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RESUMO

Introdugao: A periodontite € uma das doencas orais mais predominantes que
afetam a maioria da populagdo mundial. A periodontite grave, em particular, pode
levar a incapacidade devido ao comprometimento da fungdo mastigatoria e estética
ou edentulismo. Assim, as estratégias de intervengao que visem a sinalizagao Toll-
like receptors (TLR) e as células T/B reguladoras do sistema imunitario podem ser
uma abordagem promissora para reequilibrar a resposta imunitaria e aliviar a perda

o0ssea na doenga periodontal.

Objetivo: Avaliar alteragdes na expressado dos genes TLR na saliva de pacientes e
validar o uso destas moléculas como biomarcadores no prognéstico e gestdo dos

casos clinicos de doenga periodontal.

Material e métodos: Foi feita a caracterizacdo sociodemografica e clinica de um
grupo de pacientes com doenga periodontal, bem como recolha de amostras de
saliva e biofilme para posterior analise molecular. Foram selecionados pacientes de
acordo com o grau/estadio da doencga periodontal, sendo a expressdo dos TLR
avaliada por RT-PCR.

Resultados: A populacdo em estudo € constituida por 21 pacientes, entre os quais
52% eram mulheres e 48% homens, com prevaléncia da faixa etaria dos 62-77 anos.
Quanto ao diagnéstico, prevaleceram os pacientes com Periodontite, Il, B. Foram
identificadas alteragbes na expressdo do gene TLRZ2 na saliva de um grupo
representativo de amostras. A analise semiquantitativa demonstrou que a expressao
relativa de TLR2 aumenta com a progressdo da periodontite, embora o reduzido

numero de amostras nao permita retirar conclusdes definitivas.

Conclusao: Sugere-se a continuidade deste estudo com um numero mais elevado
de amostras, bem como a identificagdo de novos marcadores moleculares que
possam auxiliar no diagnostico precoce e no plano de tratamento ou monitorizagao

da doencga periodontal.

Palavras-chave: Toll-like receptors; Periodontite; Biomarcadores Moleculares;

Saliva.
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ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is one of the most prevalent oral diseases affecting the
majority of the world's population. Severe periodontitis, in particular, can lead to
disability due to impaired masticatory and esthetic function or edentulism. Thus,
intervention strategies targeting Toll-like receptors (TLR) signaling and regulatory T/B
cells of the immune system may be a promising approach to rebalance the immune

response and alleviate bone loss in periodontal disease.

Objective: To evaluate changes in the expression of TLR genes in the saliva of
patients and validate the use of these molecules as biomarkers in the prognosis and

management of clinical cases of periodontal disease.

Material and methods: The sociodemographic and clinical characterization of a
group of patients with periodontal disease was carried out, as well as the collection of
saliva and biofilm samples for subsequent molecular analysis. Patients were selected
according to the degree/stage of periodontal disease, and TLR expression was
assessed by RT-PCR.

Results: The study population consisted of 21 patients, among whom 52% were
women and 48% men, with prevalence in the 62-77 age group. In terms of diagnosis,
patients with Periodontitis, Il, B prevailed. Alterations in the expression of the TLR2
gene were identified in the saliva of a representative group of samples. Semi-
quantitative analysis showed that the relative expression of TLR2 increases with the
progression of periodontitis, although the small number of samples does not allow
definitive conclusions to be drawn.

Conclusion: It is suggested that this study be continued with a higher number of

samples, as well as the identification of new molecular markers that can help in the
early diagnosis and treatment plan or monitoring of periodontal disease.

Keywords: Toll-like receptors; Periodontitis; Molecular biomarkers; Saliva.

XV



XVI



INDICE

1. INTRODUGAO .....ooiiercereetresenes e ses et et s ss s s se s sas s snss 26
1.1. DOENGCA PERIODONTAL.......ccootmrmrnmrrnissnre s sssss s sssssss s snsnns 26
1.2. RECETORES TOLL-LIKE (TLRS).....ccosteiiissnreeiissssseesssssssssessssssssssssssnns 29
1.3. FATORES DE RISCO PARA A DOENCA PERIODONTAL.........ccccuvuunee 34
1.4. DIAGNOSTICO DE DOENGA PERIODONTAL .....cccevurureerereraneenenenans 35

2. OBUJETIVOS ...t sss s as e s as s s s e s s sanne s 38

3. MATERIAL E METODOS.......ccoieeirereraeeeressseesesessssesesesssssssssssssasssnssssssasaens 40
3.1. DESENHO DO ESTUDO E CONSIDERAGOES ETICAS .......ccccecveeune 40
3.2. PROCEDIMENTOS DE RECOLHA DE AMOSTRAS. .......cccccocimmrrmnnnnnneenns 40
3.3 RECOLHA DE DADOS CLIiNICOS E SOCIODEMOGRAFICOS ................. 41

3.4 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES TLR2 E TLR4
0 I o 0 43

3.5 QUANTIFICAGAO DA PROTEINA TLR4 POR ELISA (ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY).....ccootriinnerrrissssssss s sssss s ssssssss e 44

4. RESULTADOS ...ttt issss s ssss s s asss s s s s s 46

4.1. CARACTERIZAGAO SOCIODEMOGRAFICA E CLINICA DA AMOSTRA 46

4.2. CARACTERIZAGAO MOLECULAR.........ceueeereretereere e ssssssssasasanas 52
5. DISCUSSAQ ..ot steeeaeses e ssesasseesessssesse e s e ssesessessessssesasssssessensssessensnns 56
6. CONCLUSOES ...t es e s s sasssssss s s s s 64
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cccoetrurecirernneeeeessasesesssssssseseessssasaens 66

XVII



9. ANEXOS..... it 72

Anexo 1 — Parecer da Comissio de Etica da Universidade Catdlica Portuguesa

— ManNdato 2019/2023 ........oouieeieeireerenirnsrensrenssrnssrenssensssnnssanssensssnsssanssensssnnnsansss 72
AN T=) (o T A @ T T=Y= 1 Lo Y 3 1= 1 [ o Y 73
Anexo 3 — Consentimento OralPreciseMed.........cocoimimiiiimiieiiir e e enans 91

Anexo 4 - Resultado do PCR de gradiente para testar a temperatura 6tima dos
0 4. = Y 94

XVII



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Respostas imunitarias contribuindo diretamente para a patogénese da

QX< g To T o o) (] =S 32
Figura 2. Inflamagao periodontal mediada pela resposta imune e perda éssea... 33

Figura 3. Locais de recolha das amostras de biofilme oral assinaladas com setas

(imagem obtida no SMART - Servier Medical ART) ...........ouuueeiiiieiiiiiiiiieeeeeeen 40
Figura 4. PerioChart ... 41
Figura 5. Distribuicdo da amostra de acordo COm 0 SEXO0..........ccuveeeveiiiieeeeennnnnnn. 45
Figura 6. Distribuicdo da amostra de acordo com a idade ..............cccevveiveiinnnnnnnn. 46
Figura 7. Distribuicdo da amostra de acordo com habitos tabagicos ................... 46
Figura 8. Patologias apresentadas pelos pacientes .........ccccccciiiiiiiieiiieiiiinnnnnnn. 47
(e To U] r=TRe I o]0 o T ol ¢ aT=To [Tor= Tor= o T 48
Figura 10. Diagndstico dos pacientes........cooovevviiiiiiiiiiii e 48

Figura 11. Numero de vezes que os pacientes lavam os dentes diariamente..... 49
Figura 12. Uso de fio dentario ... 49

Figura 13. Resultados da eletroforese em gel de agarose para os produtos de RT-
gPCR do gene TLRZ2 (temperatura de annealing de 60 °C) ..........cccccccuumnnnnnnnnns 52

Figura 14. Expressao relativa do gene TLRZ2 nas amostras testadas .................. 52

XIX



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Estadiamento e classificagdo da periodontite.............ccccviiiiiieininennes 26

Tabela 2. Sequéncia de primers, temperatura de fusdo calculada e tamanho
esperado do produto de PCR...... oo e e e e e eeeeees 42

Tabela 3. indice de placa bacteriana, sangramento, profundidade de sondagem,

idade, género € diagNOSHICO .......ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeee e 50

Tabela 4. Diagnéstico, idade e género para cada amostra testada no RT-PCR 51

XX



INDICE DE SIGLAS E ACRONIMOS

AAP — American Academy of Periodontology
cDNA - DNA Complementar

DAMPs — Padrdes Moleculares Associados a Danos Celulares
DNA — Acido Desoxirribonucleico

dsRNA — RNA de Cadeia Dupla

EFP — European Federation of Periodontology
GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
IFNy — Interferdo-gama

IL — Interleucina

LPS - Lipopolissacarido

LTA — Acido Lipoteicoico

MMP — Metaloproteinases da Matriz

NFkB — Fator Nuclear Kappa B

PAMPs — Padrdes Moleculares Associados a Agentes Patogénicos

PBMCs — Células Mononucleares Periféricas do Sangue
PCR - Reacado em Cadeia da Polimerase

PRRs — Recetores de Reconhecimento de Padrbes
RGPD - Regulamento Geral sobre a Protecdo de Dados
RNA — Acido Ribonucleico

RT - Transcritase Reversa

ssRNA — RNA de Cadeia Simples

TLR — Toll-like Receptors

TNF -a — Fator de Necrose Tumoral alfa

XXl






25



1. INTRODUGAO
1.1. DOENCA PERIODONTAL

A periodontite € uma das doencas orais mais predominantes que afetam a
maioria da populagdo mundial. De acordo com o Global Burden of Disease Study, a
doencga periodontal grave foi a 11? condigdo mais prevalente no mundo (1). A
prevaléncia da doencga periodontal pode variar de 20% a 50% em todo o mundo (2).
E uma das principais causas de perda dentaria que pode comprometer a
mastigacéo, a estética, a autoconfianga e a qualidade de vida (2). Prevé-se que a
prevaléncia global da doenga periodontal aumente nos préximos anos, pelo
crescimento da populacéo idosa e pelo aumento da retengcédo de dentes naturais,

devido a uma reducao significativa da perda de dentes na populagao idosa (3).

A periodontite representa um importante problema de saude publica devido a
sua elevada prevaléncia e morbilidade associada. A periodontite grave, em
particular, pode levar a incapacidade devido ao comprometimento da fungao
mastigatoria e estética ou edentulismo, € uma fonte de desigualdade social e
prejudica significativamente a qualidade de vida (3). Além disso, a periodontite grave
tem um impacto negativo na saude geral e esta associada a custos significativos de

cuidados dentarios (3).

