
monitorizagdo da DP.

Embora, a quantificagdo na saliva de certas espécies bacterianas possa ser
representativa da comunidade bacteriana presente no biofilme subgengival, a
recolha de biofilme subgengival representa o sitio mais proximo onde a doenga
esta ativa e onde a maior parte das bactérias periodontopatogénicas, que séo
anaerobias, se encontram(53). O biofilme pode também facilitar a sobrevivéncia

de microrganismos patogénicos, contribuindo para a inflamagéao periodontal.
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Além disso, estudos como o de Wang e colaboradores em 2024(54), concluiram
que a presencga de biofilme dentario e a sua correlagcdo com a DP estdao bem
estabelecidas e conforme discutido em estudos recentes por Dubey e
colaboradores em 2019(55), a recolha de biofilme subgengival pode fornecer
dados precisos sobre a presenca de bactérias periodontopatogénicas e a sua
relagdo com a severidade da DP, ajudando a correlacionar a carga bacteriana
com a severidade da doencga periodontal e possibilitando intervengbes mais

eficazes.

Portanto, em futuros estudos torna-se essencial fazer um estudo comparativo
entre quantificagcao de bactérias periodontopatogénicas em amostras de saliva e

de biofilme subgengival do mesmo paciente.

Para além da quantificagdo de carga bacteriana, a quantificagdo de moléculas
inflamatdrias € util na compreensao da resposta imunoldgica do organismo a
presenca de agentes patogénicos periodontais. A quantificagdo dessas
moléculas pode fornecer detalhes importantes sobre a severidade e progresséo
da inflamagé&o periodontal. Embora a quantificagdo das moléculas inflamatorias
nao tenha sido possivel realizar neste estudo, as amostras recolhidas serao
utilizadas em futuras analises, permitindo a identificagdo de potenciais
biomarcadores de inflamagdo para detecdo precoce, progndstico e
monitorizagdo do tratamento da DP. Por exemplo, um estudo recente de
Chelarescu e colaboradores em 2021(56), mostrou que a quantificacdo de
citocinas inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a no fluido gengival crevicular
pode fornecer informacgdes valiosas sobre o estado inflamatoério dos pacientes
com DP. Este estudo comparou os niveis dessas citocinas em pacientes com DP
e pacientes saudaveis, e conseguiu demonstrar que os niveis de IL-13 e IL-6
eram significativamente mais elevados em pacientes com DP, sugerindo que

essas moléculas podem servir como indicadores da severidade da doencga.

Resumidamente, em futuros trabalhos, deve ser incluido um maior numero de
amostras em cada um dos grupos de diagndstico (saude periodontal, gengivite,
estadios l/ll/lll e IV da DP), bem como a recolha de biofilme subgengival para
comparagao da carga bacteriana das espécies periodontopatogénicas entre

saliva e biofilme subgengival.
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A integracao futura de dados moleculares com dados clinicos ira melhorar tanto
a estratificacdo dos pacientes em diferentes estadios e graus da DP como a
eficacia na monitorizagdo do tratamento, contribuindo para o desenvolvimento

de uma medicina dentaria de precisédo
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6. Conclusoes

A doenca periodontal € uma condicdo inflamatdria crénica que afeta
significativamente a saude oral e sistémica dos pacientes. Este estudo teve como
objetivo principal a identificagdo e quantificacdo preliminar de potenciais

biomarcadores associados ao desenvolvimento e progresséo da DP.

Recorrendo a técnica de quantificacdo por qPCR, foram identificadas e
quantificadas bactérias periodontopatogénicas especificas, como a Treponema
denticola, a Mogibacterium timidum e a Fretibacterium fastidiosum. Os
resultados mostraram diferengas significativas na presenga destas bactérias
entre os diferentes diagndsticos periodontais, permitindo avaliar o seu potencial
como biomarcadores para a doenca periodontal. F. fastidiosum foi identificada
como um possivel biomarcador para estadios avangados da DP, enquanto a T.
Denticola demonstrou a sua relevancia tanto em gengivite, como em estadios

avancgados da DP.

As 34 amostras de saliva submetidas a quantificagcdo de DNA por gPCR foram
eficazmente diagnosticadas, permitindo observar uma correlagao positiva entre
o indice de placa e a carga bacteriana de F. fastidiosum e T. denticola,

reforgando a relevancia destes biomarcadores na monitorizagdo da DP.

