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Resumo 

Introdução: A periodontite crónica avançada tem características muito 

específicas, sendo a evolução desta dependente do estado de saúde oral e 

periodontal do paciente, resultantes de fatores biológicos, hábitos de higiene e 

saúde, genética e idade dos indivíduos. No entanto, o fator de maior importância 

para a evolução da patologia periodontal é a presença de periodonto-patógenos 

responsáveis por se aproveitarem do estado periodontal fragilizado. 

O objetivo deste estudo foi a caracterização do biofilme periodonto-patogénico 

numa amostra da população de pacientes com periodontite crónica avançada da 

UCP através da avaliação da saúde oral e periodontal e da deteção molecular de 

periodonto-patógenos específicos da PCA na saliva e no biofilme. 

Materiais e Métodos: Uma amostra de 29 indivíduos foi estudada, constituindo-

se o grupo de controlo com 10 pacientes totalmente saudáveis e o grupo teste 

com 19 pacientes com periodontite crónica avançada. Foram adotadas 3 

estratégias para recolha de dados: questionário para recolha de dados 

sociodemográficos, avaliação clínica da saúde oral e periodontal e recolha de 

saliva e biofilme dentário. 

Resultados: O estado saudável do grupo controlo foi confirmado tendo em conta 

a ausência de doença periodontal, sendo que estes apenas estão presentes em 

pacientes do grupo teste. O índice médio do CPO-d total do grupo controlo foi de 

7 ± 4,137, ao contrário do grupo teste onde o índice médio do CPO-d total de 

15,11 ± 9,11. Porphyromonas gingvalis e Filifactor alocis foram detetados no 

biofilme de pacientes com PCA sendo possível realizar uma confirmação não 

clínica da patologia nestas amostras. 

Conclusão: No caso dos indivíduos com PCA, é observada a presença de 

doença periodontal instalada, através da presença de bactérias específicas desta 

periodontite no biofilme das bolsas periodontais do grupo teste, fazendo com que 

a recolha e análise de biofilme seja de maior confiança. 

 

Palavras-Chave: saliva; saúde oral; periodontite crónica avançada; biofilme 

dentário; periodonto-patógenos. 



viii 

Abstract 

Introduction: The evolution of severe chronic periodontitis is reliant on the 

patients oral and periodontal health status due to resulting biological factors, 

hygiene and health related habits, genetical determinants and patients age. 

Despite this, the major factors that most influence the evolution of the periodontal 

disease are the specific periodontal pathogens responsible for taking advantage 

of a debilitated periodontal status that enhances periodontal disease progression. 

The main objective was to study the periodontal pathogenic biofilm profile in 

individuals with severe chronic periodontitis disease from the dental clinic of UCP 

by evaluating oral and periodontal status and by molecular detection of 

periodontal pathogens in salva and biofilm samples of healthy and periodontal 

patients. 

Material and Methods: A sample of 29 patients was studied resulting in a control 

group with 10 completely healthy patients and a test group with 19 patients with 

severe chronic periodontitis. Three different data collection strategies were 

employed: sociodemographic data collection survey, clinical evaluation of oral and 

periodontal status and saliva and biofilm sample collection. 

Results: The healthy status of the control group was confirmed and no 

periodontal disease was reported. The same could not be said about the test 

group where severe chronic periodontitis was present on all samples. The DMFT 

index average score for the control group was 7 ± 4,137 contrasting with the test 

group’s average DMFT index of 15,11 ± 9,11. Porphyromonas gingvalis and 

Filifactor alocis were only detected on the dental biofilm of periodontal sockets of 

patients with severe chronic periodontitis making it possible to get a non-clinical 

confirmation of it.  

Conclusion: It is possible to observe the installed periodontal disease in patients 

with severe chronic periodontitis through the presence of specific periodontal 

bacteria in the biofilm of periodontal sockets of the test group, making the biofilm 

sample and analysis more reliable. 

 

Keywords: saliva; oral health; severe chronic periodontitis; dental biofilm; 

periodontal pathogens. 
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Introdução  

 

1. Saúde Periodontal 

 Saúde periodontal é o conjunto do estado de perfeita função da dentição, 

conforto, estabilidade do periodonto e bem-estar físico e psicológico do paciente, 

tendo em conta que a estabilidade apenas pode ser verificada por um médico 

dentista (1). 

Um periodonto saudável é aquele em que não existe perda de inserção 

quando se realiza sondagem, constituindo este fator a principal norma para 

diferenciar o estado de doença do periodonto (1,2). No entanto, apenas a 

ausência de perda de inserção não é suficiente para o indivíduo ser considerado 

periodontalmente saudável, dado que outros fatores biológicos como perda 

óssea, observada radiograficamente, e/ou grau de inflamação, medido através do 

sangramento à sondagem (BOP) (3), precisam ser inexistentes, sendo que a 

profundidade à sondagem deve estar compreendida entre 1 e 3mm para que se 

possa considerar o indivíduo saudável a nível periodontal (3–6).O diagnóstico 

periodontal, varia entre saúde periodontal, gengivite ou periodontite, sendo a 

última o estado mais grave das doenças periodontais, admitindo-se assim uma 

alteração da saúde do periodonto (7–9). 

Segundo a American Academy of Periodontology (AAP) (10), deve ser 

sempre realizada uma avaliação exaustiva da história clínica médica e dentária 

do paciente, de modo a serem identificadas situações que possam facilitar a 

evolução de uma patologia periodontal, tendo também em atenção à principal 

queixa que resultou na visita ao consultório dentário. Para o paciente ser 

considerado periodontalmente saudável, estruturas externas, tecidos e estruturas 

intraorais, dentes ou os seus substitutos, radiografias atualizadas, índice de 

higiene oral, estado dos tecidos moles, profundidade de sondagem, relações 

mucogengivais e graus de furca devem ser observados, sendo que qualquer 

achado clínico deve ser documentado e posteriormente explicado ao paciente, 

assim como as hipóteses de tratamento e as consequências de não realizar este 

(6,10). 
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1.1. Periodonto 

 O periodonto, constituído por alvéolos dentários, ligamento periodontal, 

cemento e gengiva, tem como principal objetivo a manutenção das peças 

dentárias firmemente no mesmo sítio. Quando qualquer um destes constituintes 

não se encontra no seu estado saudável, toda a saúde periodontal do indivíduo é 

afetada, seja por perda óssea referente aos alvéolos dentários, perda de 

ligamento periodontal referente à inserção ou inflamação referente à gengiva 

(11). 

1.2. Periodontite 

A periodontite é relatada como sendo uma doença inflamatória e 

progressiva, caracterizada principalmente pela destruição dos tecidos 

periodontais de suporte, consequente perda óssea, podendo resultar na perda da 

peça dentária (8,12,13). É considerada doença periodontal quando pelo menos 

um ponto na arcada dentária apresenta 1mm de perda clínica de inserção 

(attachment loss) em conjunto com 4mm ou mais de profundidade de bolsa 

periodontal (14). 

Apesar das parecenças histopatológicas com a gengivite, clinicamente a 

periodontite diferencia-se desta devido à perda de ligamento periodontal e 

disrupção da sua ligação ao cemento, assim como reabsorção do osso alveolar 

concorrente com a presença de inflamação gengival (15). A periodontite resulta 

da extensão do processo inflamatório, que se inicia na gengiva para os tecidos 

periodontais levando assim à formação de bolsas periodontais e a uma maior 

facilidade assim de acumulação de placa bacteriana (16). 

Periodontite agressiva e periodontite crónica são diagnósticos possíveis 

para indivíduos com doenças periodontais de diferente carácter evolutivo. Por um 

lado, a periodontite agressiva é associada a indivíduos mais jovens com 

evidências de quebra periodontal recente, não sendo conhecido o estado atual de 

atividade da doença, nem a diferença de tempo entre o início de sinais 

característicos desta e o seu início biológico. Por outro lado, a periodontite 

crónica é o diagnóstico maioritário para a doença periodontal em adultos, que 

pode não mostrar sinais de progressão durante cinco ou seis anos em 85% dos 
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pacientes, mesmo após primeiro tratamento de controlo ou sem qualquer tipo de 

tratamento (15). 

A periodontite crónica trata-se da doença periodontal mais comum em 

adultos, podendo ser classificada quanto à sua extensão e quanto à sua 

severidade. Periodontite crónica localizada e generalizada referem-se à extensão 

da doença, enquanto que periodontite crónica leve, moderada e avançada se 

referem à severidade desta relacionada com a perda de inserção (17). Segundo, 

a Academia Americana de Periodontologia (AAP) (15), a periodontite crónica 

localizada afeta até 30% das arcadas dentárias enquanto que a generalizada 

afeta mais de 30% destas (18,19). A periodontite crónica leve traduz-se numa 

perda clínica de inserção de 1-2mm, perda de 3-4mm é característica da 

periodontite crónica moderada e por fim a periodontite crónica avançada, com 

uma perda clínica de inserção de 5mm ou superior (17).  

1.3. Epidemiologia da periodontite 

Segundo Nazir, (20), prevê-se que 20-50% da população mundial sofra de 

doença periodontal (20), sendo esta avaliação baseada no Índice Periodontal 

Comunitário (CPI), que determina o dano causado pela doença periodontal assim 

como a necessidade de tratamento periodontal (21), e no Registo Periodontal 

Simplificado (PSR) que define a severidade periodontal por sextantes (22).  