Em 2017, a American Academy of Periodontology (AAP) e a European
Federation of Periodontology (EFP) apresentaram conjuntamente a nova
classificagdo para as doengas e as condigbes periodontais e peri-implantares no
workshop mundial (4, 5). Esta classificagdo substituiu a classificacdo de doencas
periodontais de Armitage de 1999, que tinha sido utilizada durante quase duas
décadas (4). Este novo quadro de classificagdo das doengas periodontais
redesenhado incluia um sistema de classificagao e estadiamento multidimensional, a
classificagdo inaugural para as doencas e condicdes peri-implantares e uma
recategorizagao das varias formas de periodontite (4, 5). Assim, de acordo com o
conhecimento atual da fisiopatologia na doenga periodontal, podem ser identificadas
trés formas de periodontite: periodontite necrosante, periodontite como manifestagao
de doenca sistémica e o que anteriormente era considerado separadamente como a
forma “crénica” ou “agressiva” da doenga € agora classificado em conjunto como

uma nova classificagdo de periodontite (5). Foi dada prioridade ao estabelecimento
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de definicbes de casos clinicos periodontais e ao fornecimento de critérios de
diagnostico para doengas periodontais e peri-implantares, como se apresenta na
Tabela 1 (5).

Gravidade da doenga e complexidade da gestao

Estadio I: Estadio II: | Estadio IllI: Estadio IV:
Periodontite inicial Periodontite Periodontite grave Periodontite
moderada com potencial para | avangada
perda adicional de | com perda
dentes extensa de
dentes
perda de
dentes e
potencial para
perda de
denticao
Evidéncia ou risco de | Grau A
progressao rapida,
resposta ao | GrauB o L
tratamento e Fase individual e atribuicdo de grau
efeitos na saude | Grau C
sistémica

Tabela 1. Estadiamento e classificagdo da periodontite
Fonte: Tonetti et al. (5)

A periodontite é considerada a sexta doenca osteolitica mais prevalente nos

seres humanos (6).

Patologicamente, a periodontite é definida como uma doencga inflamatéria
causada por alteragdes disbidticas da microbiota subgengival ligada ao dente, o que
leva a uma resposta imunitaria osteolitica desregulada e, finalmente, a perda do
dente (7). Neste contexto, a resposta imunitaria do hospedeiro pode ser modificada
por fatores genéticos e epigenéticos que remodelam a cromatina, causando a
ativacado ou inativagdo de genes que podem determinar uma suscetibilidade
diferencial para o desenvolvimento de periodontite e outras comorbilidades
inflamatorias (7). A periodontite de estadio IV partilha as caracteristicas de gravidade
e complexidade da periodontite de estadio Ill, mas inclui as sequelas anatomicas e
funcionais da perda de dentes e de ligagao periodontal (alargamento e desvio dos
dentes, colapso da mordida), que requerem intervengdes adicionais apos a
conclusao do tratamento periodontal ativo (5, 8). A distingdo entre a periodontite de
estadio Ill e de estadio IV baseia-se principalmente nas sequelas comuns da perda
avancada de suporte dos tecidos periodontais, que incluem: (i) perda dentaria,
resultando em <20 dentes remanescentes (<10 pares opostos); (ii) disfungao

mastigatoria; (iii) grau de mobilidade dentaria =22; (iv) defeitos severos do rebordo
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alveolar; e (v) colapso oclusal (desvio dentario, alargamento). Estas caracteristicas
unicas da periodontite de estadio IV requerem um tratamento de maior nivel de
complexidade, mas também necessitam de uma abordagem interdisciplinar para a

reabilitacdo da denticdo comprometida (8).

Uma diferengca importante entre o tratamento dos estadios Ill e IV da
periodontite € a necessidade de um paciente no estadio IV manter/restabelecer uma
denticdo funcional e a necessidade de um programa rigoroso de cuidados de apoio
antes, durante e apds a fase de reabilitagdo (9, 10). Foi demonstrado que os
pacientes com periodontite de estadio IV, quando comparados com os de estadio |,
tém um risco mais elevado de perda dentaria relacionada com o periodonto durante
um periodo de acompanhamento de 10-30 anos (racio de risco 3,73), bem como um
risco mais elevado de migracdo dentaria patolégica e outras consequéncias

funcionais (11).

Embora certas bactérias sejam consideradas patogénicas devido a sua forte
associacdo com a doenca periodontal, também se encontram em locais saudaveis
de pacientes doentes ou em locais periodontais de individuos saudaveis. Embora
componentes ou subprodutos especificos das bactérias, tais como as enzimas
(colagenase, protease e hialuronidase), as toxinas (como a leucotoxina) e os seus
metabolitos (como o sulfureto de hidrogénio) possam perturbar moderadamente o
tecido periodontal, os danos provocados pela interagdo adversa entre o biofilme
subgengival e a resposta imunitaria inflamatéria do hospedeiro sdo considerados a
principal causa da patogénese periodontal, com uma destruigdo mais substancial e
persistente dos tecidos moles e duros (9, 12). Atualmente existem fortes evidéncias
de que a periodontite € uma doencga inflamatéria desencadeada pela resposta
imunitaria do hospedeiro aos microrganismos associados aos biofilmes periodontais,
ou aos seus subprodutos, como o lipopolissacarido (LPS) e os acidos lipoprotéicos.
Este desequilibrio entre as respostas celulares pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias
do hospedeiro € considerado um elemento-chave na patogénese da doencga e no
dano tecidular (8, 9).

As alteracbes e a distribuicdo dos linfocitos T/B parecem ser um fator
determinante do desfecho da doenca periodontal, uma vez que as atividades
funcionais destas células ndo s6 moldam o padrdo global da resposta imunitaria,

como podem regular diretamente o equilibrio 6Osteo-imunolégico. Assim, as
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estratégias de intervengdo que visem a sinalizagdo TLR (Toll-like receptor) e as
células T/B reguladoras do sistema imunitario podem ser uma abordagem
promissora para reequilibrar a resposta imunitaria e aliviar a perda 6ssea na doencga

periodontal (6, 7).

Varios estudos identificaram espécies microbianas que estdo fortemente
associadas ao inicio e a progressao da periodontite, tais como Porphyromonas
gingivalis,  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, Tannerella  forsythia,

Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola e Actinomyces viscosus (8).

1.2. RECETORES TOLL-LIKE (TLRs)

Os Toll-like receptors (TLR) sao parte integrante da resposta imune inata. Ao
reconhecerem padrées moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPSs) ou
danos celulares (DAMPs), estas proteinas desencadeiam uma resposta inflamatodria
(1). Estao envolvidos numa variedade de doengas graves, incluindo cancro, pelo que
sao considerados alvos potenciais para o desenvolvimento de novas terapias. Os
TLR sao ativos como homo ou heterodimeros (13, 14, 15). Os recetores TLR estéo
ligados a membrana e desencadeiam respostas imunitarias inatas apos o
reconhecimento de uma grande variedade de compostos derivados de agentes
patogénicos. Apesar da vasta gama de ligandos reconhecidos pelos TLR, os
recetores partilham um quadro estrutural comum nos seus dominios extracelulares
de ligacdo ao ligando. Todos estes dominios adotam estruturas em forma de
ferradura construidas a partir de motivos repetidos ricos em leucina. Tipicamente,
ap6s a ligagdo do ligando, dois dominios extracelulares formam um dimero em
forma de “m” que envolvem a molécula do ligando, aproximando os dominios
transmembranar e citoplasmatico e desencadeando uma cascata de sinalizagdo a
jusante. Embora a dimerizagao induzida pelo ligando destes recetores tenha muitas
caracteristicas comuns, a natureza das interagdes dos dominios extracelulares dos
TLR com os seus ligandos varia acentuadamente entre os diferentes paralogos dos
TLR (1, 16).

Os TLR estao localizados nas membranas das superficies celulares ou dos

endossomas e respondem a uma variedade de padréoes moleculares associados a
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agentes patogénicos, incluindo lipopolissacarideos (TLR4), lipopeptideos (TLR2
associado a TLR1 ou TLR6), flagelina bacteriana (TLR5), dsRNA (RNA de cadeia
dupla) viral (TLR3), ssRNA (RNA de cadeia simples) viral ou bacteriano (TLRs 7 e 8)
e DNA n&o metilado rico em CpG (TLR9), entre outros (17).

Varios estudos demonstram que as respostas imunes e inflamatérias iniciais
do hospedeiro na doenga periodontal sido orquestradas por queratindcitos e
fibroblastos do tecido conjuntivo periodontal (5, 6). As células epiteliais e os
fibroblastos gengivais interagem diretamente com os microrganismos ou 0s seus
subprodutos, geram e segregam sinais moleculares para desencadear a inflamacéao
e atrair as células imunitarias. As células hospedeiras reconhecem o0s
microrganismos através da interagcdo dos recetores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), que sao constitutivamente expressos na membrana celular das células
hospedeiras, com os padrbes moleculares ou PAMPs, apresentados pelos
microrganismos. Estes PAMPs podem ser moléculas de superficie celular que estao
preferencialmente relacionadas com os agentes patogénicos e nédo estao presentes
nas células hospedeiras, incluindo o lipopolissacarido (LPS) (o principal componente
das paredes celulares das bactérias Gram-negativas) e o acido lipoteicéico (LTA) (o
principal componente das paredes celulares das bactérias Gram-positivas) (17, 18).
O modelo de um recetor PRR ligado a membrana é a familia dos recetores do tipo
Toll (TLR), considerados a ponte critica que liga a imunidade inata e adaptativa (6,
7). Os TLR podem reconhecer os agentes patogénicos periodontais e regular a
resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro na doenga periodontal (7). Até a
data, foram identificados dez TLR (TLR1 a TLR10) em humanos. Cada TLR esta
localizado num compartimento especifico da célula e pode detetar diferentes
PAMPs. Foi demonstrado que as células T e B expressam varios TLR (como os TLR
1, 2, 4 e 9) e respondem aos ligantes dos TLR. O LPS é um ligante potente para o
TLR4. As lipoproteinas produzidas por bactérias periodontais e o LPS de P.
gingivalis podem ser reconhecidos como ligandos para TLRZ2 (18). Um estudo
mostrou que a P. gingivalis pode ativar ambas as vias TLR2 e TLR4, resultando na
producao excessiva de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias em mondcitos,
entre outros efeitos (19, 20). Sabe-se que o TLR9 é ativado por acidos nucleicos
microbianos n&o metilados (oligodeoxinucleétidos CpG), que podem levar a

inflamacédo periodontal e perda Ossea. A estimulagdo por diferentes tipos de
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bactérias no biofilme periodontal pode induzir a expressao de diferentes TLR. A
ligacdo de moléculas derivadas de agentes patogénicos aos TLR leva a dimerizagao
dos TLR e a subsequente ativagao das vias de sinalizagdo a jusante associadas a

inflamacéao e a osteoclastogénese (19, 20, 21).