A recolha de amostras de saliva demonstrou ser um possivel método nao
invasivo viavel para a quantificagdo de biomarcadores, apresentando-se como
uma alternativa a recolha em biofilme subgengival, permitindo a monitorizagcéo

continua e intervengdes precoces nos pacientes.
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7. Perspetivas Futuras

Sendo este um estudo preliminar, ainda n&o foi possivel propor um painel de
biomarcadores. Uma perspetiva futura deste trabalho sera aumentar o nimero
de amostras de pacientes, de forma que consigamos a inclusdo de um maior
numero de biomarcadores moleculares (bacterianos e inflamatérios). Com a
obtencao de mais dados moleculares, sera possivel aprimorar a integragao dos
mesmos com informacgdes clinicas, permitindo uma estratificagdo mais eficaz

dos pacientes com DP.

Para isso, poderdo ser utilizadas técnicas avangadas de analise, como a
inteligéncia artificial, que possui uma elevada capacidade de processamento de
diversos tipos de dados. Tal podera facilitar o processo de integragdo de novos
biomarcadores e abrir portas para a realizacdo de estudos longitudinais que

validem a eficacia desses biomarcadores na pratica clinica.

Futuros estudos deverdo focar-se na quantificagdo de bactérias
periodontopatogénicas e moléculas inflamatorias antes e apos diferentes
intervengdes terapéuticas, de forma a demonstrar a eficacia destes potenciais

biomarcadores na monitorizacdo do tratamento da DP.
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9. Anexos

Anexo 1. Parecer favoravel sobre o projeto (1/1):

e, aN
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UNIVERSIDADE
CATOLICA
PORTUGLESA

Parecer sobre o projeto n2 157 (pedido de alteragio)
Comissdo de Etica para a Saude da Universidade Catélica Portuguesa
Mandato 2019/2023

Projeto de Investigacdo

Na reunido do dia 17 de fevereiro de 2022 a CES-UCP esteve reunida e apreciou do ponto de vista ético os
elementos submetidos pela investigadora, em resposta a parecer prévio da CES. Sobre a apreciacdo redige o
seguinte parecer.

Titulo: Estratégias moleculares e imunologicas em doengas inflamatorias: a ponte para a Medicina de Precisdo
(OralPreciseMed)

Investigadora principal: Ana Karina Silva Mendes. Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sadde (CIIS)
Equipa de investigagdo: Ana Peixoto Gomes (investigadora), Maria José Correia (investigadora), Raquel Silva
(investigadora), Ana Sofia Duarte (investigadora), Nuno Rosa (investigador), Gustavo Fernandes (médico
dentista), Patricia Couto (médico dentista), Patricia Correia (médico dentista), Anna Carolina Moura (médico
dentista), Tiago Marques (médico dentista), Nélio Veiga (médico dentista)

Assunto: Integracao na equipa de investigagdo de Dimitris N. Tatakis (Ohio State University College of Dentistry)
Documentos

- Apresentagdo de breve sinopse curricular; Justificagdo da necessidade de adaptagdo ao protocolo inicialmente
previsto. “Um dos grandes objetivos deste projeto é a identificagdo de moléculas na saliva que sirvam de
biomarcadores no progndstico e gestdo dos casos clinicos de doenga periodontal. De forma a ser possivel a
validagdo dos métodos propostos inicialmente, é premente o enriquecimento do tipo de amostra a analisar.
Desta forma, a inclusdo de amostras de tecido gengival e de sangue periférico dos pacientes com doenca
periodontal, é fundamental. A presenca do Investigador (Professor) Dimitris Tatakis, na Faculdade de Medicina
Dentdria da Universidade Catdlica Portuguesa, no ambito do Programa Fulbright, possibilita a sua integragdo na
equipa do projeto OralPreciseMed. Dado o seu vasto conhecimento na area da periodontologia, a sua
participagdo serd uma mais-valia para a execugdo do projeto”.

- Atualizagdo do modelo de consentimento informado, esclarecido e livre para participagdo em estudos de
investigacdo (de acordo com a declaragdo de Helsinquia e a convengdo de Oviedo)

- Descri¢do do processo de recolha do tipo de amostra.