Um estudo nacional da OMD realizado por Calado e colaboradores, no ano 

de 2015 (23), referente à prevalência das doenças orais (23), a periodontite em 

Portugal mostrou ser mais presente em indivíduos adultos de 65-74 anos, 

estimando-se 29,5% de indivíduos periodontalmente saudáveis, 39,4% com 

hemorragia à sondagem, 12,3% de bolsas periodontais entre 4-5mm e 3,0% de 

bolsas periodontais ≥ 6mm (23).  

A Organização Mundial de Saúde (WHO) mantém uma base de dados 

atualizada sobre a distribuição mundial da doença periodontal por país e grupo 

etário usando o CPI, base de dados na qual Portugal não está incluído (24,25). 
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Esta base de dados da WHO mostra um estudo nacional no Camboja em 

2011 (24), estipulou, para a mesma faixa etária de 65-74 anos, 2% de indivíduos 

periodontalmente saudáveis, 1% com hemorragia à sondagem, 52% com 

cálculos, 24% bolsas periodontais entre 4-5mm e 21% com bolsas periodontais ≥ 

6mm. Um estudo no Japão também em 2011 (24), estimou 11% de indivíduos 

periodontalmente saudáveis, 10% com hemorragia à sondagem, 26% com 

cálculos, 36% bolsas periodontais entre 4-5mm e 16% com bolsas periodontais ≥ 

6mm. Ainda outro estudo na Índia em 2011 (24), obteve 0% de indivíduos 

periodontalmente saudáveis, 0% com hemorragia à sondagem, 37% com 

cálculos, 37% bolsas periodontais entre 4-5mm e 26% com bolsas periodontais ≥ 

6mm (24). 

A nível Europeu, apenas 2 países da base de dados da WHO mostraram 

valores de saúde periodontal superiores a Portugal (29,4%), com valores de 44% 

e 63%, tratando-se da Hungria e Eslováquia respetivamente, sendo que no que 

toca às bolsas periodontais, para estes 2 países, os valores mantêm-se próximos 

aos de Portugal, apresentando a Hungria 16% de bolsas periodontais entre 4-

5mm e 3% ≥ 6mm. A Eslováquia por sua vez, apresenta 11% de bolsas 

periodontais entre 4-5mm e 4% ≥ 6mm (24). Estes dados sugerem que 

comparativamente ao resto do mundo, Portugal com a percentagem de 29% de 

indivíduos periodontalmente saudáveis para a faixa etária estudada, se situa 

acima da média a nível mundial (23). 
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1.4. Etiologia da periodontite 

A periodontite, vista como uma doença infeciosa (26,27) durante anos, é 

agora relacionada com o resultado da interação complexa entre infeção 

bacteriana e resposta imunitária (28) resultando numa resposta exacerbada por 

parte do hospedeiro (7).  

Esta infeção é causada por várias espécies bacterianas como: 

Agregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia e Treponema denticola (29,30). Estas alojam-se em vários nichos da 

cavidade oral como a superfície do dente, o sulco gengival, ou mucosas orais 

(31). Caso estas bactérias não sejam devidamente removidas através de uma 

boa higiene oral ou ajuda médica dentária ocorre uma resposta inflamatória por 

parte do organismo de forma a combater essa infeção (32). 

Essa resposta inflamatória é composta por vários elementos entre os quais 

estão as células do sistema imunitário, que, libertando citocinas como a 

prostaglandina E2 (PGE2), interleucina IL-1β, IL-6, ou fator de necrose tumoral 

(TNF-α) através de células presentes no epitélio gengival juncional e no tecido 

conjuntivo como os fibroblastos e macrófagos combatem a infeção. Após a 

libertação das citocinas, as células T e B segregam imunoglobulinas e antígenos 

específicos, sendo enzimas como as metaloproteínases da matriz (MMP-8, MMP-

9 e MMP-13) produzidas pelas células do sistema imunitário e por osteoclastos 

que consequentemente levam à degradação do tecido conjuntivo e do osso 

alveolar (31,33,34). Uma libertação contínua de MMP’s, devido à estimulação dos 

fibroblastos e osteoclastos por parte da PGE2, leva à destruição da matriz óssea 

que se reflete numa perda de inserção dentária, afetando a remodelação e 

degradação do periodonto (31,35,36). 

Vários fatores de risco afetam o desenvolvimento da doença periodontal, 

como genética (37,38), idade (14,28), status socioeconómico (39), consumo de  

álcool (27) e tabaco (40–42), higiene oral (27), e relação com doenças sistémicas 

como diabetes mellitus e problemas cardiovasculares (43). Quanto a este último 

fator, sabe-se que existe uma correlação bidirecional sendo que segundo Yu e 

colaboradores (44) o risco de desenvolvimento de patologias cardiovasculares 

mostrou-se mais provável ocorrer no sexo feminino com periodontite já instalada. 
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1.5. Periodontite Crónica Avançada  

Embora existam vários graus de periodontite crónica: leve, moderada e 

avançada, este trabalho de monografia irá incidir sobre a última, tratando-se esta 

de uma patologia permanente com alterações patológicas não reversíveis, 

requerendo longos períodos de observação, controlo e cuidados (12) tratando-se 

da mais comum das formas destrutivas de doença periodontal em adultos (45). É 

uma patologia caracterizada por inflamação gengival aguda, presença de 

cálculos infra gengivais, recessões gengivais, sangramento à sondagem (BOP), 

normalmente superior a 30%, elevados graus de mobilidade dos elementos 

dentários, uma perda clínica de inserção igual ou superior a 5 mm (17), perda de 

suporte da peça dentária, bolsas periodontais com profundidades superiores a 

4mm, assim como elevada presença de placa bacteriana por toda a estrutura 

dentária (7,12,13,20,21). 

  



7 

2. Saliva como fluído diagnóstico de periodontite 

A saliva é um fluido oral proveniente das glândulas salivares, responsável 

no auxílio de vários processos como a manutenção da homeostasia e saúde oral, 

perceção do paladar, digestão de comida constituindo ainda um mecanismo de 

defesa contra microrganismos patogénicos (47). É conhecido que a saliva reflete 

as variações locais e sistémicas (48), pois permite o estudo de moléculas como o 

ácido desoxirribonucleico (DNA), ácido ribonucleico (RNA). metabólitos, proteínas 

e do microbioma (49), sendo atualmente usada, entre outras áreas, para o 

diagnóstico da doença periodontal e outras doenças orais (48,50). Esta apresenta 

um protocolo de recolha seguro, não invasivo e acessível quando comparado 

com o sangue (31). 

Imunoglobulinas (Ig) são importantes fatores de defesa, também presentes 

na saliva, distribuídos por diferentes classes. As que mais influenciam o 

microbioma oral são a IgA, IgG e IgM interferindo com a adesão das bactérias ou 

inibindo o metabolismo destas tratando-se IgA como a principal responsável por 

esta ação (31).  

Pacientes com doença periodontal mostram uma concentração salivar 

mais elevada de IgA, IgG e IgM, específicos para patógenos periodontais em 

comparação com pacientes saudáveis (31). Pacientes que recorrem a tratamento 

periodontal mostram níveis das imunoglobulinas referidas anteriormente 

extremamente reduzidos, sendo assim, a triagem salivar, especialmente para o 

IgA tem sido discutido como uma possível técnica não invasiva para sinalização 

de indivíduos com risco de desenvolver doença periodontal ou a responderem a 

uma infeção periodonto-patogénica (31). 

No entanto, apesar da possível deteção da periodontite através de 

imunoglobulinas, existe uma ferramenta padrão para pesquisa e diagnóstico não 

clínico em periodontologia, tratando-se esta da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) (51). A PCR, tratando-se de uma técnica in vitro, permite a amplificação e 

estudo de DNA e os seus transcritos de RNA provenientes dos mais variados 

tecidos incluindo sangue, pele, cabelo, sémen, e no caso deste estudo, fluído 

crevicular gengival e saliva (52). Cada ensaio da técnica de PCR requer a 

presença de DNA modelo, primers, nucleótidos e DNA polimerase (51,53). 
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O modelo de DNA é a sequência alvo conhecida que precisa de ser 

amplificada. Primers são pequenas sequências únicas de ácidos nucleicos 

(oligonucleótidos) selecionados para se emparelharem especificamente a um 

ácido nucleico alvo (54). DNA polimerase é a enzima chave para a replicação do 

DNA que une os nucleótidos individuais para formar o produto final da PCR e 

desta maneira amplificar as sequências alvo do DNA (51).  

A recolha de amostras de saliva, seguida de isolamento de DNA e 

posterior análise com a técnica de PCR permitem uma rápida identificação de 

bactérias periodontais. Este método é a principal ferramenta para pesquisa e 

diagnóstico não clínico da periodontite devido à facilidade de quantificação, 

sensibilidade elevada, análise rápida, precisão, reprodutibilidade, controlo de 

quantidade e menor contaminação (51,55).  
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3.  Biofilme na deteção de periodontite 

3.1. Biofilme na Periodontite  

Biofilme subgengival é descrito por Chandki (30) como sendo uma 

comunidade microbiana indefinível associada com a superfície de um dente, 

neste caso, situado apicalmente à margem gengival. 

Através da reação de PCR, é possível identificar os periodonto-patógenos 

de modo a confirmar o estado da doença periodontal pois o biofilme tem como 

sua característica a proteção de bactérias colonizadoras face a microrganismos 

competidores, como os mecanismos de defesa do anfitrião da doença, fazendo 

com que seja possível a confirmação da doença periodontal após diagnóstico 

clínico (30,51). 

Para se explicar o facto de um certo número de microrganismos se 

encontrar mais presente em locais com a doença, Bessa e colaboradores em 

2011 (9), observou que as bactérias patogénicas estão dependentes de 

mudanças no meio ambiente, não sendo necessária uma etiologia específica. 