A dimerizacdo do TLR desencadeia o recrutamento de varias proteinas
cinases na extremidade citoplasmatica do recetor e a via inflamatoria classica é
ativada, levando a regulagdo positiva de fatores de transcrigdo pré-inflamatorios
(como NFkB e AP-1). Sdo produzidas varias moléculas pré-inflamatdrias, como a
prostaglandina E-2 e o leucotrieno A-4. Ao mesmo tempo, o reconhecimento pelos
TLR de ligantes microbianos leva a secrecdo de importantes mediadores
moleculares da inflamacgéo, incluindo citocinas inflamatorias (como TNF-a e IL-1B) e
quimiocinas (como CXCL8/IL-8, CCL2, CCL3 e CCL5) (22), que promovem a
migracao e infiltragcao de células inflamatdrias, como células dendriticas, macrofagos
e células T e B, em tecidos periodontais doentes (22, 23). Recentemente, uma
revisao de estudos clinicos humanos in vitro e in vivo relatou uma correlagao entre
IFNy no fluido crevicular e periodontite, mediando potencialmente a modulagdo da
osteoclastogénese (22, 23, 24). Durante esses processos, a infiltragcdo de um grande
numero de células inflamatérias € alcangcada pela degradacdo da matriz
extravascular ao redor dos vasos sanguineos, por enzimas como as
Metaloproteinases da Matriz (MMP). Sob a influéncia de um grande numero de
sinais inflamatérios, os fibroblastos gengivais e os fibroblastos do ligamento
periodontal destroem os componentes fibrosos da matriz extracelular do tecido
periodontal, aumentando a producédo local e a atividade das MMP, levando a

destruicao dos tecidos moles periodontais (23).

Na fase inicial de uma infecéo, o sistema imunitario inato gera uma resposta
inflamatdria rapida que bloqueia o crescimento e a disseminagdo do agente
infecioso. Esta resposta é seguida, nos vertebrados, pelo desenvolvimento de uma
resposta imunitaria adquirida, na qual recetores de células B e T altamente
especificos reconhecem o agente patogénico e induzem respostas que levam a sua
eliminacdo (25). Os recetores de antigénios do sistema imunitario adquirido estao
bem caracterizados. Sao constituidos por muitas moléculas estruturalmente
semelhantes com diferentes especificidades de ligacdo criadas por rearranjos

somaticos e mutagdes nas regides do sitio de ligagdo dos dominios variaveis dos
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recetores de células B e T (26). Em contrapartida, os recetores do sistema imunitario
inato foram selecionados evolutivamente para reconhecer compostos derivados de
agentes patogénicos que sao essenciais para a sobrevivéncia do agente patogénico
ou moléculas enddgenas que sao libertadas pelo hospedeiro em resposta a infegao
(27).

A periodontite € iniciada pela microbiota periodontal derivada da formacgéo do
biofilme. As alteragbes disbidticas microbianas no biofilme desencadeiam as
respostas imunitarias e inflamatérias do hospedeiro, que podem ser benéficas para a
protecdo do hospedeiro contra a infecdo ou prejudiciais para o hospedeiro,
causando a destruigdo dos tecidos (21, 22). Durante este processo, o
reconhecimento de PAMPs pelos PRRs do hospedeiro, como por exemplo os
recetores TLR, desempenha um papel essencial na interacdo hospedeiro-micrébio e
nas subsequentes respostas inatas e adaptativas. Se persistente, a interagao
adversa desencadeada pela resposta imunitaria do hospedeiro aos microrganismos
associados aos biofilmes periodontais € uma causa direta da inflamagéo periodontal
e da perda 6ssea (7, 22). Um grande numero de linfécitos T e B s&o infiltrados nos
tecidos gengivais doentes, os quais podem secretar mediadores inflamatorios e
ativar as vias osteoliticas, promovendo a inflamacado periodontal e a reabsorcao

Ossea (6, 7).

De um modo geral, as evidéncias tém demonstrado que mecanismos
epigenéticos conservados contribuem para a manutencdo da inflamagdo e de
estados fisioldgicos/aberrantes relacionados com alteragdes da expressdo geénica
(23). De acordo com este ponto de vista, a metilagdo do DNA é fundamental para a
expressao genética diferencial, uma vez que as modificacbes epigenéticas que
variam entre diferentes tipos de células promovem alteracbes na expressao
genética, afetando o seu fendtipo e comportamento durante os estados de
doencga/saude (24, 25). Assim, a identificacdo de perfis epigenéticos e a forma como
estes determinam a expressdo de genes relacionados com a resposta imunitaria
periodontal podem ser Uteis para identificar potenciais marcadores de risco do inicio
e progressao da periodontite, e fatores relacionados com as suas comorbilidades
(20, 24, 25).

Devido ao seu papel essencial como sensores de DAMP e PAMP, a

sinalizagdo dos TLR também contribui de forma importante para varias doencas
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sistémicas, incluindo doencgas cardiovasculares e diabetes (28).

As respostas imunitarias contribuem diretamente para a patogénese da
periodontite. E necessario alcancar um equilibrio entre as respostas pré e anti-
inflamatorias para manter a homeostase dos tecidos. Se o subtipo de células pro-
inflamatodrias persistir predominantemente, ha uma tendéncia para a destruicao dos
tecidos e para a reabsorgédo 0ssea. Pelo contrario, se as linhagens anti-inflamatorias
e pro-resolutivas se desenvolverem predominantemente de forma atempada, a

inflamacéao sera controlada e os tecidos seréo reparados ou regenerados (figura 1).
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Figura 1. Respostas imunitdrias contribuindo diretamente para a patogénese da periodontite.
Adaptado de Gu and Han, 2020 (21).

Na doencga periodontal, as células Th1 e Th17 ativadas produzem citocinas
proé-inflamatérias que contribuem para os danos nos tecidos. Tanto as células T
como as células B ativadas produzem ligantes do recetor ativador do fator nuclear
kappa B (RANKL), que leva a ativacdo dos osteoclastos e a reabsor¢gdo do osso
alveolar. A ativagao e expansao das células B10 promovem a secregao de IL-10 e
promovem a ativacao das células Treg CD4+FOXP3+, inibem as células Th1/Th17 e
a ativagao das células T/B RANKL+, o que inibe a inflamagdo e a producdo de

RANKL, acabando por atenuar a reabsorgéo éssea periodontal (Figura 2).
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Figura 2. Inflamagéao periodontal mediada pela resposta immune e perda 6ssea. Adaptado de Gu and
Han, 2020 (21)

1.3. FATORES DE RISCO PARA A DOENCA PERIODONTAL

Os fatores de risco desempenham um papel importante na resposta de um
individuo a infecdo periodontal. A identificagdo destes fatores de risco ajuda a
orientar os pacientes para a prevengao e o tratamento, sendo a modificacdo dos
fatores de risco fundamental para o controlo da doencga periodontal (29, 30).
Mudancas na compreensdo da prevaléncia da doenga periodontal e avangos na
metodologia cientifica e na anadlise estatistica nas ultimas décadas permitiram a
identificacdo de varios fatores de risco sistémicos importantes para a doenga

periodontal (31).

A andlise dos fatores de risco e a capacidade de ajustar estatisticamente e
estratificar as populagdes para eliminar os efeitos dos fatores de confusdo
permitiram a identificacdo de fatores de risco independentes. Estes fatores de risco
independentes, mas modificaveis, para a doenga periodontal incluem fatores de
estilo de vida, como o tabagismo e o consumo de alcool. Também incluem doencgas
e condicdbes como a diabetes mellitus, a obesidade, a sindrome metabdlica, a
osteoporose e uma dieta pobre em calcio e vitamina D. Estes fatores de risco sao
modificaveis e a sua gestao € uma componente importante dos cuidados de muitos
pacientes com periodontite (31, 25). A corroborar, Relvas et al. (25) referem que a
doenca periodontal esta associada a outras condi¢des sistémicas comuns, tais como
a diabetes, as doencgas cardiovasculares, resultados adversos na gravidez, artrite

reumatoide e doenga pulmonar obstrutiva cronica.
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Os fatores genéticos também desempenham um papel na doenga periodontal
e permitem direcionar os individuos para a prevencao e detecdo precoce. No seu
estudo, Relvas et al. (25) avaliaram a prevaléncia, a extensdo e a gravidade das
doencgas periodontais e os seus fatores de risco, de acordo com a mais recente
classificagdo periodontal, numa populagédo adulta do Norte de Portugal. De um total
de 941 pacientes incluidos, 457 (48,6%) tinham periodontite, 253 (26,9%) tinham
gengivite e os restantes 231 (24,5%) eram pacientes saudaveis. A prevaléncia de
periodontite severa no estadio Il foi de 51,2%, mais prevalente. A gengivite foi mais
prevalente no sexo feminino e na faixa etaria de 31-40 anos; em ambas as doencas.
Este estudo revelou uma elevada prevaléncia de periodontite. O aumento da idade,
a falta de escovagem dos dentes e o uso do fio dentario foram identificados como

potenciais fatores de risco para a periodontite na populagao portuguesa investigada.

1.4. DIAGNOSTICO DE DOENGCA PERIODONTAL

A progressédo da periodontite é frequentemente caracterizada por fases
irregulares de aumento de atividade e remissao latente. Os métodos tradicionais de
avaliacao clinica periodontal, como a profundidade de sondagem da bolsa,
sangramento a sondagem, nivel de insergcdo clinica e avaliagdo radiolégica do
volume 6sseo alveolar, sdo amplamente utilizados e documentados (31). Todavia, o
fendtipo biolégico do paciente ndo é adequadamente refletido por tais métodos de
avaliagdo clinica e a resposta do hospedeiro as bactérias periodontais e a
subsequente carga inflamatéria, ou seja, a influéncia do fendtipo biolégico, podem
determinar em grande parte a progressdao da periodontite. Além disso, um
diagndstico precoce pode levar a um tratamento mais bem-sucedido (32). Na
tentativa de redesenhar o quadro da doenca periodontal, a nova classificagao
periodontal inclui estadiamento multidimensional e parametros do sistema de
classificagdo, o que permite avaliar parcialmente o risco periodontal futuro (32).
Embora os novos fatores de risco de classificagédo, ou seja, tabagismo e a diabetes,
sejam incluidos para prever a probabilidade de futura rutura periodontal, ainda néo
sdo capazes de determinar o momento exato da manifestacdao da doenga. Assim,
adicionar marcadores mais robustos, incluindo biomarcadores moleculares podera

melhorar a identificacdo de periodos ativos de periodontite, monitorizar a progressao
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da doenca e evitar a consequente ma gestao do tratamento periodontal (30).

Neste ambito refere-se que o periodontograma é o exame que avalia o estado
periodontal do paciente, através do registo da profundidade de sondagem e o nivel
de insergao, em seis locais por dente ou por implante em toda a denticdo, de forma
precisa. Avalia também a mobilidade dentaria, lesbes de furca, entre outros (33).
Este exame clinico € a melhor maneira de descobrir a diferengca entre pacientes
periodontalmente saudaveis e aqueles com doenga periodontal. Pode considerar-se
uma gengiva saudavel quando esta se apresenta com bolsas que geralmente tém 2
a 3 mm; acima de 5 mm significa que o osso que sustenta o dente esta a ser

degradado pela doenga periodontal (33).