Estiveram presentes na reunido n® 37 da CES-UCP
Presidente: Doutora Mara de Sousa Freitas
Vice-Presidente: Doutora M? Teresa Marques
Doutor Jerénimo Santos Trigo
Doutor Pedro Garcia Marques
Dr. Eugénio Fonseca
Doutora Ana Mineiro Zaky
Doutora Marta Brites
Conclusdo
Ouvido o Relator, e o plenario da reunido do dia 17 de fevereiro de 2022, realizada por videoconferéncia, esta
CES delibera, por unanimidade, a emissdo de Parecer Favordvel.

Esta CES solicita a Investigadora Principal que, aquando da conclusdo do estudo, lhe seja enviada uma sintese
dos resultados obtidos e respetivas conclusdes, via eletrénica, para o correio eletrénico da CES UCP.

A Presidente,

Hova de Souwse freites

Mara de Sousa Freitas
17/02/2022
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Anexo 2. Consentimento Informado (1/4):
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COMSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDOD E LIVRE PARA
F.HF'.TIClFHEﬁ.D EM ESTUDDS DE INVE ETFGAG:‘U
{de acordo com 2 Dedlaragdo de Helsinguia & a Convengdo de Cwiedo)

Titula do estudo: CralPreciesided

A doenga peripdonial & considerada 3 doenga crindea Inflamaitda mals comum em humanos &
representa um enomms desafio nos culdados de eaode. Desta forma, & Importants Ssquinr wm malor
conhaciments acerca de mecanksmes modeculares anvolidos no desenvolimenio e progressdn
desta doanga.

105 d3dos ablldos neste bl wio auxliar o madico denteta num Fat3menta malks aficaz d3 doenga
perodantal tazendo com que haja um melhar prognastico (melhar probabildade de EUCESSD NO
tratamentaj.

A recoina g3 amastraE (s3iva efou Nuldo crevicular) & Indolor 2 ndo requsr nenhum pracafimeno
cinica 3disional O dnico INcHMoNS B84 o tampa adicional da corsults dovido & SnireviEl3 que os
Investigadores wdo fardo para minkmizar.

Eete estudo ndo envaive procedimentas gue nio =2 enguadrem nad pratica clinica nomal nem
pressnoe beetar nowoE produtos ou medicamentos. A amosiras recolidas destinam-e2 apenss &
£8r 2nzlizadas nests sstudo. A participscio naste estuds & iotaiments volunidna = ardnima, nio
acametando Quatsguer cUEtos. E fundamental gue perceda gue pode retirar o 52U conesntiments em
quaiquer 2iapa do 2etudo. M3a preclsa pard fal o2 spresentar explicagies aos responsdvels pels
Investigacdo, nam terd qualguer prejulzo, aseleterclals ou outros, casc nio guela paricipgar, Ao
decidir paricipar pode colocar 1043e 3 guesties gue considerar necessadzs para O B
2eciaracimento. Meemo depole de 3ssinado o documento de consenlimenta esclareckio =
nformade, pode 2w qualguer atura eolichar 3 sua exciuedo do estudo. Para tal basta confactar 2
Irvestigadora princlpal desiz esbude: kmendesffucppt ou airavss do nomero o belefone
232419500, A parlicipagdo n3o Imglica qualguer remunsragdd ou encargs SCconGméco para o
paricipanis. Os participantee colaboram de forma volunidda, Tvre @ esciaracida

Linkhersidade Tahiics Forugesss | Campos Visea | Extads de C'.':-.-'.-.:.u-:_!c J504-S05
Wipeu | Tl =351 232 495 500 | Fax, =351 233 823 384 | emall salvebeolnviseu scpopd
Pagina 1de 4
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Consentimento Informado (2/4):
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mitigzgio. Alnda 3ssim & importants raferr que of Nyvestigadones respans3vels garaniem 30E

Officar) 43 UCP, qus 3 encaminhard pars 3 Comissdo Macional de Profecdo o= Dados (SNPOD),

mveslizacio (contactae no fnal 01 dosumanto).

0E Imvesligadores garaniem o anonimato e a confidencialidade dos dados recalhddos. A |I1TI:1'THEIEEEI

do pragende estedo. O dasoe 630 reglstados & armarenados no compuiador paesoal do
Invastigador, cOm 38850 profegida & apenas durants o 2studo. Conclulds 3 Investigasio, 05 danas

plblica.

OE r2Euliados deste estudo E2rio parinzdoE com 3 comunidsds clentifica ataves de FIIJI]lH'.:B’;ﬂ-EE

clenlificn que permite desenvolver novas farmas de dlagnaostico pracace @ maonfionzacis da saode
cam 3 uliitzag3a de 3maetras ndo invaslvas.