Esta última hipótese explica que se um determinado local na cavidade oral 

desenvolver condições propícias para o crescimento de certas espécies 

bacterianas, serão produzidos fatores de virulência que com o decorrer do tempo 

irão provocar destruição tecidular. (56) 

O complexo equilíbrio entre as espécies residentes na cavidade oral é 

responsável pela manutenção de um estado de simbiose, ou seja, saudável, ou 

um estado de disbiose associado à doença (47). Para existir periodontite num 

indivíduo, tem que existir um estado de disbiose  na sua cavidade oral, causado 

muitas vezes por alterações biológicas na vida de uma pessoa afetando o 

equilíbrio das comunidades bacterianas (47). Fatores como disfunção das 

glândulas salivares, fraca higiene oral, inflamação gengival e escolhas de estilo 

de vida incluindo alimentação e vícios gerem a evolução de um estado de 

simbiose para um de disbiose, potenciando assim o surgimento de patologias 

como a periodontite crónica avançada (47).  

Uma comunidade microbiana em disbiose subverte a resposta imunitária 

do hospedeiro ao ponto de a maior parte do tecido lesado ser resultado de um 
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inapropriado e incontrolável nível de inflamação (57,58). As mudanças 

inflamatórias no ambiente periodontal fazem com que este fique privado de 

oxigénio, gerando condições perfeitas para o desenvolvimento de bactérias 

anaeróbias associadas à periodontite, como a Porphyromonas gingivalis, 

alterando o microbioma do seu estado de simbiose para disbiose (59,60). 

A resposta inflamatória desregulada por parte do sistema imunitário resulta 

no fornecimento de nutrientes para as bactérias anaeróbias, continuando estas o 

seu processo evolutivo promovendo o estado de disbiose do biofilme e disrupção 

tecidular, criando-se assim um ciclo patogénico propício à evolução da doença 

periodontal (61). 
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3.2. Complexos microbianos de Socransky 

Socransky e colaboradores em 1998 (29), confirmado por Chandki e 

colaboradores em 2011 (30), concluíram que, o biofilme oral é constituído por 

diferentes complexos microbianos periodontais, que se baseiam na frequência de 

recuperação dos microrganismos (30). Entende-se por complexos microbianos as 

associações específicas entre as várias espécies bacterianas que estão 

presentes no biofilme subgengival podendo-se distinguir 5 complexos distintos 

(29,30): 

• Complexo roxo constituído por: Actinomyces odontolyticus e 

Veilonella parvula; 

 

• Complexo amarelo constituído por: Streptococcus mitis, 

Streptococcus oralis e Streptococcus sanguis;  

 

• Complexo verde constituído por: Eikenella corrodens, espécies de 

Capnocytophaga, Campylobacter concisus e Aggreagatibacter 

actinomycetemcomitans; 

 

• Complexo laranja constituído por: Prevotella intermedia, Prevotela 

nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, 

Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter 

gracilis, Eubacterium nodatun e Streptococcus constelattus; 

 

• Complexo vermelho constituído por: Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia e Treponema denticola. 

Estes complexos microbianos apresentam associações entre si, sendo que 

o complexo vermelho, por exemplo, é sempre observado com membros do 

complexo laranja presentes, no entanto, o complexo laranja é observado sem ser 

necessária a presença do complexo vermelho concluindo-se assim que o 

complexo vermelho apenas se forma após o complexo laranja (29). 

Segundo Noiri e colaboradores (62), foi possível localizar as espécies que 

constituem os diferentes complexos por imunohistoquímica, onde foi verificado 
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que os microrganismos associados ao epitélio gengival pertencem ao complexo 

vermelho ao contrário dos microrganismos associados à superfície do dente que 

pertencem ao complexo amarelo, verde e roxo. 

3.3. Complexo Vermelho associado a Periodontite Crônica Avançada 

Segundo Bodet e colaboradores (63), Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia e Treponema denticola mostram uma elevada associação 

entre elas, estando estas bactérias, constituintes do complexo vermelho 

fortemente relacionadas com estados avançados de doença periodontal (63,64). 

O complexo vermelho encontra-se ainda relacionado com a existência de bolsas 

periodontais patológicas e sangramento à sondagem, parâmetros essenciais para 

o diagnóstico da periodontite (65). 

Para além do complexo vermelho, em estudos recentes por Aruni e 

colaboradores em 2014 (66) e 2015 (67) e Gonçalves e colaboradores em 2016 

(68),  Filifator alocis tem sido detetada em pacientes com periodontite crónica 

avançada. Este periodonto-patógeno tem sido estudado como um indicador de 

doença periodontal em pacientes juntamente com periodonto-patógenos 

conhecidos do grupo vermelho, visto não ter sido detetada, ou detetada em 

valores mínimos, no biofilme e saliva de pacientes saudáveis, podendo-se 

considerar uma bactéria específica associada à periodontite.(67,69)  
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3.3.1. Treponema denticola   

Treponema denticola é uma bactéria com a forma de espiroqueta, gram-

negativa e estritamente anaeróbia, móvel e altamente proteolítica envolvida na 

etiologia de várias doenças crónicas incluindo a periodontite crónica, assim como 

outras formas da doença periodontal (70). Na cavidade oral a presença de 

Treponema denticola é geralmente associada com doenças do periodonto, no 

entanto, segundo Dashper e colaboradores (70), esta bactéria faz também parte 

do biofilme oral normal de indivíduos saudáveis, embora em número reduzido. 

Aquelas que são associadas a doenças na cavidade oral não podem ser 

consideradas patógenos francos, concluindo-se que as interações com outras 

bactérias são importantes para a evolução da patologia (70). T. denticola pode 

existir sem P. gingivalis, no entanto, para que ocorra a colonização e presença de 

T. denticola na placa infragengival, P. gingivalis é necessário (70). 

Segundo Mitchell e colaboradores (71), este periodonto-patógeno 

apresenta vários fatores de virulência como, sistemas toxina-antitoxina, 

dentilisina e transposases, sendo o de maior importância a dentilisina. Esta última 

é uma protease ativa localizada na superfície de células, que contribuí para a 

progressão da doença periodontal através da disrupção da comunicação 

intercelular e degradação das proteínas da matriz celular do hospedeiro, 

permitindo a penetração por T. denticola nas camadas de células epiteliais (70). 

Os sistemas toxina-antitoxina consistem numa toxina estável, que inibe 

componentes essenciais celulares, e uma anti-toxina, geralmente instável, que 

neutraliza a ação da toxina necessitando de síntese constante (70). Segundo Kim 

e colaboradores (72), estes sistemas estão envolvidos em morte celular 

programada e bacteriostase reversível influenciando assim a formação de 

biofilme, e desenvolvendo um mecanismo de resistência face a antibióticos ou 

outros medicamentos (73). As transposases são enzimas que fazem uma cópia 

de uma porção genética e a transferem para outro local no mesmo genoma 

criando um clone dessa porção genética, podendo isto levar a uma extensa 

reorganização cromossómica podendo genes específicos de virulência serem 

transferidos e multiplicados no mesmo genoma (71). 
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As evidências, na periodontite crónica, de extensa penetração deste 

microrganismo em tecidos é reduzida, sendo no entanto detetada entre as células 

do epitélio juncional (70). No entanto, Nordhoff e colaboradores, em 2008 (74), 

através da biópsia do tecido periodontal lesado da zona de um canino mostraram 

que a penetração extensa por parte de T. denticola era possível, potenciando, 

todos estes fatores de virulência, a evolução da doença periodontal. 

3.3.2. Tannerella forsythia  

Tannerella forsythia é uma bactéria anaeróbia, gram-negativa em forma de 

bastonete associada mais frequentemente a gengivite, periodontite crónica e 

agressiva do que a um estado saudável, sendo, no entanto, detetada em cada 

um destes estados. Este microrganismo possui vários fatores de virulência que 

podem potenciar o desenvolvimento da doença periodontal incluindo a produção 

de uma protease tripsina-like degradando péptidos de pequenas dimensões e 

uma capacidade de penetração em células hospedeiras induzindo a sua 

apoptose mostrando estes que a sua atividade é mínima na patogénese da 

doença periodontal comparada aos fatores de virulência de P. gingivalis por 

exemplo (75,76).  

3.3.3. Porphyromonas gingivalis  

Trata-se de uma bactéria estritamente anaeróbia, gram-negativa em forma 

de bastonete revestida por uma cápsula constituída por hidratos de carbono, 

impedindo a opsonização pelo sistema imunitário, inibindo assim tanto a 

fagocitose por parte dos neutrófilos como a quimiotaxia dos leucócitos (77). P. 

gingivalis possuí outros fatores de virulência, como lipopolissacarídeos que 

causam reabsorção óssea, fímbrias que afetam a aderência de bactérias à 

membrana exterior, e colagenases que causam a destruição de tecido 

periodontal, desencadeando respostas no hospedeiro que resultam em danos 

gengivais e ósseos característicos de doença periodontal, tornando-a no principal 

periodonto-patógeno na etiologia da periodontite (78). 

Num trabalho de Bostanci e Belikasakis, em 2012 (79), foi observado que 

a Porphyromonas gingivalis se encontra maioritariamente nos sulcos 

infragengivais da cavidade oral humana, estando dependente da fermentação de 
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aminoácidos para produção de energia em bolsas periodontais profundas onde 

os níveis de açúcar são reduzidos. 