O exame periodontal inicial e a sondagem podem ser bastante traumaticos
para pacientes nos quais ha presenca de doencga periodontal significativa. Tecidos
moles inflamados e inchados e dentes com bolsas periodontais profundas serao
extremamente sensiveis durante este exame. Por este motivo, a utilizacdo de
marcadores moleculares, particularmente de amostras recolhidas de forma néao
invasiva, como a saliva, podem ser bastante uteis para o diagndstico e
acompanhamento dos pacientes. Estes biomarcadores permitem a obtencdo de
informagdo mais precisa relativamente a progressdo da doenga e de forma mais

confortavel para o paciente.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho consistem em identificar alteragdes na expressao dos
genes TLR na saliva de pacientes e validar o uso destas moléculas como
biomarcadores no prognostico e gestao dos casos clinicos de doenga periodontal.
Na medicina dentaria, estes genes podem tornar-se cruciais para um diagnoéstico
mais precoce e sustentado, pelo seu papel potencial no desenvolvimento e
progressdo da doenca periodontal. Por conseguinte, poderd haver uma evolugéo
nesta area de forma a individualizar os tratamentos para cada paciente, desenvolver

novos tratamentos, assumindo um papel mais preventivo e menos interventivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DESENHO DO ESTUDO E CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo retrospetivo observacional descritivo engloba-se no projeto com
parecer favoravel nimero 157 da Comissdo de Etica, “Estratégias moleculares
imunologicas em doengas inflamatérias: a ponte para a Medicina de Precisao
(OralPreciseMed)’ (Anexo 1). Os dados clinicos e sociodemograficos foram
recolhidos através de um questionario (Anexo 2) e exclusivamente para uso da
equipa de investigacdo, garantindo-se a confidencialidade de acordo com as normas
do RGPD em vigor. Todos os participantes assinaram o consentimento informado,
esclarecido e livre para participagao em estudos de investigagao (de acordo com a
Declaragao de Helsinquia e a Convencgao de Oviedo).

Para analise molecular, foram selecionados grupos de pacientes, de acordo

com o grau/estadio da doenga periodontal.

3.1.1 Populagao do estudo

A populacéo do estudo é constituida por 21 pacientes, tendo sido elegiveis os
que cumpriram os seguintes critérios de inclusdo: populagdo adulta (=18 anos).
Como critérios de exclusao: se ja tivesse bochechado com colutério de clorexidina

assim que chegou a consulta, o que comprometia a recolha de amostra biolégica.

3.2. PROCEDIMENTOS DE RECOLHA DE AMOSTRAS

Aos participantes do estudo foram recolhidas amostras de saliva e biofilme. O
kit de recolha inclui: Falcon de 50 ml; Eppendorf com solugdo PBS (tampéao fosfato
salino); palitos esterilizados.

As amostras de saliva foram recolhidas pelo método de “drooling”. O utente
expeliu (uma ou mais vezes) a saliva para um tubo tipo Falcon de 50 ml até perfazer

aproximadamente 2 ml. Apds a recolha de 2 ml de saliva, as amostras foram

40



imediatamente colocadas em gelo até ao seu processamento no laboratorio
Salivatec. As amostras de biofiime foram recolhidas por “raspagem” da placa
dentaria (biofilme oral) em zonas pré-definidas da cavidade oral do paciente como
indicado na figura 3:

* espaco interproximal entre os dentes 31 e 41, por lingual;

* espaco interproximal entre os dentes 11 e 21, por vestibular;

* espaco interproximal entre os dentes 15 e 16 por vestibular;

* espaco interproximal entre os dentes 35 e 36 por lingual;

» superficies oclusais dos dentes 16 e 36.

Figura 3. Locais de recolha das amostras de biofilme oral assinaladas com setas (imagem obtida no
SMART - Servier Medical ART).

As amostras de saliva e de biofilme foram divididas em aliquotas e

armazenadas a -80°C até a analise molecular.

3.3 RECOLHA DE DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICOS

Para além do Periochart, a recolha dos dados sociodemograficos foi realizada
através de um questionario na Plataforma Qualtrics (Anexo2).

O exame clinico inclui ainda o Periochart.
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3.4 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES TLR2 E
TLR4 POR RT-PCR

A quantificagcao relativa da expressao genética por RT-PCR foi realizada
pelo laboratorio SalivaTec e envolveu quatro etapas principais: extragdo de RNA,
sintese de cDNA, RT-PCR e eletroforese em gel de agarose. Foram feitos varios
testes para ambos os TLRs, incluindo diferentes pares de primers e temperaturas

de annealing, resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de primers, temperatura de fusdo calculada e tamanho esperado do produto
de PCR

Melting ' Expectd
Primers Primer's sequence temperature Product size
F:5- TCGGTGTCGGAATGTCACAG -3°
TLR-2 | R:5 - AGTCCCGCTTATGAAGACAC -3 57.3-60°C _ 295bp

F:5'- TTCCTCTCCTGCGTGAGAC -3

TLR-4 | R:5'- TGTCTGGATTTCACACCTGG -3 57.4-58.3°C | 348bp;228bp
F:5'- GGTCGGAGTCAACGGATTTGG -3'

GAPDH | R:5'- ACGGTGCCATGGAATTTGCC -3" | 60.5C-63.2°C 165bp

3.4.1 Extracdo de RNA a partir de amostras de saliva

A extracdo de RNA a partir das amostras de saliva de pacientes em
diferentes estadios da doenca foi realizada utilizando um método desenvolvido
pelo laboratério SalivaTec, o qual envolve um primeiro passo de lise alcalina e
posterior purificagdo do RNA através do kit comercial Zymo Quick-RNA™
miniprep kit (R1054, Zymo Research). De salientar que todas as etapas do
protocolo foram realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante.

A concentragéo e racios de pureza (A260/A280; A260/A230) das amostras
de RNA foram determinados utilizando a pDropPlate (Thermo Scientific) e o leitor

de microplacas Varioskan™ Lux para leitura das respetivas absorvancias.

43



3.4.2 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada através de transcricdo reversa do RNA
extraido na etapa anterior, com recurso ao kit comercial NZY First Strand cDNA
Synthesis kit, separate oligos (MB17001, NZYTech), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

3.4.3 Analise de expressao genética por RT-PCR

As amostras de cDNA obtidas foram utilizadas na reacdo de RT-PCR.
Resumidamente, para quantificacdo relativa do gene TLR2, TLR4 e do gene
controlo GAPDH foi utilizada a NZYSpeedy qPCR Green Master Mix 2x
(MB22401, NZYTech) de acordo com as instrugbes do fabricante.
Posteriormente, a presenca de produtos de RT-PCR especificos para cada um
dos genes em estudo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose. A
intensidade das bandas de DNA no gel de agarose para o gene de interesse foi
utilizada para a quantificagdo relativa da expressdo genética, a qual foi

normalizada com a intensidade da banda de DNA do gene controlo GAPDH.

3.5 QUANTIFICACAO DA PROTEINA TLR4 POR ELISA (ENZYME-
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

Para quantificagédo da forma soluvel da proteina TLR4 nas amostras de
saliva de pacientes com saude periodontal ou doenga periodontal, foi utilizado o
Human TLR-4 ELISA Kit (EH460RB, ThermoFisher Scientific™), de acordo com

as instrugdes do fabricante.
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4. RESULTADOS

41. CARACTERIZACAO SOCIODEMOGRAFICA E CLINICA DA
AMOSTRA

A amostra é constituida por 21 pacientes, entre os quais 52% s&o mulheres e

48% homens (figura 5).

® Feminino

® Masculino

Figura 5. Distribuicdo da amostra de acordo com o sexo

As idades dos pacientes variam entre um minimo de 21 anos € um maximo de
77 anos, com prevaléncia dos que possuem idades compreendidas entre os 62-77
anos (52%), seguindo-se os que se situam no grupo etario dos 21-34 anos e 35-45

anos, ambos com igual representatividade (24%, respetivamente (figura 6).
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m 21-24 anos
m 35-45 anos
62-77 anos

Figura 6. Distribuicdo da amostra de acordo com a idade

Relativamente aos fatores de risco associados a doenga periodontal, na
amostra em estudo, 38% dos pacientes ndo tém habitos tabagicos, 33% sao

fumadores e 29% sao ex-fumadores (figura 7).

B Fumador
m Nao fumador

Ex-fumador

Figura 7. Distribuicdo da amostra de acordo com habitos tabagicos
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Maioritariamente, os pacientes possuem patologias (71%), entre os quais
30% apresentam fatores de risco cardiovasculares (hipertensao arterial e colesterol
elevado), 15% apresentam patologia respiratoria (sinusite, bronquite asmatica) e,
com igual representatividade, pacientes com doencas alérgicas (polen e alimentar),
diabetes e patologia cardiovascular (10%). Apenas seis pacientes ndo possuem

outras patologias (figura 8).

m Patologia respiratoria
m Patologia Cardiovascular
Diabetes mellitus
m Doenca do refluxo gastroesofagico
m Doenga intestinal
Doencas alérgicas
Fatores de risco cardiovasculares
Doenga genética
Calculos do trato urinario

Hepatite

Figura 8. Patologias apresentadas pelos pacientes

Prevalecem os pacientes que ndo tomam medicagao (73%), com apenas trés
(14%) a referirem toma de medicagéo (antidepressivos, anticoncecional, diuréticos,
antiagregante plaquetario, anti-hiperglicémico, anti-histaminico, protetor gastrico,
anticoagulante, medicacdo para doenca pulmonar obstrutiva cronica, colesterol e
redugao da frequéncia cardiaca), com alguns deles polimedicados (figura 9).
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mNao

m Sim

Figura 9. Tomar medicagao

Relativamente ao diagndstico de doenga periodontal, prevalecem os
pacientes com Periodontite, Il, B (n=7; 33%), seguindo-se o0s que apresentam
Periodonto Saudavel (n=4; 19%). Trés pacientes apresentam gengivite (14%), 2
deles com gengivite induzida por placa, e outros trés Periodontite, |, B (n=3; 14%); 2
pacientes apresentam Periodontite, Ill, B (10%) e, com igual representatividade (n=1,

5%, respetivamente) Periodontite, Ill, C e Periodontite, |, C (figura 10).

u Periodontite, I, B

m Gengivite

m Periodontite, IlI, B

® Periodontite, |, B

= Periodonto saudavel
Periodontite, |, C
Periodontite, Ill, C

Figura 10. Diagndstico dos pacientes
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4.2. HABITOS DE HIGIENE

Todos os pacientes usam escova dentaria, com prevaléncia dos que lavam os
dentes 2 vezes por dia (52%), seguindo-se os que o fazem 3 vezes por dia e 1 vez

por dia, ambos com igual percentagem (24%, respetivamente) (figura 11).

<

=1 vez por dia
m 2 vezes por dia

3 vezes por dia

Figura 11. Numero de vezes que os pacientes lavam os dentes diariamente

Prevalecem os pacientes que ndo usam fio dentario (57%), comparando com
43% que o usam, entre os quais 29% utilizam-no as vezes e apenas 14%

diariamente (figura 12).

m As vezes
® Diariamente

Nao

Figura 12. Uso de fio dentério
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No que se refere ao indice de placa bacteriana, verifica-se um minimo de 10%

e um maximo de 64% (tabela 3).