OE 0300E 2 recoihsr neets esludo 530 de du3s nalwreras: 43908 63 EU3 hstteia clinica que £2ria
recoikRIE 9o E2u procesEd ciinlco confiMmados por enfrevisla @ amosiras blalbglcas de 6alva e
fuldo cravicular. As recihas d3as amosiras blolegicas £30 rdo Invashvas = iolakmante Indodares.

principal) 12rdo apsnas zoess0 & Informagdo codcada nio sendo poesival identificar 2 gus

NI partance

05 dadoe & 35 amostras eerdo preearvados duranis 5 anos, periodo 2pos o qual sardo destruldas.

EEta dozumanto pretende Infoema-ia(E) @ propar-ne & Bua particlpacio negte astudo.

Uma waz gue neste estudo ndo exietsm fAEcoE Par3 o paclents ndo =:130 previsizs medidas d=
paricipaniss o exercizlo oos Beus dinsfns am relacdo 208 dados recodidos (ZOMa O 308850, B
refiicagds ocu 3 elminagda)l, basands o mesmo =21 sollciado 33 Encamagado d=2 Protecio de
Dadoe desie esludo {canlactas no fnal do documenta). Para dlém do referido, o pamticipani= pods

aletuar Uma reclamagdo junis do Encamegaco de Aroteco de Dados (DPO - Data Pratection

C3E0 COMElderem gque exisle um ncumpdmento legal & protegdo de dados por pare eguipa de

& recolnida apenas peio Investigador PTNCipEl, num momento Onico de absenyacdo, em amblents
de peivaciiacs, nio parmite 3 identficacio o0 partizipante 2 4 UE303 ZpanaE para OF fne clantifiens

armazsnados esrdo siminados = & garamtios que 3 Mentficagdo do pariclpants nunca e= ome

am revisias cam revisdo por pares & constiulrdo pare do corpo de informagda e connecimants

OE g3doe recolhidos 530 ioladmearie ananimizades & o= Imvesligacares {para aiem @0 invesigador
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Consentimento Informado (3/4):
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Ofa) paricipante € fivre de aceitar, ou nao, parficipar no esledo proposto, podends mudar de

opinido 2 revogar o 52U consentimenta, atandonando o eEkigo 58 358IM conelderar oportuna, Eem
gualguer tipe o= penalizacio ou reprasaia.

Confirma gue 2xpliguel § pees0a sbalka Indicads, de forma adeguada & Intelgivel, 0B procedimentas
necessanios 30 20 referidec neste documentd. Respondl 3 tod3e 3@ gueetdes que mE foram
coipcadss & asssgurebme de que houve um parfodo de refexda suficlents para 3 tomada d3
decisdo. Tamb&m garantl que, =m c3E0 o2 recusd, serdo 3sssguradoe o melhares cukiadoE
posslvals nesee cont=xin, no reepelio pelos seuE dirsitoe

ASEINATURA

Nome ga profissional responsdvel pela recoina:
Caonrlacto InstRucionalk

Eu,
Ful Informado{a) pelo profiesional respansavel peld recolha

acerca do estudo clinica no qual me & proposto particlpar.
Ful ainda Infarmado3) dos rscos posslvels desle eEboa.

Pide colpcar tdas 35 perountas ou SOWidas Que 3chal necessanas e entend todas 38 explizagies
gue m2 foram proporclonadas.

Cou o med Consentimenin por escrito para paricipaT neste esbudo,

ASEINATURA

{nome comgletn do parilcipanie)
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Consentimento Informado (4/4):
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Anexo 3. Questionario de dadores (1/18):
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Questionario de dadores (2/18):
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o QOubos

= MBo respondes
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Questionario de dadores (3/18):

LS IVERSIEE CSTRILRCY
VIS

C- Informagdes de sadds geral do dador

Queskia 11
TeEm ol e slqume paiologie?

3im HEo
Cardlacs
Hamguinss
Flgado
Ranal
Intectimel
Esidmago
Canagan
Alsrglac
Cuiros

Questha 12

Expecigue 7 tpo d= palokogls (5

Questla 13
Sa teye CaNCh: %0l sujeln B sigem treismanto de rsdigherspis oo gubmicterapia?

= Bim
= Mg

Questlo 14

Ee sim; bt quinnio fE=mpo {Bnesi?