Segundo Hajishengallis e colaboradores, em 2012, (80), entre vários 

agentes patogénicos periodontais, P. gingivalis aparece como sendo um dos 

principais agentes etiológicos na evolução da doença periodontal contribuindo em 

grande parte para o desenvolvimento da periodontite crónica. No estudo de Datta 

e colaboradores , em 2008 (81), esta bactéria foi encontrada em 85,75% das 

amostras de biofilme oral de pacientes com periodontite crónica (78). Segundo 

Lafaurie (82), a prevalência de P. gingivalis na periodontite crónica varia entre 

28% e 97%, tratando-se do microrganismo mais encontrado em diferentes 

populações com periodontite crónica. A presença de P. gingivalis tem mostrado 

então ser elevada em pacientes com periodontite, e indetetável ou reduzida em 

pacientes com saúde infra gengival ou gengivite induzida por placa (83). 

Devido à elevada associação da presença de P. gingivalis com o estado 

de doença periodontal avançado, prevê-se que ocorra uma interação com outros 

membros do microbioma do hospedeiro, sendo sintetizados vários fatores 

patogénicos, que, vão levar à progressão da lesão periodontal. No entanto, é 

desconhecida a forma como P. gingivalis comunica com as células do hospedeiro 

de modo a que estas produzam moléculas biológicas destrutivas desencadeando 

a conversão de um estado de saúde oral para um de doença (78). 

3.3.4. Filifator alocis  

Filifator alocis é uma bactéria gram-positiva, anaeróbia que tem sido 

identificada em peri-implantites, infeções endodônticas e em pacientes com 

periodontite agressiva localizada ao longo dos anos, no entanto recentemente 

esta bactéria, que não era reconhecida como um patógeno associado à 

periodontite crónica, tem sido repetitivamente observada em elevados níveis 

nesse mesmo tipo de periodontite (66,69). Segundo Aruni (66), a capacidade de 

colonização e a potencial virulência de F. alocis propõe que esta seja incluída 

como um novo indicador de doença periodontal. 

Riep e colaboradores, em 2009 (84), levantaram a questão do uso de P. 

gingivalis, T. denticola e T. forsythia como marcadores específicos para 

diferenciar estado de saúde e doença, baseando-se no facto de que existem 
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poucas razões para acreditar que bactérias de cultura fácil contribuam mais para 

o desenvolvimento de periodontite do que um organismo fastidioso como o 

Filifator alocis que só se desenvolve quando na presença de nutrientes 

específicos. 

Filifator alocis apresenta vários fatores de virulência como evasão 

imunitária, formação de biofilme e indução da secreção de citocinas (66), fatores 

estes que, segundo Aruni (85) devido à relação molecular próxima aos fatores de 

virulência de P. gingivalis, mostram uma elevada sinergia com este periodonto-

patógeno, ocorrendo um aumento na formação de biofilme e um aumento na 

capacidade de aderência e invasão em células epiteliais quando ambas estão 

presentes. Estes resultados mostram que F. alocis tem fatores de virulência que 

podem aumentar a sua capacidade de sobreviver e persistir na bolsa periodontal 

podendo assim representar um enorme papel na doença periodontal induzida por 

infeção (85). 
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Objetivos 

Objetivo Primário 

 

• Caracterização do biofilme periodonto-patogénico numa amostra da 

população de pacientes com periodontite crónica avançada da UCP. 

 

Objetivos Secundários 

1. Deteção molecular de periodonto-patógenos em saliva e biofilme; 

2. Estabelecer uma correlação entre algum(s) periodonto-patógeno(s) e 

periodontite crónica avançada no biofilme e na saliva; 

3. Estabelecimento de um protocolo de recolha de saliva e biofilme para 

mais fácil identificação do grau de risco de desenvolvimento de PCA. 
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Materiais e Métodos  

 

1. Caracterização da população  

1.1. População em estudo 

A população observada neste estudo clínico foi constituída por 31 

indivíduos, pacientes na clínica dentária da Universidade Católica Portuguesa – 

Centro Regional de Viseu, sendo o grupo controlo constituído por 10 indivíduos 

periodontalmente saudáveis e o grupo teste por 19 indivíduos diagnosticados 

com periodontite crónica avançada. 

1.1.1. Fatores de inclusão e exclusão da amostra 

Foram aplicados os seguintes fatores de inclusão: 

• Pacientes voluntários da clinica universitária da UCP, indivíduos em que 

foram recolhidos os dois tipos de amostras, nomeadamente saliva e 

biofilme; 

• Prévia assinatura de consentimento informado. 

 

Foram aplicados os seguintes fatores de exclusão:  

• Amostras contaminadas com sangue; 

• Recusa de recolha de amostras de saliva ou biofilme. 

• Dois indivíduos foram excluídos do estudo devido a contaminação da 

amostra de saliva com sangue no caso da amostra 1767 e recusa na 

recolha do biofilme no caso da amostra 1610. 

  



22 

1.2. Questionário aplicado  

Antes de qualquer procedimento, foi explicado individualmente a cada 

participante, o objetivo e em que consistia este estudo. Os participantes no 

estudo assinaram um consentimento informado (Anexo 1). Além disso, foi 

realizado um questionário a cada participante com informações 

sociodemográficas, alimentação (86)  e estado de saúde.  

Especificamente para a avaliação da adesão à dieta mediterrânica foi 

aplicado um questionário (Anexo 2), em que quando a soma do número de 

respostas afirmativas é superior ou igual a 10, de um total de 14, estas 

correspondem a uma adesão à dieta mediterrânica enquanto que  inferior a 10 

correspondem a uma dieta não mediterrânica (86). 

2. Avaliação da saúde oral 

Materiais 

Espelho Intraoral 

 

Sonda Periodontal Click-Probe® 

 

Ortopantomógrafo – Planmeca 
pm 2002 ec proline manual 

 

Planmeca Dimaxis PRO 
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Métodos 

A saúde oral de cada paciente foi avaliada tendo em conta os métodos e 

os critérios de examinação recomendados pela Organização Mundial de Saúde 

(25). As examinações e diagnóstico clínico do estado de saúde oral foram 

realizados por alunos do 5º ano do Mestrado Integrado em Medicina Dentária 

(MIMD) da Universidade Católica Portuguesa – Centro Regional de Viseu, sendo 

validados por docentes responsáveis pela área de Periodontologia na clínica 

dentária universitária.  

No questionário aplicado (Anexo 2) foi preenchida a alínea referente ao 

índice CPO, incluindo nos dados registados o número de dentes cariados, 

perdidos e obturados em cada paciente usando um espelho intraoral para 

observação (Tabela I) (25). Após realizada a observação de todas as peças 

dentárias foi obtido o índice CPO somando os dentes perdidos, cariados e 

obturados, incluindo terceiros molares (25). Para além da observação visual foi 

ainda realizada a inspeção tátil das peças dentárias assim como realizada uma 

ortopantomografia a cada paciente pré-consulta recorrendo ao programa 

Dimaxis. 

 

Tabela I - Código Status Dentário 

  
Código Critério 

0 Saudável 
1 Lesão cariosa 
2 Restauração com cárie 
3 Restauração sem cárie 
4 Dente perdido por cárie 
5 Dente perdido (por outra razão) 
6 Selante 
7 Prótese ou Implante 
8 Não erupcionado 
T Trauma 
9 Não registado 
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 Para avaliar a severidade e o grau de doença periodontal (saudável, 

gengivite, periodontite), foi realizado o PSR em cada paciente após uma 

sondagem periodontal a toda a cavidade oral usando uma sonda Click-Probe® 

(87). Com a consequente avaliação do sangramento à sondagem, presença de 

cálculos e recessões atribuiu-se por fim um diagnóstico do estado periodontal 

recorrendo também à radiografia panorâmica para avaliação da perda óssea. 

 Referente ao PSR, este classifica o estado do sextante avaliado em 5 

possíveis graus que traduzem a saúde periodontal do paciente, variando entre 0 

(saudável) e 4 (forma mais severa de periodontite) (Tabela II) (22). O estado 

periodontal está dividido em 4 graus sendo eles 1 – gengivite, 2 – leve, 3 – 

moderada e 4 – avançada (Tabela III) (87). 
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Tabela II - Valor do Registo Periodontal Simplificado (PSR) (22) 

Valor Critério 

0 Saúde Periodontal 

1 Sangramento à sondagem (BOP) 

2 Cálculos detetados na sondagem, margem iatrogénica e/ou BOP 

3 Bolsas periodontais com 3,5-5,5mm 

4 Bolsas periodontais ≥6mm 

* 
Presença de anormalidades periodontais (envolvimento de furca, 

mobilidade dentária, recessão gengival, problemas muco-gengivais) 

 

 

 

 

Tabela III - Parâmetros clínicos de severidade e diagnóstico da periodontite 

(17,88) 

Graus Clínicos de 

Severidade 
Profundidade 

à Sondagem 

Perda de 

Inserção 

Envolvimento 

de furca 

Mobilidade 

Dentária 
Grau Classificação 

1 Gengivite 1-3mm - - - 

2 
Periodontite 

Leve 
4-5mm 1-2mm - - 

3 
Periodontite 

Moderada 
5-6mm 3-4mm Grau 1 + 

4 
Periodontite 

Avançada 
≥ 6mm ≥5mm 

Grau 2 e 

grau 3 
++ 
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3. Recolha das amostras de saliva  

Materiais 

 

 

 

  Tubo falcon 50mL e copo de 

gelo 

 

Caixa Isopor Térmica com gelo 

 

Parafilme 

 

Medidor de pH (Hanna 

instruments) 

 

Luvas, Máscara e Bata 
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Métodos 