Tabela 3. indice de placa bacteriana, sangramento, profundidade de sondagem, idade, género e

diagnéstico
indice de Sangramento Profundidade de | Idade | Género | Diagnéstico
placa Sondagem
bacteriana
50% 15% 3,2mm 45 F Periodontite,
Il,B
16% 23% 1,8mm 68 M Periodontite,
I, B
55% 75% n.d n.d n.d n.d
37% 75% n.d 40 F Periodontite,
I, B
60% 10% 3,3mm 61 M Periodontite,
I, B
15% 12% 2,7mm 64 M Periodontite,
I, B
12% 5% 2,4mm 53 F Periodontite,
I, B
44% 19% 3 mm 26 F Periodontite,
I,B
43% 3% 0,9mm 24 M Periodonto
Saudavel
24% 19% 2,2mm 58 M Periodontite,
I,B
10% 0% 1,2mm 22 F Periodonto
Saudavel
23% 4% 3 mm 35 F Gengivite
32% 2% 1,7mm 21 F Periodonto
Saudavel
23% 10% 3,3mm 45 F Periodontite,
I, B
42% 2% 1,4mm 56 F Periodontite,
I,B
16% 24% n.d 77 F n.d
71% 53% 2,7mm 36 M Gengivite
induzida por
placa
37% n.d 2,9mm 62 M Periodontite,
I, B
19% 15% n.d n.d n.d n.d
64% n.d 1,7mm 41 F n.d
33% 16% 3,3mm 55 M Periodontite,
I, B
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4.2. CARACTERIZAGAO MOLECULAR

Para avaliar a expressao dos genes TLRZ2 e TLR4 na saliva de pacientes com
doencga periodontal, foi selecionado um grupo de amostras representativo dos
estadios Il/lllI/IV (tabela 4). Desta forma, foram otimizadas as condi¢ées do RT-PCR,
nomeadamente, a temperatura de annealing dos primers, através de varios PCRs de
gradiente, onde foram testadas as temperaturas de 55°C, 57°C, 59°C (dados né&o
apresentados), 60°C, 63°C e 66°C (Anexo 4).

Tabela 4. Diagnéstico, idade e género para cada amostra testada no RT-PCR.

Amostra Diagnéstico Idade Género

33399 Periodontite, estagio Il, | 30 Feminino
grau B

31582 Periodontite, estagio Il, | 82 Feminino
grau B

32737 Periodontite, estagio | 54 Masculino
IV, grau B

21286 Periodontite, estagio | 61 Masculino
I, grau B

20955 Periodontite, estagio | 67 Masculino
I, grau B

32367 Periodontite, estagio Il, | 67 Feminino
grau B

O gene TLR4 nao amplificou, em nenhuma das temperaturas testadas. Para a
analise das amostras, foi selecionada a temperatura de 60°C, uma vez que
apresenta apenas um fragmento e com o tamanho esperado correspondente ao
TLR2, confirmado por sequenciagao (dados nao apresentados). Os resultados estéao

indicados na figura 13.
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Figura 13. Resultados da eletroforese em gel de agarose para os produtos de RT-qPCR do gene
TLR2 (temperatura de annealing de 60 °C). O pogo 1 contém marcador de peso molecular. Os pogos
pares correspondem ao fragmento amplificado do gene TLR2 e os pogos impares correspondem ao
fragmento amplificado do gene GAPDH, respetivamente, das amostras 20955 (2-3), 21286 (4-5),
31582 (6-9, em duplicado), 33399 (10-11), 32737 (12-13) e 32367 (14-15). O tamanho de banda
esperado para o TLR2 é 295 pb, enquanto para o GAPDH é 165 pb.

Para quantificar a expressdo do gene TLRZ2 nas amostras, o valor médio da
intensidade das bandas para o TLRZ2 foi dividido pelo valor médio da intensidade das

bandas correspondentes ao GAPDH (figura 14).
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Figura 14. Expressao relativa do gene TLR2 nas amostras testadas. Os resultados sao apresentados
como média e desvio padrao.
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Esta analise semiquantitativa sugere que a expressédo relativa de TLR2
aumenta com a progressao da periodontite. Observou-se um aumento ao comparar
os estadios iniciais (I/ll) com os estadios mais avangados (l1l/IV) da doenga, embora
0 baixo numero de amostras em cada grupo nao permita tirar conclusdes definitivas
(figura 14). Este resultado indica que a expressédo do gene TLRZ pode ser regulada
positivamente a medida que a periodontite progride, contribuindo potencialmente

para a resposta inflamatoria observada nesta condigao.

Uma vez que nao foi possivel amplificar o gene TLR4, foi testada a
quantificacdo da proteina TLR4 por ELISA. No entanto, a quantidade de proteina
TLR4 estava abaixo do limite de detecdo do kit, pelo que os resultados sao

inconclusivos para este marcador molecular.
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5. DISCUSSAO

A periodontite € considerada a sexta doenga osteolitica mais prevalente em
humanos (10). De facto, a periodontite esta fortemente associada a doencas
sistémicas, sendo considerada um problema de saude publica (11). De um modo
geral, as evidéncias tém demonstrado que mecanismos epigenéticos conservados
contribuem para a manutencao da inflamagao e de estados fisiolégicos/aberrantes
relacionados com alteragdes da expressdo génica (11). Das alteragbes de
expressdo de genes associados a doenga periodontal, destacam-se os recetores
TLR pelo seu papel na ativagédo da resposta inflamatoéria. No presente estudo, com o
objetivo de identificar alteragdes na expressao dos genes TLR2 e TLR4 na saliva de
pacientes com doenga periodontal, foi caracterizado um grupo representativo de 21
pacientes. Destes, 52% eram mulheres e 48% homens, com idades a oscilar entre
um minimo de 21 anos € um maximo de 77 anos, com prevaléncia dos que possuem
idades compreendidas entre os 62-77 anos. Estudos mostram que a prevaléncia e a
gravidade da doenca periodontal aumentam com a idade (34, 35). Papapanou e
Sanz (36) demonstraram que a taxa meédia anual de perda 6ssea entre os individuos
com 70 anos de idade era de 0,28 mm em comparacdo com 0,07 nos individuos
com 25 anos de idade. O aumento da gravidade da doenca periodontal e da perda
O0ssea com a idade esta provavelmente relacionado com o periodo de tempo durante
o qual os tecidos periodontais foram expostos a placa bacteriana, e considera-se
que reflete a historia oral cumulativa do individuo (36). Mais estudos efetuados em
alguns dos paises desenvolvidos, como Noruega, Estados Unidos, China, entre
outros, mostram padrbes variaveis de progressdao da doenga periodontal (37, 38).
Estes estudos mostraram que a destruicdo periodontal avangada e a perda éssea
sdo raramente observadas em individuos com menos de 40 anos. Um resultado
semelhante foi observado mesmo na populacao idosa, em que a doencga periodontal
avancada afeta apenas uma pequena fragdo deste grupo etario. No entanto, entre
aqueles com doenga avangada, ocorre uma maior degradagao com o aumento da
idade (38, 39).

Ha também evidéncia de uma maior destruicdo periodontal entre os homens
em comparagdo com a populagao feminina (38, 39). As razdes para estas diferengas

entre 0os sexos nao sao claras, mas pensa-se que estao relacionadas com os baixos
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niveis de literacia e menor adesao aos cuidados de higiene oral, para além de
diferencas ao nivel hormonal e do sistema imunitario. Assim, o sexo pode interferir
com os efeitos de outros fatores e deve ser controlado para a investigacdo da
doenca (38,39).

O estudo mostra que, aproximadamente 71,5% dos participantes
apresentavam baixo indice de literacia em saude oral critica. Quando ajustado para
idade e sexo, o baixo indice de literacia em saude oral critica foi associado a caries
nao tratadas, uso de escova dentaria <3 vezes ao dia e uso irregular do fio dental.
De acordo com estes dados, também na nossa amostra mais de metade dos

pacientes indicou o uso de escova dentaria <3 vezes por dia e ndo usa fio dentario.

Foram ainda encontradas associagdes significativas para baixa literacia em
saude oral critica quando os resultados foram: presenca de biofilme, visita ao
meédico dentista apenas para emergéncia e prevaléncia de impacto da saude oral na
qualidade de vida (40). Considerando que um baixo nivel de literacia em saude oral
critica pode ser modificado, devem ser apoiadas estratégias de promog¢ao da saude
oral direcionadas para a melhoria da literacia critica em saude oral em populagdes

adultas.

Quanto aos fatores de risco associados a doencga periodontal, 38% dos
pacientes ndo tem habitos tabagicos, 33% sado fumadores e 29% ex-fumadores. O
consumo de tabaco é um dos fatores de risco modificaveis e tem uma enorme
influéncia no desenvolvimento, progressao e resultados do tratamento da doenca
periodontal. O tabagismo € um fator de risco independente para o inicio, extensao e
gravidade da doenga periodontal (41, 42). Além disso, fumar pode diminuir as
hipéteses de um tratamento bem-sucedido. O tratamento de pacientes com doenca
periodontal deve centrar-se na compreensao da relacdo entre fatores genéticos e
ambientais (42). As investigagdes epidemiolégicas mostram que o tabagismo e a

doenca periodontal estdo intimamente relacionados (41, 42).

Maioritariamente, os pacientes da amostra estudada possuem patologias,
entre os quais fatores de risco cardiovasculares (hipertensao arterial e colesterol
elevado), patologia respiratéria, doengas alérgicas, diabetes e patologia
cardiovascular. Apenas seis pacientes ndo possuem outras patologias. E importante
compreender os fatores etioldgicos e a patogénese da doencga periodontal para

reconhecer e apreciar os fatores de risco associados. Uma vez que a doenca
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periodontal € multifatorial, a gestao eficaz da doenga requer uma compreensao clara
dos fatores de risco associados. Os doentes com diabetes mellitus tipo 1 ou tipo 2
ndo diagnosticada ou mal controlada correm um risco mais elevado de doenca
periodontal (43, 44). Existem muitos estudos que demonstram uma associagao entre
a diabetes e uma maior suscetibilidade a infegcdes orais, incluindo a doenca
periodontal, sendo que um dos sinais orais importantes da diabetes mellitus é a
gengivite ou a periodontite. A periodontite também progride mais rapidamente em
diabéticos mal controlados e a idade precoce de inicio da doenga € vista como um
fator de risco para doengas mais graves (45, 46). Por outro lado, a maioria dos
pacientes diabéticos bem controlados pode manter a saude periodontal e

respondera favoravelmente ao tratamento periodontal (46).