Queshia 15

Term nipsdensfgT

= =m

a Mo

Unhersidade Catiilica Porteguess — Facukdede d= Medicing Decidnis
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Questionario de dadores (4/18):

LIS IVERSIEALE CAITLES
T ESA

Quemstlia 1£
Term di=belex?
o Bim, T i
o Bim Teo 2

o  Eim, mes nlo sebe o Hpa

= Blo=m

Questlia 17
Histarco famigar — Exisbsm doengas: ms famils come?

o Doengas cantflacas

o Dianzies

o Cancro

a Qubms

O Informagdss sobra @ madicago

Quaestis 13
Fez sigum Upo o& irramanto madica ou mediceglio com reguisndege?

= =Him

= Miag

s Mbosabe
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Questionario de dadores (5/18):

LOIVERSIE AL SIS
HIRTTLULESA

Questla 15

FPam sm da med Ic=g!-: regeiar, =z mak aigam tpo d= miamente médico au rr'=-|:-:u-;lc =01

EHmos 30 glesT
= 2im

= Mg

5  MBospb=

Questlio 20

Fez enbblibco nos ORimos 3 meses?

= - MBa

= Pl saps

Questa 21

Rec=bew = viecing da grig: nos uRiemos S meses?

=1 Bim

= MEg

= MBosabe

E- Habios - Consuma de takaco
Questlia 23

Fuma ou [ fumaou?

= Bim
5 Ml
= Exfumsdar

Questlia 23
Se fuma oo 3 fumce, oom que idess deikoy de Tumer?

o Babe

= Mg zaps
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Questionario de dadores (6/18):

LS IVERSIEAEE, RIS
TR ESA

Questds 24
Qussios cigeroes fume oo fumaye par die T

a Ak 0 clgamos
a ek de 10 clgaros

a Hiosebe

Queshliy 3
S & px-femador ha gaanios ancs debmw de fumse?

a Eabe

= MbBosabe

Questla 2E-

Uy dropes ereatvesT

o Eim

= Mg

F- Habitos - Consumo de &lcool
Queshls 27

Eebe gu 4 bab=n, Feguinmments Sebides alcodBcas?

= 8im
= Bilg
Questla 23

E= pebe ou M bebew, com que dade comegou?

= Eap=
= MBosabe
Quamstls 25

2= nebe ou 4 bebea, presnche o segeinb= quadrm:

N®de copos de vinha (por semana)

kg peoe

N*de cEnejas (o S8 mens )

|_.-.a1= Melsoe 14 [ relio s20m
|
|

LEmens)
| el
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Questionario de dadores (7/18):

WIVERSILPYIE, CXILACY
I T ESA
Questlin 306
Eegelrow de bener $01 oo gue KMade?
a Eamb=
= Blip smom
G- Habioo - Allmenisres
Quemghly 31
LAftzs Acicar mos ianches enine eisicdes?
a Sim
s mlp
s 8o sebe
Questls 32
MOmern de esches comy aplosr entm as refeicies
= 1
a X
s Ex
z  4x
a MK gue 4y
H- Hival hormonal
Queshla 33
Toms anfconcecionsls™
a Eim
= Mg
Queshlia 34

Hi& quantcs diss beyve & dEms r|1=n:lr.':|;iu?
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Questionario de dadores (8/18):

LS IVERSISIE OO0
LT L ESA

Quastls 35
Estt gravida?

= Sim

= Mg

Quastis 3E

Se zim, de quanias semanss?

Qumstln 37

ERIoTine-Te na meEnopessa’T

= Eim
= Mg
Qumstlia 38

Se 5im, hé quantcs anoa?

i~ Habltos & comportamenios de higlense oral

Questlia 35

Costums =scoveras dembes iSariamentsT

2 =M
= MEa
Questla 40

S= gim. quanbes. veres pordls?