A recolha de saliva estimulada, foi realizada segundo Mussi e 

colaboradores (2016) (89), tendo por base o protocolo de recolha de saliva 

estimulada (Anexo 4) implementado pelo Laboratório SalivaTec da Universidade 

Católica Portuguesa – Centro Regional De Viseu.  Este protocolo consiste na 

recolha de amostras de saliva em pacientes que se encontrem idealmente em 

jejum e não tenham realizado qualquer procedimento de higiene oral pelo menos 

1 hora antes da recolha. Começou-se por adicionar gelo nos copos e de seguida 

colocar o tubo de 50mL dentro destes, sendo que só se voltou a retirar o tubo 

quando este foi armazenado. De seguida usou-se 25cm2 de parafilme e dobrou-

se em 4 instruiu-se o paciente a colocar o parafilme dobrado na boca mastigar a 

cada 2 segundos. Após 30 segundos, a 1ª acumulação de saliva foi descartada 

para dentro do copo, sendo as acumulações seguintes todas recolhidas para 

dentro do copo a cada 30 segundos. Repetir este passo durante 5 minutos ou até 

ser atingido um volume de 5mL. Terminando a recolha, tapou-se o tubo de 50 mL 

e colocou-se o copo e tubo numa caixa com gelo tendo o parafilme sido 

descartado para o copo ou para a folha de revestimento do parafilme. Por fim, 

procedeu-se ao processamento das amostras, caso este último passo não fosse 

possível proceder-se-ia ao armazenamento das amostras de saliva até estas 

poderem ser processadas (89). Após ser medido o pH e o fluxo salivar (volume 

de saliva por minuto de recolha) das amostras, estas foram armazenadas a -80ºC 

para posterior utilização na PCR. 
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4. Recolha das amostras de biofilme  

Materiais 

 

  

Cone de papel esterilizado 

 

Eppendorf ou tubo de 1.5 mL 

 

Sonda Periodontal 

 

Arca congeladora -80ºC 

 

Luvas, Máscara e Bata 
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Métodos 

De seguida foi recolhido biofilme de 4 zonas da cavidade oral, 

correspondentes às zonas com bolsas periodontais mais profundas. Com a ajuda 

de um cone de papel esterilizado, ou, em casos de maior resistência face ao uso 

do cone, de uma sonda periodontal para retirar o fluído crevicular presente nas 

bolsas dos pacientes, sendo este posteriormente armazenado num tubo de 1,5 

ml (eppendorf) com solução salina e colocado em gelo (89). As amostras foram 

armazenadas a -80ºC para posterior processamento (Anexo 4). 

 

5. Escolha de primers 

A Tabela IV traduz o resultado no processo de escolha dos primers, que foi 

baseado na análise de outros estudos com a mesma, ou idêntica premissa na 

deteção de periodonto-patógenos na saliva ou biofilme, (90–92) tendo cada um 

dos pares de primers para o 16sRNA, Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia, Treponema denticola e Filifator alocis sido alinhado contra os genomas 

da base de dados da ferramenta online Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST), disponível no National Center for Biotechnology Information (NCBI), de 

forma a validar a sua especificidade para cada espécie bacteriana em estudo e 

ausência de alinhamento para DNA humano. Foi obtida especificidade entre 94% 

e 100% para cada espécie bacteriana. 

  



30 

Tabela IV - Sequência de primers utilizados no estudo. 

 

Par de Primer Sequência do primer 

Temperatura 

de annealing 

(Cº) 

Tamanho 

esperado do 

fragmento 

(pb) 

Ref 

16sRNA 

universal 

ACTCCTACGGGAGGCAG 

CCGRGAACGTATTCACCG 

56 1049 (90) 

Porphyromonas 

gingivalis 

AGGCAGCTTGCCATATCTGGG 

ACTGTTAGCAAVTACCGATGT 

57 404 (91) 

Tannerella 

forsythia 

GCGTATGTAACCTGCCCGCA 

TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT 

57 641 (91) 

Treponema 

denticola 

AGAGTTTGATCATGGCTC 

GTCGGCACCGAAGCTCTTGCCCCGACAC 

57 900 (91) 

Filifator alocis 

CAGGTGGTTTAACAAGTTAGTGG 

CTAAGTTGTCCTTAGCTGTCTCG 

55 594 (92) 
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6. Isolamento de ADN  

Materiais 

 

  InstaGene Matrix® Bio-Rad 

 

Bloco de Aquecimento Stuart 
Scientific 

 

Agitador Magnético 

 
 

Vortex Velp Scientific; 

 

Micropipetas 

 

Pontas de 200µl e 1000µl 
 

Eppendorf ou tubo de 1.5 mL 
com biofilme ou pellet da saliva 

 

Centrifuga Hettich Zentrifugen 
(Mikro 22R) 

 

NanoVue plus® 

 

Luvas e bata 
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Métodos 

Foi realizada a extração de ADN das amostras, utilizando o protocolo do 

InstaGene Matrix® Bio-Rad, (Bio-Rad, USA, CA) que tem por base o método com 

fenol clorofórmio (Anexo 6). Para quantificação e verificação da qualidade do 

ADN extraído foi realizada a leitura das absorvâncias a 260 e 280 nm, num 

espectrofotómetro NanoVue plus®. (General Electric, USA, NY). 
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7. Amplificação de ADN em reação de PCR 

Materiais 

 

  
CFX Connect Real Time-

System® 

 

Primers 

 

 

Micropipetas 

 

NZYTaq 2x Green Master 

Mix 

 

DNA bacteriano de cada amostra 

Controlo positivo adquirido de um banco de culturas 

para as estirpes 16sRNA, Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia e Treponema denticola. 

Água desionizada 

esterilizada 

 

Luvas e bata 
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Métodos 

As reações de amplificação de ADN (Reação em Cadeia da Polimerase) 

foram realizadas num termociclador, de modelo CFX Connect Real Time-

System®. As condições de amplificação foram definidas em função da sequência 

dos primers utilizados, e dos fragmentos que se pretendiam amplificar (93,94). 

A reação de PCR foi realizada com NZYTaq 2x Green Master Mix num 

volume final de 25 µL com 1 µL de ADN para cada amostra e os respectivos 

primers a 10 µM. Foi realizada a amplificação com primers específicos para 

verificar a presença de bactérias (primers 16S do rRNA), de Porphyromonas 

gingivalis, Tannerella Forsythia, Treponema denticola e Filifator alocis sendo a 

temperatura de annealing alterada para cada primer segundo a Tabela IV (93,94). 

Foi ainda realizado o controlo positivo realizado a partir de de um banco de 

culturas para as estirpes 16sRNA, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia 

e Treponema denticola. 
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8. Electroforese em gel de agarose 

Materiais 

Tina de electroforese Bio-
Rad (power pac 300) 

 

Agarose 

 

Micropipetas 

 

Pontas de 200µl e 1000µl 

 

TAE (solução tampão) 

 

Brometo de etídeo 

 

Transiluminador UV Vilber 
Lournal 

 

Marcador de peso molecular NZYTech 
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Métodos 

Para se verificar o resultado da reação de PCR os produtos de 

amplificação foram corridos num gel de agarose (Bio-Rad®) a 1% realizado de 

acordo com as instruções do fabricante (Anexo 8). Foi adicionado brometo de 

etídio ao gel para possibilitar a visualização dos produtos de PCR num 

transluminador com fonte de ultravioletas. Durante as corridas foi utilizado o 

marcado NZYTECH Ladder I (Anexo 8).  

9. Análise Estatística 

Os dados obtidos foram registados em Excel e os testes estatísticos 

realizados com o programa GraphPadPrism7.0. Para cada uma das variáveis foi 

determinado se a distribuição da amostra era normal. Caso a amostra não fosse 

normal, realizava-se o teste de comparação não paramétrico – teste não 

paramétrico de Mann Whitney. Todos os testes foram utilizados considerando um 

erro alfa de 5%.  
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Resultados 

1. Caracterização da população 

1.1. Caracterização sociodemográfica  

 A população observada neste estudo foi constituída por 31 indivíduos, 

pacientes na clínica dentária da Universidade Católica Portuguesa, sendo que 2 

deles foram excluídos, um por não comparência na recolha de biofilme e outro 

porque as amostras biológicas recolhidas estavam contaminadas com sangue. 

 

Na Tabela V são apresentados os dados sociodemográficos relativos à 

população em estudo. É possível constatar que a maioria (62%) é do sexo 

masculino e que a idade média é de 52 anos. Relativamente à dieta, esta é 

maioritariamente não mediterrânica (55%). É ainda importante salientar que 86% 

da amostra não tem hábitos tabágicos e que a maioria reside no meio urbano 

(55%). 

  

 

Tabela V - Caracterização sociodemográfica e estilo de vida dos indivíduos 

(n=29). 

Características  % indivíduos 

Género   
Feminino 
Masculino 

 
37,93 
62,07 

Idade por género   
Geral 
Feminino 
Masculino 

Min. – Max. (Média ± 
DP) 
21 – 83 (52,095 ± 
12,625) 
21 – 71 (51,36 ± 9,28) 
23 – 83 (52,83 ± 15,97) 

Tipo de dieta   
Mediterrânica 
Não mediterrânica 

 
44,82 
55,18 

Hábitos Tabágicos   
Fumador 
Não Fumador 
Ex-Fumador 

 
10,35 
86,21 
3,44 

Local de residência   
Rural 
Urbano 

 
44,83 
55,17 
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1.2. Saúde Sistémica da população 

Na Tabela VI são descritos os dados referentes à saúde sistémica da 

amostra podendo-se constatar uma reduzida taxa de diabéticos (10%), sendo 7% 

diabéticos tipo 1 e apenas 3% do tipo 2, pessoas com patologia cardiovascular 

(35%) e, inserida nesta, uma reduzida taxa de hipertensos (28%). 