Varios mecanismos bioldgicos tém sido propostos para explicar a relagao
entre as doencgas periodontais e as doengas cardiovasculares, tais como elevadas
concentracbes de colesterol e a acdo das bactérias orais no processo de
aterosclerose, ou a participagado de proteinas de fase aguda que podem aumentar
na periodontite crénica (47, 48). A periodontite pode provocar uma resposta
inflamatodria sistémica, pelo que estes pacientes merecem mais atencao. Por outro
lado, a doencga periodontal € capaz de predispor a doencga cardiovascular devido a
rica fonte de espécies microbianas subgengivais e a resposta do hospedeiro. Além
disso, deve estar-se consciente de que estas doencgas partilham muitos fatores de
risco e que existem semelhangas evidentes com os mecanismos patogénicos
basicos (48). A periodontite esta associada ao aumento do nivel da proteina C-
reativa e do fibrinogénio, independentemente das doengas coronarias. Além disso,
existem evidéncias que sugerem que o aumento dos niveis de marcadores
sistémicos de inflamagdo, como a proteina C-reactiva e a interleucina-6, esta
associado a doencas cardiovasculares. Sabe-se que a bacteremia causada por
periodontite e doenga dentaria é a principal causa de endocardite infeciosa (48). Em
particular, os pacientes que foram submetidos a cirurgia valvular cardiaca tém um
risco significativo de endocardite infeciosa com risco de vida. Estudos
epidemioldgicos e microbioldégicos deram crédito ao conceito de que a doencga
periodontal pode ser um fator de risco separado para doengas cardiovasculares e

doencas cerebrovasculares (48, 49).
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Na amostra do presente estudo, prevalecem os pacientes que nao tomam
medicacdo, no entanto, alguns deles sao polimedicados (antidepressivos,
anticoncecional, diuréticos, doeng¢a pulmonar obstrutiva cronica, colesterol,
antiagregante plaquetario, anti-hiperglicémico, anti-histaminico, redugdo da
frequéncia cardiaca, protetor gastrico e anticoagulante). Os medicamentos podem
ser um fator que contribui para as doengas periodontais. Alguns medicamentos
diminuem significativamente o fluxo salivar, tais como, anti-hipertensivos,
analgésicos narcoticos, alguns tranquilizantes e sedativos, anti-histaminicos e
antimetabdlicos. Outros medicamentos, particularmente aqueles em forma liquida ou
mastigavel que contém acgucar adicionado, alteram o pH e a composigdo da placa
bacteriana, tornando-a mais capaz de aderir as superficies dentarias (49, 50).
Medicamentos como os anticonvulsivos, os agentes bloqueadores dos canais de

calcio e a ciclosporina podem induzir o crescimento gengival excessivo (51).

Como ja referido, a classificagdo das doencgas periodontais e peri-implantares
em 2017 teve consequéncias consideraveis para a pratica dentaria. Os termos
periodontite “agressiva” e “cronica” foram substituidos por uma unica categoria,
“periodontite”. Esta nova classificagdao inclui a estratificacdo da periodontite em
estadios e graus, promovendo um diagndstico periodontal dimensional, que oferece
ao médico dentista a possibilidade de obter um diagnéstico e um plano de
tratamento individualizados para cada paciente (52). A gravidade e a extensao da
doencga baseiam-se no grau mensuravel de tecido destruido e danificado (53). O
desenvolvimento da periodontite & categorizado em estadios | a IV, enquanto a
complexidade da doencga é classificada em Graus A, B ou C. No presente estudo,
prevaleceram os pacientes com Periodontite, I, B (7 pacientes), seguindo-se os que
apresentam Periodonto Saudavel (4 pacientes). Com 3 pacientes cada, gengivite e
Periodontite, |, B. Apenas 2 pacientes apresentam Periodontite, Ill, B e apenas um
paciente apresenta Periodontite, Ill, C e outro Periodontite, |, C. No global,

prevalecem os pacientes nos estadios I/ll e grau B.

De um ponto de vista microbiolégico, a doenga periodontal é caracterizada
por alteragdes quantitativas e qualitativas no microbioma oral da area subgengival
dos dentes afetados (54). Os fatores determinantes, unanimemente aceites pelos
investigadores especializados envolvidos na etiopatologia da doenga periodontal,

sao representados tanto pela viruléncia microbiana como pelas implicagbes da
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resposta imunitaria modificada contra esta viruléncia, que, em ultima analise,

conduzem a destruigdo irreversivel do periodonto (54, 55).

No que respeita aos habitos de higiene oral, todos os pacientes usam escova
dentaria, com prevaléncia dos que lavam os dentes 2 vezes por dia, seguindo-se 0s
que o fazem 3 vezes por dia e 1 vez por dia. Maioritariamente, os pacientes nao
usam fio dentario, com apenas 43% a usa-lo, entre os quais 29% utilizam-no as
vezes e apenas 14% diariamente. No que se refere ao indice de placa bacteriana,
verifica-se um minimo de 10% e um maximo de 64%. Os indices de quantificacdo da
placa bacteriana sao frequentemente utilizados para avaliar a higiene oral pessoal. A
educacédo para o autocuidado e o autodiagnostico é eficaz na prevengédo e no
controlo das doengas dentarias e periodontais (56). Ambas causam perda de dentes,
sao preveniveis e continuam a ser um importante problema de saude publica.
Embora ambas as doengas sejam multifatoriais, o biofilme dentario € um dos
principais determinantes biolégicos comuns ao desenvolvimento das duas doengas.
Assim, a prevengéao e a gestdo da carie e das doengas periodontais baseiam-se na
remogao do biofilme através do controlo autorrealizado da placa dentaria (56, 57).
No entanto, a remocao adequada do biofilme é dificil, pois requer destreza (54).
Como resultado, a maioria dos pacientes nao apresenta niveis adequados de
higiene oral, pelo que existe uma necessidade de desenvolver e validar ferramentas
de diagndstico ndo invasivas e estratégias de mudanca de comportamento

preventivo.

O uso de marcadores moleculares, particularmente de amostras recolhidas de
forma nao invasiva, como a saliva, pode ser bastante util na detecdo precoce da
doenca periodontal, na prevengdo de perda O0ssea e dentaria associada a esta
patologia, e na reducdo de possiveis complicacdes sistémicas da mesma. Entre
estes biomarcadores, as alteragbes na expressdo dos genes TLR, em particular,

TLR2 e TLR4, foram reportadas em pacientes com periodontite (36, 55).

Para quantificar o TLR2 nas amostras do presente estudo, o gene foi
amplificado por RT-PCR e o valor médio da intensidade das bandas para o TLRZ2 foi
dividido pelo valor médio da intensidade das bandas para o gene controlo GAPDH.
Esta analise sugeriu que a expressao relativa do TLRZ2 aumenta quando se
compararam os estadios iniciais (I/ll) com os estadios mais avangados (Ill/IV) da

doenca (figura 14). No entanto, ha apenas 3 amostras em cada grupo, o que néo
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permite tirar conclusdes definitivas. Para além disso, nos estadios iniciais (I/ll) as
amostras eram de pacientes do sexo feminino, enquanto nos estadios avancados
(/1) eram pacientes do sexo masculino, o que pode constituir um fator de
enviesamento dos resultados observados. Apesar destas limitagbes, os resultados
parecem indicar que a expressao do gene TLRZ2 pode ser regulada positivamente a
medida que a periodontite progride, contribuindo potencialmente para a resposta
inflamatdria observada nesta condicdo. A periodontite contribui também para a
translocacao bacteriana sistémica, onde as células mononucleares periféricas do
sangue (PBMCs) podem atuar como transportadoras. O TLR2 medeia a resposta a
infecdo e ativa as respostas inflamatérias (56). A metilagdo do DNA pode ser
induzida por bactérias e contribui para a modulagdo dessa resposta. As PBMCs de
pacientes com periodontite mostram um fenétipo hiperinflamatério e uma regulagcao
positiva do TLRZ2, contribuindo, assim, para uma carga inflamatéria sistémica
sustentada em pacientes com esta condicdo. O TLR2, expresso pelo hospedeiro,
deteta uma variedade de ligandos bacterianos, incluindo lipopolissacaridos acilados

e lipoproteinas (57, 58).

O presente estudo teve como principal limitagdo o baixo nimero de amostras
recolhidas, o que condicionou o estabelecimento de grupos homogéneos para uma
analise molecular robusta. No futuro, o estudo deve ser repetido com um maior
numero de amostras, de forma a separar os grupos de pacientes consoante o
estadio e grau de periodontite. Para além deste fator, a colheita de amostras de
pacientes saudaveis deve ser aumentada, para ter um controlo representativo do
sexo e faixa etaria dos pacientes, bem como de outros fatores que possam
apresentar como patologias, toma de medicagcdo, habitos de higiene oral e

tabagicos.

Outra limitagdo, de origem técnica, foi a falta de amplificacdo do gene TLR4
por RT-PCR, apesar de se terem usado diferentes pares de primers e temperaturas
de annealing. Foi ainda testada a quantificagéo direta dos niveis de proteina TLR4
através de ELISA, também sem sucesso, pelo que os resultados foram inconclusivos
para este marcador. Para ultrapassar esta limitagao, podera ser testada a expresséao

do gene e/ou da proteina em amostras de esfregacos bucais, em vez de saliva.

Ainda como trabalho futuro, deve ser feita a caracterizagdo do microbioma

das amostras recolhidas (saliva e/ou biofilme), uma vez que o desequilibrio na
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microbiota oral esta intimamente relacionado com a doenga periodontal, podendo

servir também como biomarcador de diagndstico e progresséo desta patologia.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo foi feita a caracterizagdo sociodemografica e clinica de
um grupo representativo de amostras de 21 pacientes, maioritariamente com
Periodontite, Il, B, do sexo feminino e com idades compreendidas entre os 62-77
anos. Apenas uma pequena percentagem de pacientes nao tinha habitos tabagicos,
e apresentavam outras patologias, com prevaléncia para fatores de risco

cardiovasculares (hipertensao arterial e colesterol elevado).

No que respeita aos habitos de higiene oral, todos os pacientes usam escova
dentaria, mas, na maioria dos casos, ndo usam fio dentario. No que se refere ao

indice de placa bacteriana, obteve-se um minimo de 10% e um maximo de 64%.

A analise molecular identificou alteragdes na expressdo do gene TLR2 na
saliva, que aumentou com a progressao da periodontite quando se compararam os

estadios iniciais (I/ll) com os estadios mais avangados (lII/IV) da doenca.