= 1x
o IX
= Ea

o Mexde=3x

Unhversidade Tabllics Forugusss — Faculdede d= Medicles Destade

SalvaTec (Labareidro de nvestigaglo wiemicipinar em Saltval - CEE
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Questionario de dadores (9/18):

IS

IMNIVERSI S EE CXITIERCY

Questloa 41

E=cove os d=ri=s com ume pasis loorsisda™

a Bim
= Mg
Questla 432

Utiizs uma pasis Nuarsisde SODOpeen glanamemi=?

a Sim
o Mg
Queskia &3

UMRTE um couk2els com Noor (0.05% MaF} diariamenke?

s Sim
2 Mg
Questia &4

Ciunesrre px diimos & meses slillrou cicehexkding uma yer por semans?

s Sim
2 Mg
Questia &5

wosiuma wifzar Ao dentdno?

o Bim, flerisments
a3 Sim, s vezEs
a2 MNio

s Mo selo gue & 0o dentdrio

Quemstdo 45
Uillrs apareho osioddedice?

a Eim

= MBo
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Questionario de dadores (10/18):

Questls 47

Quando fof & Glima ver gque vishou wmdentisis?

s Hitieno

o Hadanos

s Eetre Za5enos

o HA maide S anos

a  Munca hs Bo denbsia

Questia 43

Fez zigum desies frafsmentes I:I'ESE'J'HEEES. TER., Eﬂ!;i!!l IS (Rmos S oanos?

a Eim
= Mg
Quesila 45

Agumma vez S fol sphcadoe par um.profssional 0= sabde vermiz 0w pei de fuor =m consuthiric oos

olimos £ mes=sT

a Eim
= Mo
Quesilia 50

Sepie gues 2 FUS GoCE SNt xeca”T

a Eim
= Mg
Questlis 51

= sim, f=nia compenzar eshe i8010 Com mRlor CONSUMS o= AU

= =im

= Mg
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Questionario de dadores (11/18):

i1
12
11
4
16
1
7

|
13
1
4
18
L
7
3
2l
a1
:E
a4

a4

ERSIDADE CO0LICA
PLLLESA

Questlia 52

Eenie algurms dor na regibo da fece oo no inberor a boca?

a 2im
= Mg
Questta 53

Samie akgurres =h:reql-:- o0 paindes?

a Bim
= Mg

J- Eaude oral — Lesdas de carle & dlagndstice periodontal

Questla 54 CJHJI;*J sl g Caoln elemento densano

Precants  Aocerrbs Highdo Cariade Raciewrado implacis  Rair mcldual Diacwttedlrado
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Questionario de dadores (12/18):

WIVER=S N
LU A

ar
23
a1
43
41
a3

48
47
43

Qumstds 55

48 - {3E

q- 20

LIRS

1

COAS

Odontograma
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Questionario de dadores (13/18):

WIVERSILATE
UL 2=

T ET

= IE-ZiE

= EE-23F

a Z€-323°

= ZF-24°

s 3F-2=F

a Z®-3E®

= I9-27E

a 2®-23e

- 0. g

- 3% - JEE

= I8 - J4E

= z®-330

AT
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Questionario de dadores (14/18):

LIRS e ONTON Y
TV LU ESA

s 3-3aE

s 4m- g

o 4%-40F

s 4943

CH

s 48-asr

s 4o gg
3 4=- 47
s 4%-§gF

Questla SE. Lesdes e Chrie
a miclal QCOAS F - 23
3 Nodersde (ICDAE 3 —4)

a2 Exterse [WCOAS S - B}
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Questionario de dadores (15/18):

Ly ER=IIARIEE NI
B MIRTLOUESY

Questia 57
Frofundigsds de sulcos & fagoes?

= Razos

a Frofundos

Questia 53
Exposicla radicumr

a Zim
= Mg

Questla 55 Dlagnistics perodomial (mancer ume rexposta cu mals)

ol Como questies & seguir eferenrse ag dagnistica perodontsl inove dassficacliol. Presncher Perio Ched e
opiar mformaciles pare 0 muestiondria. D Swaw senodonEichar-onine comsk!

a Eadde periodonkad

o Ferodonto refozido

a ‘Senghiie

a FerodonSte loceleds (me=nos que 30% )
a Perodonfbe genersEzeda {malar que 0%

a  Padrde Molsr indsivo

o Estagisi
a Esiagiof
o Eshdiedl

a  Eshadis W

a Graus
a GrauE
a Grauc

a Moomsde Fer-Smplantsr

a FerHmplantes

a Esbomsife proidtios Chasse |
o Extomatis proftica Classe ||
s Estomsife proddiics Classs |1}

Quastia g0

EOP — Sang mameEnbe & Somd ag e
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Questionario de dadores (16/18):

LS IVERSIEsALEE XIS
| TR ESA

Questlo 51

Indic= de place

Qimstla 52

Aiidla da profundidade de sondagem

Questla 53

Mecessidage de Falemenio mdakco-dent&na?