No entanto, estes valores são para a amostra inteira de 29 pacientes, 

sendo que os problemas de saúde são comuns ao grupo com patologia 

periodontal. Na Figura 1 está representado um aumento na taxa de diabéticos 

para 16% mostrando que estes são mais prevalentes no grupo teste do que no 

de controlo, o mesmo sendo observado na Figura 2, onde a prevalência da 

hipertensão aumenta para 42% e finalmente, na Figura 3, para pacientes com 

todo o tipo de problemas cardiovasculares a prevalência destes aumenta para 

53%. O grupo de controlo é totalmente saudável, tendo em conta os problemas 

de saúde sistémica observados, como demonstram a Figura 1, 2 e 3. 

 

Tabela VI – Caracterização da saúde sistémica auto reportada dos indivíduos 

(n=29). 

Características  % indivíduos 

Diabetes   

Diabético  

Tipo 1 

Tipo 2 

Não Diabético 

 

10,34 

6,89 

3,45 

89,66 

Hipertensão   

Hipertenso 

Não hipertenso 

 

27,59 

72,41 

Cardiovascular   

Com patologia cardiovascular 

Sem patologia cardiovascular 

 

34,48 

65,52 
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16%

84%

DIABETES (N=19)

Diabéticos Não Diabéticos

10%

90%

DIABETES (N=29)

Diabéticos Não Diabéticos

100%

DIABETES (N=10)

Não Diabéticos

28%

72%

HIPERTENSÃO (N=29)

Hipertensos Não Hipertensos

100%

HIPERTENSÃO (N=10)

Não Hipertensos

42%

58%

HIPERTENSÃO (N=19)

Hipertensos Não Hipertensos

 

 

  a) b) c) 

Figura 1 - Prevalência da diabetes. a) prevalência da 
diabetes na amostra total; b) prevalência da diabetes 
em indivíduos com PCA; c) prevalência da diabetes 
em indivíduos saudáveis 

Figura 2 - Prevalência da hipertensão. a) prevalência 
da hipertensão na amostra total; b) prevalência da 
hipertensão em indivíduos com PCA; c) prevalência 
da hipertensão em indivíduos saudáveis. 
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35%

65%

PROBLEMAS 
CARDIOVASCULARES 

(N=29)

Presentes Ausentes

53%
47%

PROBLEMAS 
CARDIOVASCULARES 

(N=19)

Presentes Ausentes

100%

PROBLEMAS 
CARDIOVASCULARES (N=10)

Ausentes

  

a) b) 

c) 

Figura 3 - Prevalência de problemas cardiovasculares. a) 
prevalência de problemas cardiovasculares na amostra 
total; b) prevalência de problemas cardiovasculares em 
indivíduos com PCA; c) prevalência de problemas 
cardiovasculares em indivíduos saudáveis. 
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2. Avaliação oral 

2.1. Avaliação periodontal 

Na Tabela VII estão descritos os valores resultantes do exame clínico 

periodontal do grupo de controlo (saudável) e do grupo teste (PCA). No grupo 

teste verifica-se que o IP tem um valor médio de 78,47%, e BOP um valor médio 

de 39,91%, contrastando 29,88% de valor médio do IP e 1,853% de valor médio 

do BOP do grupo controlo. 

 

Tabela VII – Avaliação periodontal observada na totalidade da amostra (n=29). 

Código 
Quartzy 

Índice 
CPO-

C 

Índice 
CPO-

P 

Índice 
CPO-

O 

Índice 
CPO-
CPO 

Índice 
de 

Placa 

PSR 
1ºQ 

PSR 
2ºQ 

PSR 
3ºQ 

PSR 
4ºQ 

PSR 
5ºQ 

PSR 
6ºQ 

BOP 
Diagnóstico 
Periodontal 

D01607 2 26 0 28 100 - - - 2 3 3 45 PCA 
DO1608 2 6 0 8 54% 3 3 2 4 4 4 60,89 PCA 
D01609 3 4 0 7 36,60 3 2 2 2 3 3 20,83 PCA 
D01611 0 8 0 8 87% 3 3 3 3 4 - 82 PCA 
DO1612 8 24 0 32 96,87 3 - - - 3 - 52,08 PCA 
DO1613 3 3 2 8 80% 4 0 1 3 3 4 14,74 PCA 
DO1614 0 4 0 4 100 4 3 4 4 3 3 14,88 PCA 
DO1615 0 23 0 23 100 - - - 3 3 3 83,33 PCA 
D01616 9 8 2 19 59,37 4 4 4 4 4 4 30,55 PCA 
D01617 1 28 0 29 100 3 3 - - - - 54,16 PCA 
D01618 2 4 0 6 66,07 4 3 4 3 3 1 51,19 PCA 
D01619 0 28 0 28 100 - - - - 3 - 19,44 PCA 
D01620 7 14 0 21 59,72 - 3 3 3 3 3 18,42 PCA 
D01765 2 5 0 7 51,09 4 1 3 3 1 4 5,16 PCA 
D01766 2 6 0 8 96,15 4 3 4 4 3 4 80,12 PCA 
D01768 1 10 0 11 97,7 3 1 1 2 3 1 58,3 PCA 
D01769 0 12 0 12 82 - 4 3 3 3 - 31,6 PCA 
D01770 2 10 1 13 64,28 3 3 3 3 4 - 32,53 PCA 
D01772 0 11 4 15 60 1 1 1 - 3 - 3,12 PCA 
D01771 0 3 8 11 20 0 0 0 0 0 1 5 Saudável 
D01773 3 0 4 7 32 0 0 0 0 0 0 0 Saudável 
D01774 0 4 0 4 30 2 0 0 0 0 0 0 Saudável 
D01775 0 3 11 14 30 0 0 0 0 0 0 2,13 Saudável 
D01889 1 0 3 4 32 0 0 0 0 1 0 2 Saudável 
D01890 0 0 10 10 31 0 0 0 0 0 0 1,13 Saudável 
D01891 0 4 6 10 20 0 0 0 0 0 0 2,34 Saudável 
D01892 0 0 1 1 34 0 0 0 0 0 0 3,12 Saudável 
D01893 0 0 3 3 42 1 2 1 2 0 0 0,73 Saudável 
D01894 0 2 4 6 27,8 0 0 0 0 1 0 2,08 Saudável 
Valor médio    78,47%  39,91% PCA 

Valor médio    29,88%  1,853% Saudável 
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CPO-T 

 

Na Figura 4, quanto índice CPO-d Total, o grupo com patologia periodontal 

apresenta um valor médio de 15 dentes, com valor máximo de 32 e mínimo de 4, 

estes valores são mais acentuados devido aos dentes perdidos. Por outro lado, 

no grupo saudável os valores mais elevados são devidos a dentes restaurados, 

com um valor médio de 7 dentes, máximo de 14 e mínimo de 1. Com o teste de 

Mann Whitney verificou-se que as diferenças de valores são estatisticamente 

significativas (p=0.0115). 

 

  

Figura 4 - Índice CPO Total de pacientes do grupo teste (PCA) e do grupo controlo (saudável) 
(n=29). 
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A Figura 5 constitui os dentes cariados avaliados pelo índice CPO-d, 

sendo que o grupo com patologia periodontal apresenta um valor médio 

aproximado de 2 dentes, mínimo de 0 e máximo de 9 dentes. O grupo saudável 

apresenta um valor médio aproximado de 0 (0.4) dentes, mínimo de 0 dentes e 

máximo de 3. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as diferenças de 

valores são estatisticamente significativas (p=0.0165). 

  

Figura 5 - Índice CPO-C de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29). 
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A Figura 6 constitui os dentes perdidos avaliados pelo índice CPO-d, 

sendo que o grupo com patologia periodontal apresenta um valor médio 

aproximado de 12 dentes, mínimo de 3 e máximo de 28 dentes. O grupo 

saudável apresenta um valor médio aproximado de 2 (1.6) dentes, mínimo de 0 

dentes e máximo de 4. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as 

diferenças de valores são estatisticamente significativas (p < 0.0001). 

  

Figura 6 - Índice CPO-P de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29). 
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A Figura 7 constitui os dentes obturados (restaurados) avaliados pelo 

índice CPO-d, sendo que o grupo com patologia periodontal apresenta um valor 

médio aproximado de 0 (0.4737) dentes, mínimo de 0 e máximo de 4 dentes. O 

grupo saudável apresenta um valor médio aproximado de 5 dentes, mínimo de 0 

dentes e máximo de 11. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as 

diferenças de valores são estatisticamente significativas (p < 0.0001). 

  

Figura 7 -  Índice CPO-O de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29). 
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A Figura 8, referente ao índice de higiene oral (IP), mostra que o valor 

médio de IP para o grupo com patologia periodontal é de 78.47%, com um valor 

máximo observado de 100% e mínimo de 36.6%, por outro lado o grupo saudável 

apresenta um valor médio de 29.88%, com um valor máximo observado de 42% 

e um mínimo de 20%. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as 

diferenças de valores são estatisticamente significativas (p < 0.0001). 

  

Figura 8 - Índice de higiene oral de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29). 
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A Figura 9, relativa ao periodontal screening record (PSR), mostra que no 

grupo saudável se observou um paciente com valores de PSR de 1 e 2. Por outro 

lado, no grupo com patologia periodontal, valores de PSR de 3 e 4 são comuns a 

todos os constituintes deste grupo, sendo que no grupo com patologia periodontal 

o valor médio é 3, sendo o máximo 4 e o mínimo 1 numa amostra de 10 pessoas. 