Como perspetivas futuras, sugere-se a replicagdo deste estudo com mais
amostras em cada um dos grupos, bem como tentar identificar novos marcadores
para além dos genes TLR2 e TLR4 que possam auxiliar no diagnostico precoce, no
prognostico, no tratamento e evolugdo da doenga periodontal. As amostras de
biofiime podem ser utilizadas em estudos para identificacdo e quantificacdo de
outros biomarcadores moleculares, como por exemplo para quantificagdo de

bactérias periodontopatogénicas.
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9. ANEXOS

Anexo 1 — Parecer da Comissdo de Etica da Universidade Catélica
Portuguesa — Mandato 2019/2023

Fh
N

UNIVERSIDADE
CATOLICA
PORTUGLESA
Parecer sobre o projeto n? 157 (pedido de alteracio)
Comissio de Ftica para a Saude da Universidade Catolica Portuguesa

Mandato 2019/2023

Projeto de Investigacio
Ma 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 doencas inflamatorias: a ponte para a Medicina de Precisdo
(OralPreciseMed)
Investigadora principal: Ana Karina Silva Mendes. Centro de Investigagdo Interdisciplinar em Sadde (CIIS)
Equipa de investigagdo: Ana Peixoto Gomes (investigadora), Maria José Correia (investigadora), Raguel 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: Integracdo na equipa de investigacdo de Dimitris N. Tatakis (Ohio State University College of Dentistry)
Documentos
- Apresentacdo de breve sinopse curricular; Justificacdo da necessidade de adaptacdo ao protocolo inicialmente
previsto. “Um dos grandes objetivos deste projeto € a identificacio de moléculas na saliva que sirvam de
biomarcadores no prognostico e gestio dos casos clinicos de doenga periodontal. De forma a ser possivel a
validagdo dos métodos propostos inicialmente, & 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 dmbito do Programa Fulbright, possibilita a sua integraco na
equipa do projeto OralPreciseMed. Dado o seu wvasto conhecimento na drea da periodontologia, a sua
participacdo serd uma mais-valia para a execucio do projeto”.
- Atualizagio do modelo de consentimento informado, esclarecido e livre para participagio em estudos de
investigagdo (de acordo com a declaragdo de Helsinguia e a convengao de Oviedo)
- Descrigdo do processo de recolha do tipo de amaostra.
Estiveram presentes na reunido n? 37 da CES-UCP
Presidente: Doutora Mara de Sousa Freitas
Vice-Presidente: Doutora M? Teresa Marques
Doutor Jerdnimo Santos Trigo
Doutor Pedro Garcia Marques
Dr. Eugénio Fonseca
Doutora Ana Mineiro Zaky
Doutora Marta Brites

Conclusdo

Ouvido o Relator, e o plendrio da reunido do dia 17 de fevereiro de 2022, realizada por videoconferéncia, esta
CES delibera, por unanimidade, a emissdo de Parecer Favoravel.

Esta CES solicita a Investigadora Principal gue, aguando da conclusdo do estudo, lhe seja enviada uma sintese
dos resultados obtidos e respetivas conclusies, via eletranica, para o correio eletrénico da CES UCP.

A Presidente,

Mara de Sousa Freitas
17/02/2022
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Anexo 2 — Questionario
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Questionario de dadores

A- Dados da amostra

Questio 1.
Cddigo do dador

Questio 2.

Data da colheita

Questio 3.

Material Bioldgico

o Saliva

o Bicfilme

o Bicfilme radicular
o Bochecho

o Bibpsia

o W&o recolheu amostra bickbgica

Questao 4.
Amaostragem

o 17 amostragem

o Amostres follow-up

Questio 5.

Local de amastragem

o Clinica dentdria - Universidade Catdlica Porfuguesa de Viseu
o LarViscondessa de S8o0 Castano

o Centro Social Paroguial de Rio de Loba

o Afividade Sénior Viseu

o Cuiros

Universidade Catdfica Portuguesa — Faculdade de Medicing Dentaria
SalivaTac (Laboratdrio de investigagdo Interdiscipinar em Saliva) - ClIS
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Cuestio 6.

Investigador / Médico dentista responssvel

B- Dados pessoais do dador

Cuestdo 7.
Génaro

o Famining
o Masculino
o M&o bindrio

o Prefere ndo mencionar

Cuestdo 8.

Data de nascimanto

Cuestdo 8.
Etnia

o Caucasiana

o Africana
o Omental
o Cigana
o Omental
o Oulra
Cuestio 10.

Nivel de escolaridade

o Basico (até ao $ana)

o Médioc (até ao 12%ano)

o Licenciatura, Mestrado ou Doutoramento
o Oulros

o MEo respondeu

Universidade Catdlica Porfuguesa — Facubdads de Medicing Dentaria
SalivaTec {Laboratdrio de investigagdo Interdiscipinar em Saliva) - CILS
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C- Informagbes de salde geral do dador

Questio 11.
Tem ou teve alguma patologia?

Sim LEL MBo sabe
Cardiaca
Sanguinea
Figado
Renal
Intestinal
Estémago
Cancro
Alergias
Outros

Cuestdo 12,

Especifiqus o tipo de patologia (s)

Cuestdo 13,

Sa teve cancro fol sujeito 8 algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia?

o Sim
(=] Méo
Cuestdo 14.

Se sim, ha quanto tempo (anos)?

Questdo 15.
Tem hipertens&o?

o Sim

o Mao

Universidade Catdlica Portugussa — Faculdade de Medicing Dentaria
SalivaTac (Laboratdrio de investigagio Interdiscipinar em Saliva) - CIS
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Cuestio 16.
Tem diabetas?
o Sim, Tipo 1
o Sim, Tipo 2
o Sim, mas néo sabe o tipo
o Mao tem
Cuestdo 17.

Hestdrico familiar — Existern doengas na familia coma?

o Doengas cardiacas

o Diabetes
o Cancro
o Oulras

D- Informagdes sobre a medicagio

Cuestdo 18,

Faz algum tipo de trataments médico ou medicagdo com regularidade?

o Sim

o Mao

o Mao sabe

Universidade Catdlica Peruguesa — Faculdade de Medicina Dentara
SalivaTec {Laboratdrio de investigagio Interdisciplinar em Saliva) - CIIS
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Questdo 19.

Para além da madicagio regular, faz mais algum tipe de tratamento médico ou medicagio nos

dltimos 30 dias?
o Sim
o Mo

o Mo saba

Cuestdo 20.
Fez antibidtico nos diimos 3 meses?
o Sim

o Mao

o Mo saba

Cuestdo 21.
Recebeu a vacing da gripe nos Ultimos 6 meses?
o Sim
o Mao
o MEo sabe
E- Habitos — Consume de tabaceo
Questio 22.

Fuma ou ja fumou?

o Sim

o Mao

o Ex-fumador
Questdo 23.

Se fuma ou jé fumou, com que idade deixou de fumar?

=] Sabe

o MEo =sabe

Universidade Catdlica Portuguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
SakvaTec (Laboratdrio de investigasso Interdiscipinar em Saliva) - CIIS
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Quesifo 24.
Cluantos cigarros fuma ou fumava por dia?

o Até 10 cigarros
o Mais de 10 cigarros
o MBo sabe

CQuestdo 25.
Se & ex-fumador had guantos anos deixou de fumar?

o Sabe

o M&o sabe

Cuestio 26.

Usa drogas recreativas?

o Sim

o Méo

F- Habitos - Consume de alcool
Cuestio 27.

Bebe ou ja bebeu, regularments babidas alcodlicas?

o Sim
o Méo
Cuestio 28,

Se bebe ou jé bebeu, com gue idade comegou?

o Sabe

o MEo sabe

Questio 29.
Sa bebe ou ja bebeu, preencha o seguinte quadra:

Até 14 Mais de 14 | MNao sabe N&o bebe

M* de copos de vimho (por semana)

| M* de carvejas (por semana)

M* de bebidas digestivas (por
EEMana)

Universidade CatdSica Porfuguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
SakvaTec {Laboratdrio de investigagdo Interdiscipinar em Saliva) - CIS
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Cuestdo 30.
Se deixou de beber foi com que idade?

o Sabe

o Mé&o sabe

G- Habitos - Alimentares
Questdo 31.
Utiliza aglcar nos lanches entre refeigbes?

o Sim
o Mao

o Mao sabe

Questdo J2.

Nldmearo de lanches com eglcar entra as refeigies:

o 1x
o 2
o 3x
o dx

o Mais que 4x

H- HNivel hormeonal
Cuestdo 33,

Toma anficoncecionais?

o Sim
o Mag
Questdo 34.

Ha guantes dias teve a dltima menstruagio?

Universidade Catdlica Portuguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
SalivaTec (Laboratdric de investigagio Interdiscipinar em Saliva) - CIIS
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Ouestdo 35,
Esta gravida?

a Sim

=] Mao

Cuestio 36,

Se sim, de quantss semanas?

Cuestio 37

Encontra-se na manopausa?

o Sim
=] Mao
Cuestdo 38,

Se sim, ha guantos anos?

I- Habitos e comportamentos de higiene oral

Ouestdo 39

Costumna escovar os dentes diariamente?

=] Sim
o Mao
Cuestdo 40.

Se sim, quantas vezes por dia?

o Ix
o 2
=] Im
o Mais de 3x

Universidade Catdlica Porfuguesa — Faculdade de Medicing Dentéria
SalivaTec (Leboratdrio de investigagdo Interdisciplinar em Saliva) - CIIS




7%, UNIVERSIDADE CATOLICA
== PORTUGLUESA

VIsEL

Cuestio 41

Escova oe dentes com uma pasta flucretada?

o Sim
o Méo
Questdo 42.

Utiliza uma pasta flucretada 5000ppm diariamenta?

o Sim
o Méo
Questdo 43.

Utiliza um colutdrio com fluor (0,05% MaF) diariameanta?

o Sim
o Méo
Quesido d4.

Crante o5 ditimos 6 mases wlilizou clorhexiding uma vez por semana’?

o Sim
o Mao

Questdo 45.
Costuma utilizar fio dentdnio?

o Sim, diariamente
o Sim, &s vezes
o Méo

o Mo eei o que & o fio dentario

Questdo 46.
Utiliza apareho ortoddntico?

o Sim
o Mao

Universidade Catdlica Porfuguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
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Questdo 47.
Cuando foi a Gitima wez que visitou um dentista?

o Ha1lano

o Hé2anos

o Entre 28 5anos

o Hé mais da § anos

o Munca fui ao dentista

Cluestio 48,

Fez algum destes tratamentos (restauragdes, TER, extragbes) mos Oltimaos 3 anos?

o Sim
o Méo
Cluestio 49,

Alguma vez lhe fol aplicado por um profissional de sadde vermniz cu gel de fluor em consultério nos

uitimos 6 meses?

o Sim
o Mao
Cuestio 50.

Sente gue & sua boca esta “seca”™?

o Sim
o Méo
Cuestdo 51.

Se sim, tenta compensar este facto com maior consumo de dgua

o Sim
o Méo

Universidade Catdlica Poruguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
SalivaTec (Laboratdrio de investigagde Interdisciplinar em Saliva) - CILS
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Cuestio 52

Saente alguma dor na regido da face ou no interior da boca?

o Sim
o MEo
Questdo 53.

Sents slguma alteragSo no paladar?

o Sim
o Mao

J- Saidde oral - Lesdes de cdrie e diagndstico periodontal

Questdo 54. Condigdo atual de cada elements dentario

Presente  Ausente Higide Cariade Restaurade Implante Raiz residual Desvitalizado

1"
12
13
14
15
16
17
18
Fal
2
23
24
25
26
27
8
Eal
32
33
34
35
36

Universidade Catdlica Poriuguesa — Faculdade de Medicina Dentaria
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37
38
41
LF
43
a4
45
46
47
48

Cuestdo 55. ICDAS

18 r (] 5 14 3 s 21 22 2F 24 5 2b 2 i85

45 &7 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 3 37 =

Odontograma
o 1"-18"
o 117
o 17-187
o 19-157
o 17-14°
o 19-137

o 1°-12°
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-1
-2
29 230
223
29240
29_ 3289
29_2g°
?0-2?0
29280
30- 380

30 -3p

37 -38°

3035

39 347

30 -33

CATOLICA
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-
30-310
49410
;,.0_420
a-4
40 - 440
4 -as°

47480

FLI L

4° - 48

CATULICA

Questio 56. Lesdes de cana

=]

=]

o

Inicial (ICDAS 1- 2)
Moderada (ICDAS 3 - 4)
Extensza {ICDAS & - 6)

Universidade Catdlica Portuguesa — Faculdade de Medicing Dentaria
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Cuestdo 67,

Profundidade de sulcos e fissuras?

o Rasos

o Profundos
Cuestdo 58.