=] =im

o MAg

K- Saude oral - Profeses dentariaa

Questlo &4

LHilzs prdi=se dentirin?

s Eim
s Mg
Questla 55

Em queldes arcadas?

a  BEDEnor
o i=tedor
=1 Amnas

Qumstls £ Qusl o Hp de pratese?

Taoksl Faroks] sorlica Farolal scquslskios

Buparior
Imferior
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Questionario de dadores (17/18):

s UNIVERRIDADE LAT0LE . L
(R 8 [ -
=t 1) PR AT
_1_ o = .'._;". i _-

Questlo 57. & que Hpe oe daxsMcagio de Kennedy comesposde 8 pritese que ubEza?

= Chasge [ desdentade bilateral pesterior « Classe || desdentado unitalenal posterior

w Classa |l desdantado undataral postarion = Classe V) desgantado anerior
Incompsts

Claces | Cisces B Clases I Cilaces IV Clsgza V dam Heccifioagla

Questia 53
Quando ublize =) oroEseis)?

= Semone
a Asveres
a B dursmie es refeighes

= Munca
Quesblio 5
Coma sz s hu'l:ninu;l-: s sun prifes=?

a Bd com Agus

= Com Sgus e Escove

a Fasiihaz de impeza

= Fladentdrio

= Escovihidao

a Frodufc d=nbisio (gual®}

= Motz higiznizaclo ds protese
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Questionario de dadores (18/18):

L™ IVERSITvE Ol ey

I PRTLLLESA

Questls 70

Suanins vezres por die & fefis exza hh;ll:nlzuq.!e'-'

a iy
= X
a X
S
o Sx
a Ex
Queshla 71

Costuma firar & préé=s= nara dormir?

a S=mpne
a  Asuszex
o Rammenke

a Munce

Questla 72

H& quanty i=mpo wiflza ume peritese denifdrs (ancs)?

Questla 73

H& quanbs t=mps kem 2 atusl pnifese dEnbins? (&nos

Queshla T4
Sl & fregsBncis oe consuliss d= F:nulzm:_.!-:, probddice™

a  Zem 3 meses
a EemE menes
= lxporema
= Munca
Cuestly 75
Meceasidade de reabiltecio prosétce™

= 2m
= Mg

Unhersidade Cablilcs Porogosss — Facuidsde d= Medicina Denidia
SaflvaTec (Leboratano de nvestgecho t=rdiscipinar =m Seilva) - CRE

76



Anexo 4. Protocolo laboratorial para quantificacdo de DNA por gPCR (1/4)

QPCR protocol for absolute quantification

Quantification of total bacterial load:

Standord Curve;

Plasmid DNA containing cloned target sequences is widely used as standards in quanttative PCR
For the 168 rRNA gene a standard curve was obtained from Staphylococcus Capitis;
Plasmid DNA concentration:

165 RNA gene construct: 516,1 nghul

NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x) (MB22402)

NZYSpeedy QPCR Green Master Mix (2x) is ready-to-use and only requires pamers and template adddion. It is optmized for intercalating green dye

detecton on different instruments

16S rRNA gene: annealing temperature 61.5°C
10 pL final reaction mix:

NZYSpeedy QPCR Green Master Mix (2x): 5 L

10 pM forward primer: 0.4 pL, final concentration: 0,4 pM
10 pM reverse pamer. 0.4 pL, final concentration: 0,4 uM
DNA: 1 ng per PCR reacton
Nuclease-free water up to 10 pl

168 rRNA gene
Forward | Y20F
Primer | AAACTCAAAKGAATTGACGG | Cycle PCR:
95°C | Reverse | 1062R for 2min
Q Primer | CTCACRRCACGAGCTGAC acles
95°C for 5 sec
61.5°C for 20 sec

PCR was performed wang the CFX Connect Realtme PCR system, BoRad. For dats aalyss e formuls Delow was vied

NA Copy Number rmination:

Number of coples = (DNA concentration (ngipl) x [6.022 x 1023]) / (length of template (bp) x [1x109] x 650)
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Protocolo laboratorial para quantificacado de DNA por gPCR (2 / 4)

Quantification of total bacterial load by real-time PCR June 2021

Preparation of standard curve
v gDNA extraction

For the 165 rRNA gene a standard curve was obtained from Staphylococcus Capitis;

1- Isolate genomic DNA from the cultures of S. capitis using the NZY Microbial
gDNA Isolation kit (MB21702) according to the manufacturer’s instructions.