No grupo saudável o valor médio é 0 (0.2) dentes sendo o máximo 1 e o mínimo 

0. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as diferenças de valores são 

estatisticamente significativas (p < 0.0001). 

  

Figura 9 - Registo periodontal simplificado (PSR) de pacientes do grupo teste e do grupo de 
controlo (n=29). 
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A Figura 10, referente ao sangramento à sondagem (BOP), mostra que o 

valor médio de BOP para o grupo com patologia periodontal é de 39.91%, com 

um valor máximo observado de 83.33% e mínimo de 3.12%, por outro lado o 

grupo saudável apresenta um valor médio de 1.853%, com um valor máximo 

observado de 5% e um mínimo de 0%. Com o teste de Mann Whitney verificou-se 

que as diferenças de valores são estatisticamente significativas (p < 0.0001). 

  

Figura 10 - Sangramento à sondagem (BOP) de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo 
(n=29). 
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2.2. Parâmetros da Saliva 

Na Tabela VIII e Figuras 11 e 12 são apresentados os dados do pH da 

saliva e do fluxo salivar dos indivíduos observados. Verifica-se que os pacientes 

com PCA têm tendência a apresentar um fluxo salivar menor (1471 µL) do que o 

dos pacientes sem patologia periodontal (2226 µL), embora as diferenças não 

sejam estatisticamente significativas (p=0,1014). Verifica-se pela figura que há 

um valor outlier em cada um dos grupos, no entanto, a remoção dos mesmos da 

análise não alterou os resultados. Na Figura 11, na qual estão representados os 

dados do pH das amostras, os valores são muito próximos uns dos outros, sendo 

a diferença de médias mínima, constatando-se que os pacientes com PCA 

apresentam um pH salivar médio ligeiramente superior (pH 7,989) ao pH salivar 

médio dos indivíduos sem patologia periodontal (pH 7,915). 

Tabela VIII – Parâmetros da saliva na totalidade da amostra (n=29). 

CÓDIGO QUARTZY FLUXO (µL/MIN) PH CONDIÇÃO 
PERIODONTAL 

1607 625,0 7,33 PCA 
1608 1404,0 7,67 PCA 
1609 846,2 8,26 PCA 
1611 1000,0 7,89 PCA 
1612 1000,0 8,18 PCA 
1613 1333,3 8,18 PCA 
1614 1000,0 7,4 PCA 
1615 666,7 8,1 PCA 
1616 4000,0 8,1 PCA 
1617 615,4 7,2 PCA 
1618 1500,0 8,02 PCA 
1619 250,0 7,8 PCA 
1620 2142,9 8,79 PCA 
1765 2333,3 8,86 PCA 
1766 2333,3 8,2 PCA 
1768 1428,6 8,27 PCA 
1769 1733,3 8,36 PCA 
1770 1600,0 7,88 PCA 
1772 2142,9 7,3 PCA 
1771 2066,7 7,74 Saudável 
1773 1666,7 8 Saudável 
1774 6153,8 7,57 Saudável 
1775 1515,2 7,32 Saudável 
1889 1076,9 8,35 Saudável 
1890 2840,0 8,41 Saudável 
1891 1942,9 8,18 Saudável 
1892 1300,0 8,01 Saudável 
1893 2300,0 7,84 Saudável 
1894 1400,0 7,73 Saudável 

VALOR MÉDIO 1471 7,989 PCA 
VALOR MÉDIO 2226 7,915 Saudável 
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Figura 11 - pH salivar de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29). 

Figura 12 - Fluxo salivar de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29). 
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3.  Periodonto-patógenos na saliva e biofilme dentário 

3.1. Periodonto-patógenos na saliva 

Na tabela IX estão descritos os resultados para a presença ou ausência, 

na saliva, de periodonto-patógenos específicos da PCA, verificando-se que todos 

os periodonto-patógenos estudados foram detetados tanto em pacientes 

saudáveis como em pacientes com patologia periodontal. Tannerella forsythia e 

Treponema denticola foram detetados em 100% (29/29) nos dois grupos da 

amostra, enquanto que Porphyromonas gingivalis foi detetado em 84% (16/19) do 

grupo teste e em 30% (3/10) do grupo de controlo. O Filifator alocis, por sua vez, 

foi detetado em 47% (9/19) do grupo teste e em 50% (5/10) do grupo de controlo. 

 

 

Tabela IX – Presença (x) dos periodonto-patógenos na saliva para cada indivíduo 

(n=29). 

 

 Código 
Biobanco 

16S 
RNA 

Tannerella 
forsythia 

Treponema 
denticola 

Porphyromonas 
gingivalis 

Filifator 
alocis 

P
C

A
 

DO1607 X X X X  
DO1608 X X X X  
DO1609 X X X X  
DO1611 X X X X  
DO1612 X X X X  
DO1613 X X X X  
DO1614 X X X X  
DO1615 X X X X X 
DO1616 X X X X X 
DO1617 X X X X X 
DO1618 X X X X X 
DO1619 X X X   
DO1620 X X X X X 
DO1765 X X X   
DO1766 X X X X  
DO1768 X X X X X 
DO1769 X X X X X 
DO1770 X X X X X 
DO1772 X X X  X 

S
A

U
D

Á
V

E
L DO1771 X X X   

DO1773 X X X  X 
DO1774 X X X  X 
DO1775 X X X   
DO1889 X X X X X 
DO1890 X X X X X 
DO1891 X X X  X 
DO1892 X X X   
DO1893 X X X   
DO1894 X X X X  



56 

3.2. Periodonto-patógenos no biofilme 

Na Tabela X estão descritos os resultados para a presença ou ausência, 

no biofilme, de periodonto-patógenos específicos da PCA, verificando-se que 

todos os periodonto-patógenos estudados foram detetados tanto em pacientes 

saudáveis como em pacientes com patologia periodontal à exceção de 

Phorphyromonas gingivalis e de Filifator alocis. Tannerella forsythia e Treponema 

denticola foram detetados em 100% (19/19) do grupo teste, sendo, no entanto, o 

primeiro detetado em 40% (4/10) do grupo de controlo e o segundo em 90% 

(9/10) desse mesmo grupo. Porphyromonas gingivalis foi detetado em 89% 

(17/19) do grupo teste e em 0% (0/10) do grupo de controlo enquanto que, 

Filifator alocis, foi detetado em 42% (8/19) do grupo teste e em 0% (0/10) do 

grupo de controlo. 

 

Tabela X – Presença (x) dos periodonto-patógenos no biofilme de cada indivíduo 
(n=29). 

 
 Código 

Biobanco 
16S 
RNA 

Tannerella 
forsythia 

Treponema 
denticola 

Porphyromonas 
gingivalis 

Filifator 
alocis 

P
C

A
 

DO1607 X X X X  
DO1608 X X X X  
DO1609 X X X X  
DO1611 X X X X X 
DO1612 X X X X  
DO1613 X X X X  
DO1614 X X X X  
DO1615 X X X X X 
DO1616 X X X X X 
DO1617 X X X X  
DO1618 X X X X X 
DO1619 X X X   
DO1620 X X X X X 
DO1765 X X X   
DO1766 X X X X  
DO1768 X X X X X 
DO1769 X X X X X 
DO1770 X X X X X 
DO1772 X X X X  

S
A

U
D

Á
V

E
L DO1771 X  X   

DO1773 X  X   
DO1774 X X X   
DO1775 X X X   
DO1889 X X X   
DO1890 X  X   
DO1891 X  X   
DO1892 X     
DO1893 X  X   
DO1894 X X X   
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Discussão 

 

 A análise de dados é essencial para uma diferenciação, a nível 

microbiológico, de um estado periodontal saudável e de um com doença 

periodontal instalada. O estado de saúde e de doença periodontal serão 

relacionados com o tipo de população estudada, avaliação da cavidade oral com 

base em vários parâmetros e na presença ou ausência de patógenos 

popularmente ligados à periodontite crónica avançada. 

 

1. Saúde sistémica e sociodemográfica 

Os resultados da caracterização populacional deste estudo mostram que a 

maior parte dos indivíduos que aderiram ao estudo são do sexo masculino 

(62,07%) apresentando este estudo uma percentagem um pouco mais elevada 

do que os 48% normalmente analisados na população total e 42% na população 

acima de 65 anos (95,96). As mulheres que participaram neste estudo 

apresentam uma idade média praticamente igual à dos homens, devendo-se esta 

proximidade ao facto de terem sido recolhidas amostras de dois grupos etários 

diferentes devido à extrema dificuldade em encontrar pacientes mais idosos sem 

doença periodontal instalada na clínica universitária da Universidade Católica 

Portuguesa, fazendo com que as idades mínimas e máximas de cada um dos 

géneros apresente uma grande discrepância. 