Exposigio radicular

o Sim

o Mao

Questdo 59. Diagndstico periodontal (marcar uma resposta ou mais)

Nota: Como quasties a seguir refarem-se ao disgnistico parodonial (nova classificacsic). Preanchar Pario Chart &
copiar informagies para o guestionadio. hitpslwww parisdentalchan-caline, comiuk!

o Salde pericdontal

o Periodonto reduzido

o Gengivite

o Perindontite localizada (menos que 30%)

o Periodontite generalizada (maior que 30%)

o Padréo Melar Incisive

o Estadio |
o Estedio |l
o Estadio Il
o Estedio IV
o Grauf

o GrauB

o GrauC

o Mucosite Peri-implantar

o Peri-implantite

o Estomatite protética Classe |

o Estomatite protética Classe Il
o Estomatite protética Classe |l

Cuestdo 60,

BOP - Sangramento 4 sondagem

Universidade Catdlica Poriuguesa — Faculdade de Medicina Dantara
SalivaTec {Laboratdrio de investigagdos Interdiscipinar em Saliva) - CIIS
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Cuestao 61

Indice de placa

Cuestdo 62,

Média da profundidade de sondagem

Cuestdo 63.
MNecassidade de tratamento médico-dentario?

a Sim
o MNao

K- Salde oral - Proteses dentarias

Cuestdo G4.

Utiliza protess dentdna?

o Sim
o Mao
Cuestdo 65.

Erm qual das arcadas?

o Superior
o Infarior
o Ambas

Cuestdo 66. Qual o tipo de pritese?

Total Parcial acrilica Parcial esquelética
Superior
Inferior

Universidade Catdlica Portuguesa — Facubdade de Medicina Dentéria
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Cuestao 67 A que tipo de classficagio de Kennedy corresponde & pritess que utiliza?

» Clagse I; desdentado bilateral posterior « Classe |I: desdentado unilateral posterior

AR

=« Classe |- desdentado unilateral posterior = Classe I\ desdentado anterior

N (\ Q

Classe | Classe Il Classe Il Classe IV Classe V Sem classificagio

Superior
Inferior

Cuestio 68.
Quando utiliza a(s) protese(s)?

o Sempre
o Asvezes
o 54 durante as refeigies

o Munca
Cuestio 69
Coma faz a higienizagdo da sua pritase?

o 54 com dgua

o Com dgua & escove

o Pastilhas de Empeza

o Fio dentério

o Escovilhéo

o Produto dentério (gual?)

o Mao faz higienizagdo da pritess
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Cuestdo T0.

Quantas vezes por dia & feita assa higienizagio?

o Ix
o 2w
o 3x
o dx
o Su
o Bx
Questdo T1.

Costuma tirar 8 pritese para dormir?

o Sempre

o 1‘54.'! vezag

o Raramente
o Munca

Questio T2.

Ha quarto termpo wliliza uma prétese dantdria (anoa)?

Cuestdo T3,

Ha quarnto ternpo tem a atual pritese dentaria? (anos)

Cuestdo T4.
Qual a frequéncia de consultas de manutengdo protética?

o 3 em3meses
o B am & meases
o 1% porano

o Munca
Questio T5.
Mecessidade de reabitagio protética?

o Sim
o Mao
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Anexo 3 — Consentimento OralPreciseMed
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CONSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA
PARTICIPAGAO EM ESTUDOS DE INVESTIGAGAO
(de acordo com a Declaragdo de Helsinguia e a Convengéo de Oviedo)

Titulo do estudo: OralPreciseMed

A doenga perodontal ¢ considerada a doenga crdnica inflamaldria mais comum em humanos e
represanta um enorme desafic nos culdados de sadde. Desta forma, & importante adquirr um maior
conhecimento acerca de mecanismos moleculares envelvidos no desenvolvimento e progressao

desta doenga.

Os dados oblidos neste estudo vao auxiliar o médico dentista num tratamento mais eficaz da doenga
perodontal fazendo com que haja um melbor progndstice (melhor probabilidade de sucesso no
fratamenta).

A recalha das amostras (saliva elou Nuido crevieular) & indolor @ nao requer nenhum procedimesnlo
clinico adicional. © dnico incémodo serd o lempo adicional da consulla devido 4 enlrevisla que os
investigadores wdo fardo para minimizar.

Esle esludo ndo envolve procedimentos que ndo se enguadrem na pralica clinica pormal nem
pretende testar novos produtos ou medicamentos. As amostras recolhidas deslinam-se apenas a
ser analisadas neste estudo. A participagie nesle estudo & lolalmente volunldria e andnima, nao
acarrelando quaisquer custos. E fundamental que perceba que pode retirar o seu consentimento em
qualguer elapa do estudo. Nao precisa para lal de apresentar explicagtes acs responsdveis pela
investigacdo, nem lerd gualkjuer prejuizo, assislencials ou oulros, caso NAo queira participar. Ao
decidir parlicipar pode coloear lodas as queslies que considerar necessaras para o seu
esclarecimento. Mesmo depois de assinade o documento de consentimenio esclarecido e
informado, pode em qualquer altura solicitar a sua exclusio do esludo. Para tal basla contactar a
investigadora principal deste estudo: kmendes@ucp.pl ou através do ndmerc de telefone
232419500, A participagio nao implica gualquer remuneracico ou encargo econdmico para o
participante. Os participantes colaberam de forma veluntdnia, livre e esclarecida.
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ma vez que neste esludo ndo exislem riscos para o paciente ndo estio previstas medidas de
itigagdo. Ainda assim & importante referir que os g ponsdvels garantem aos
articipanles ¢ exercicio dos seus direllos em relagio aos dados recolhidos (como o acesso, a
dificagio ou a eliminagia), baslande o mestmo ser solicitado ao Encarregade da Proledo de
ados desle estudo (contaclos no final do dacuments). Para além do referide, o participante pode
"aluar uma reclamagdo junto do Encarregado de Prolegio de Dados (DPO - Dala Prateclion
fficer) da UCP, que a encaminhard para a Comissdo Nacional de Prolegdo de Dades (CNPD),
3so considerem que exisle um incumpriments legal & prolecio de dados por parle equipa de
igag no final do h

5 g garantem a i fid

ea de dos dados racolhidos. A informagiio
recolhida apenas pelo Investigador Principal, num memenlo Onice de observagdo, em ambienle
2 privacidade, ndo permite a identificagiio do particpante e & usada apenas para os fins clenlificos
3 presenle estudo. Os dados sho registados e armazenades no compulador pesscal do
waesligador, com acesso protegido o apenas durante o estude. Concluida a investigagio, os dados
‘mazenados serdo eliminados e & garantido que a identficagio do parlicipante nunca se lome
Iblica

s resullados desle esludo serdo partilhados com a comunidade clenlifica alraves de publicagdes
T revistas com revisdo por pares e constituirdo parte do corpo de informagdo e conhecimento
antifico que permite d novas formas de di [ @ monitorizagdo da sadde
am a ulilizagio de amostras ndo invasivas.

s dados a recolher neste estudo sao de duas nalurezas: dados da sua historia clinica que serdo
realhidos do seu processo clinico confirmados por enlrevista e amestras bioldgicas de saliva e
Jde crevicular. As recolhas das amostras biolégicas sdo nda invasivas e lolalmente indolores.

s dados recolhidos sio imizados e os investigadores (para além do invesligader
dncipal) terfo apenas acesso 4 Informagdo codificada ndo sendo possivel identificar a que

dividue pertence

5 dados e as amostras serdo preservados durante 5 anos, periodo apds o qual serdo desltruidas.

sle documento pratende informd-lola) e propor-lhe a sua participagio nesle estudo.
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0Ofa) participante € livre de aceitar, ou ndo, participar no estudo proposto, podendo mudar da
opinido & revegar o seu consenliments, abandonando o eslude se assim conslderar oporluno, sem
qualquer ipo de penalizagio ou represlia.

Confirmo que expliquel 4 pessoa abaixo indicada, de forma adequada e inteligivel, as procedimentos
necessarios a0 alo releddo neste decumenlo. Respondl a lodas as quesldes que me foram
colocadas & assequrei-me de que houve um periodo de reflexio suficients para a lomada da
dacisdo. Também garanti gue, em caso de recusa, serdo assegurados os melhores cuidados
possivels nesse conlexlo, no respeiio pelos seus direilos.

ASSINATURA
Name do profissional respensdvel pela recalha:
Canlacta lnsti
Data:__) !
Eu,
Ful inf do(a) pelo profissional rasponsavel pela recalha

acerca de estudo clinico no qual ma é proposto parlicipar.
Fui alnda informadaa) dos Ascos possivels deste eslude.

Pude colocar lodas as perguntas ou dividas que achel drias & entendi todas as expli

que me foram proparcionadas

Dau o meu consentimento par escrito para participar neste estuda,

ASSINATURA

(nome complalo do parlicipanta )
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Consentimento informado do representante legal

Daclars ter lido @ compreendide este documento bem como as informagdes verbais gue me foram
formecidas pela pessoa gue acima assina. Foi me garantida a possibilidade de, em qualquer allura,
recusar parlicipar neste estude sem qualguer lipe de consequéncias. Desta forma, como

represantante legal do (a) aceile a sua

parlicipacac nesle esludo e permilo que os dados e amostras bioldgicas recolhidas sejam usados
para fins de investigacio/publicagis clenlifica, desde que a minha identidade & da pessca a mau

ancarga como seu representante legal seja mantida confidencial.

SE MAD FOR O PROPRIO A ASSINAR POR IDADE OU INCAPACIDADE

Nome:

BICC n™:

Data ou validade 1 !

Grau de parentesco ou tipo de representagio:

Assinatura:
Ceontacte do Encarregade de Protegao de Contacto do Encarregade de Protecio de
Dados (DPO - Data Protection Officer) da Dades (DPO - Data Protection Officer) da
UCP: FMD-UCP:
Data Protection Officer - UCP Data Protection Officer FMD- UCF
Dra. Frederica Campos de Carvalho Dr. Paulo Alexandre de Oliveira Castro Ribeiro
Caontacte lelefénico: +351 217214179 Caontacto lelefénico: +351 232 419 500
E-mail: compliance.rgpdifucp. pl E-mail: pribeiro@ucp.pt
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Anexo 4 - Resultado do PCR de gradiente para testar a temperatura 6tima

dos primers