2- DNA amplification by PCR according with the following protocol:

Primers (5 to 3")

16S rRNA gene
Forward | 926F
AAACTCAAAKGAATTGACGG

Reverse | 1062R
CTCACRRCACGAGCTGAC

Optimized annealing temperature
16S rRNA gene: Ta 50 2C
NZYTaq Il 2x Green Master Mix 0.2 U/uL (MB358)

Resulting PCR products have an A-overhang and are suitable for cloning with NZYTech’s
NZY-A PCR cloning kit (MBO053);

Prepare a master mix (MM) to a final volume = 10 ul
S uLt MM
0,25 ul Primer F (10 uM), final concentration: 0,25 uM
0,25 ul Primer R (10 uM), final concentration: 0,25 uM
x UL DNA
x puL H0
Negative control: x uL MM + x uL H;O
Cycle PCR:
95 2C for 15 min
35 cycles:
94 2C for 30 sec
50 2C/45 2C for 30 sec
72 2C for 20 sec
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Protocolo laboratorial para quantificacado de DNA por gPCR (3 / 4)

Quantification of total bacterial load by real-time PCR June 2021

72 oC for 10 min

4 2C infinite

Confirm PCR product size on Agarose Gel (1 %):

0,6 g agarose + 60 mL TAE 1x + 2 uL GreenSafe (NZYtech)

Load in the gel: 10 uL from each sample and 3 ul ladder | (NZYtech)
Expected product size:

16S rRNA gene: 178 bp

NZY Gelpure (MB011) to purify DNA from agarose gel:

NZYGelpure kit is designed for the purification of DNA from TAE/TBE agarose gels and
for direct purification of PCR products.

After purification DNA was eluted in 30 ul of EB;

Purified DNA concentration (NanoDrop):

Conc. (ng/uL) A260/230 = A260/280
DNA 165 22.688 0.34 171

PCR product cloning into the NZY-A PCR cloning kit (MB05301, including competent cells)

NZY-A PCR cloning kit was designed to allow the direct cloning of PCR products with 3'-
A overhangs, which result from amplifications using non-proofreading DNA
polymerases. The cloning vector was prepared by cutting NZYTech’s pNZY28 with EcoR
V and adding a 3" terminal thymidine at both ends.

Cloning and transformation are performed according to the manufacturer’s instructions.
Insert preparation:

We recommend using a 1:3 molar ratio of vector:insert and starting with 50 ng of
pNZY28-A vector. To calculate the optimal amount of PCR product required, use the
following equation:

ng of vector x kb size of insert x molar ratio of insert = ng of insert
kb size of vector vector

16S rRNA gene: 7,3 ng DNA (insert size 0,14 kb)
Vector size: 2,88 kb

Vector concentration: 50 ng/uL
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Protocolo laboratorial para quantificacado de DNA por gPCR (4 / 4)

Quantification of total bacterial load by real-time PCR

Components 165 rRNA gene | Control reaction
(NZY-A positive
control insert)

NZY-A buffer Sul Sul

pNZY28-A vector 1ul lul

PCR fragment 0,32 ulL 3ul

T4 DNA Ligase 1ul 1ul

Nuclease-free water 2,68 uL -

Note: Final volume: 10 ulL
Transformation:

Prepare LB agar plates containing 100 pg/mL ampicillin, 15 pg/mL tetracycline, 100 pug/mlL X-gal
and 0.5 mM IPTG;

SOC medium ($1797 - 10xSML, Sigma) is necessary for the transformation protocol;
Plasmid DNA isolation (NZYMiniprep, MB01001)

Pick a single colony from a freshly streaked selective plate and inoculate a culture of 1-
5 mL LB medium containing the appropriate selective antibiotic. Incubate for 12-16 h at
37 °C with vigorous shaking.

Isolate plasmid DNA according to the manufacturer’s instructions.

Screening for recombinants:

Cut pNZY28 vector with EcoR | or BamH | to excise the cloned insert or send samples to
sanger sequencing.

Plasmid DNA isolation (NZYMidiprep, MB05004)

After screening for recombinants and check the correct insert insertion, prepare highly
pure plasmid DNA (typically 100 ug) to use in quantitative real-time PCR experiments.
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