A maior parte dos participantes do estudo refere uma dieta não 

mediterrânica (55%) estando distribuídos tanto pelo grupo controlo como pelo de 

teste equitativamente assim como os indivíduos que referem dieta mediterrânica 

indo isto contra os resultados do estudo de Schröder, H e colaboradores (2011) 

(97), no qual foi concluído que uma maior aderência à dieta mediterrânica estaria 

associada com um elevado risco de problemas cardiovasculares, algo que não foi 

observado neste estudo. 
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A maior parte dos indivíduos habita numa zona urbana (55,17%) e são não 

fumadores (86,21%). A baixa percentagem de fumadores e de ex-fumadores 

(10,35% e 3,44% respetivamente) traduz-se em 4 pessoas, estando estas 

distribuídas por 2 fumadores no grupo controlo e 1 fumador e 1 ex-fumador no 

grupo teste. Estes dados permitem afirmar que embora o tabaco e a evolução da 

doença periodontal estejam associados, não foi possível observar tal neste 

estudo. No entanto, segundo um estudo de Chaffee e colaboradores (2016) (98) 

podemos concluir que os indivíduos fumadores do grupo de controlo correrão 

mais riscos em desenvolver doença periodontal do que os não fumadores pois 

estes encontram-se mais propensos a desenvolver, na sua cavidade oral, 

condições para periodonto-patógenos se instalarem (98). 

Quanto à saúde sistémica, a maior parte dos indivíduos (89,66%) relatou 

não ser diabético, não hipertenso (72,41%) e sem patologias cardiovasculares 

(65,52%), sendo que estes resultados variam bastante dos valores da população 

portuguesa (99), onde 23,8% sofrem de diabetes,  71,3% são hipertensos e 30% 

morrem devido a patologia cardiovascular (96,100). Os valores obtidos, podem 

encontrar-se adulterados devido ao facto de estar a ser analisada a amostra total 

e não somente o grupo teste, onde todas as patologias estão presentes, sendo 

assim amenizados os números reais.  

O grupo de controlo é um grupo aparentemente saudável em todos os 

aspetos, não apresentando qualquer indivíduo diabético, com hipertensão ou 

qualquer outro problema cardiovascular. O grupo teste por outro lado, já 

apresenta valores mais próximos e em alguns pontos mais graves do que a 

população normal portuguesa (99) com 16% de diabéticos neste grupo, 42% de 

hipertensos e 53% com problemas cardiovasculares (incluindo a hipertensão). 
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2. Saúde oral  

Ambos os grupos foram avaliados quanto ao índice CPO-d, PSR, IP, BOP 

com o objetivo de estabelecer uma relação de causalidade entre a periodontite 

crónica avançada e um estado de saúde oral deteriorado. 

Ao analisar resultados do índice CPO Total podemos observar que o grupo 

teste (PCA) apresenta 1 caso com 32 dentes afetados sendo que este é 

maioritariamente marcado por dentes perdidos (12,32 ± 8,851), ou seja, dentes 

que após perda de inserção clínica e contínua higiene oral deficiente foi esfoliado 

(3,13). O valor máximo observado no grupo controlo para o CPO-d total é de 14 

dentes, tratando-se de casos em que grande parte dos dentes estão restaurados 

(5 ± 3,682) e os dentes perdidos são os dentes do siso ou nenhum (1,6 ± 1,776). 

No entanto, os dentes perdidos são os que mais contribuem para a índice CPO-d, 

sejam do siso ou não, em paciente saudável ou não, como observado por Rebelo 

e colaboradores em 2015 (101). 

O grupo controlo com uma média de CPO-d total de 7 ± 4,137 e sabendo-

se que grande parte destes dentes são dentes obturados e não perdidos nem 

cariados não lhe confere gravidade elevada. Por outro lado, o grupo teste 

apresenta uma media do índice CPO-d total de 15,11 ± 9,11 colocando este 

grupo ao mesmo nível que a população estudada por Calado e colaboradores 

(23) em que a média era de CPO-d total era 16,17 ± 0,28. 

 Quanto ao índice de higiene oral foi possível observar que os pacientes do 

grupo de controlo apresentam baixos níveis de placa bacteriana com uma média 

de 29,88 ± 6,444, máximo de 42% e mínimo de 20%, em comparação com a 

média de 78,47% ± 21, máximo de 100% e mínimo de 36,6%, 29,88 ± 6,444 do 

grupo teste. Os valores mais baixos de placa bacteriana no grupo teste podem 

ser explicados pelo facto da avaliação da placa bacteriana ter sido realizada 

numa consulta de controlo já tendo ocorrido tratamento periodontal prévio 

(12,13,21).  
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Quanto ao sangramento à sondagem, característico na periodontite 

crónica avançada (15), o grupo controlo apresenta uma média de 1,853% ± 

1,551, em que o máximo valor detetado de BOP foi de 5%, comparada com os 

elevados 39,91% ± 25,64 de média do grupo teste, traduzindo-se assim um valor 

muito elevado de sangramento à sondagem no grupo teste (15).  

 O PSR do grupo controlo apresenta uma média de 0,2 ± 0,322  que 

comparado com os 2,832 ± 0,7359  do grupo teste traduzem uma gravidade 

periodontal extremamente acrescida neste último (22). 

 Tanto o índice de higiene oral, como o BOP, como o PSR nos ajudam a 

diagnosticar clinicamente a doença periodontal, e através da análise destes 

dados e, analisando as médias de cada um deles, obtemos valores típicos de um 

caso de periodontite crónica avançada, tendo sido estes os valores observados 

juntamente com ortopantomografia para diagnosticar a doença periodontal. 

 

3. Parâmetros da saliva: relação com PCA 

 Para além de um agravar nos valores de IP, BOP e PSR, segundo Rosa e 

colaboradores (32) com a evolução da periodontite a produção de saliva também 

é afetada, o que foi observado nos resultados deste trabalho através da análise 

estatística do fluxo salivar. O grupo controlo apresenta uma média bem superior 

de fluxo salivar (2226 µL/min) comparativamente ao grupo teste (1471 µL/min) 

comprovando assim, até numa amostra modesta que o fluxo salivar é afetado 

assim como as defesas da cavidade oral em pacientes com periodontite crónica 

avançada (48).  

O pH médio da saliva, neste estudo, apresenta praticamente os mesmos 

valores tanto no grupo teste como no grupo controlo indo contra o estudo de 

Rajesh e colaboradores (102) em que foi observado um aumento do pH em 

grupos com periodontite comparativamente a grupos saudáveis. 
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4. Periodonto-patógenos na saliva e biofilme dentário 

Neste estudo, ao analisar os resultados referentes à presença de 

periodonto-patógenos na amostra total, foi possível observar uma grande 

diferença entre os dois grupos. Quando foi analisada a saliva não obtemos 

especificidade quanto à doença periodontal, pois todos os periodonto-patógenos 

foram detetados tanto no grupo controlo como no grupo teste, ou seja, indivíduos 

diagnosticados como saudáveis apresentam periodonto-patógenos específicos 

da PCA na sua saliva. Isto pode ser explicado pelo facto destes microrganismos 

poderem estar em presentes em carga suficiente na cavidade oral podendo ser 

detetados na saliva mesmo em pacientes saudáveis. Este facto pode ser 

confirmado pelos estudos de Schmidt (83) e Aruni (66) que comprovam a 

existência em baixos níveis de Porphyromonas gingivalis e de Filifator alocis na 

cavidade oral de indivíduos saudáveis, no entanto se não existirem bolsas 

periodontais estes não conseguem expressar os seus fatores de virulência (78). 

Quanto à presença de Treponema denticola e de Tannerella forsythia em 

pacientes saudáveis, estudos de Dashper (70) e Ezzo (75), mostram que estes 

microrganismos fazem parte do ecossistema oral saudável, explicando-se assim 

a presença de T.denticola, T. forsythia, F. alocis e de P. gingivalis na saliva de 

pacientes saudáveis neste estudo. 

Quando se procedeu à análise do biofilme dentário nas bolsas, 

Porphyromonas gingivalis e Filifator alocis não foram detetados em pacientes 

saudáveis traduzindo-se isto num valor preditivo negativo na evolução da 

patologia periodontal. Treponema denticola e Tannerella forsythia foram 

detetados em pacientes saudáveis. No entanto, devido a serem detetados nesse 

mesmo estado oral, com frequência (70,75,76), não é admitida gravidade face à 

sua deteção. Se não existir Porphyromonas gingivalis  e Filifator alocis então não 

existem fatores de virulência capazes de comunicar com T. denticola e T. 

forsythia desencadeando a conversão de um estado de saúde oral para um de 

doença (78). 
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 Filifactor alocis foi escolhido para este estudo devido à sua relação 

específica com a doença periodontal avançada progressiva comprovada em 

estudos por Aruni (66,67,85,103). A sua presença abundante no biofilme de 

bolsas periodontais de indivíduos com a doença pode ser usada como marcador 

para o diagnóstico desta. Devido às suas características únicas, Filifactor alocis 

pode ser considerado um microrganismo com um papel fundamental na dinâmica 

da comunidade microbiana devido à capacidade de estabelecer ligações 

sinergéticas com outras bactérias durante o estado de doença (66,85).  

Segundo Aruni e colaboradores (85), Filifactor alocis mostra uma grande 

capacidade de maximizar os fatores de virulência  de P. gingivalis. Ocorreu um 

maior desenvolvimento de biofilme e uma maior capacidade de aderência e 

penetração em células epiteliais quando ambos estavam presentes no biofilme 

comparativamente a quando se encontravam isolados (85). 

Deste modo neste estudo pode-se concluir que os 8 pacientes nos quais 

foi detetado F. alocis no biofilme das bolsas periodontais apresentam uma 

doença periodontal mais avançada que os outros em que tal microrganismo não 

foi detetado. Outra hipótese é a intervenção de tratamento periodontal já 

realizado nos outros 9 pacientes do grupo teste não sendo detetado F. alocis mas 

sim P. gingivalis, deste modo a doença periodontal está presente mas não 

apresenta risco elevado de evolução (85). 

Nos pacientes DO1619 e DO1765 não foi detetado Porphyromonas 

gingivalis nem Filifator alocis, podendo tratar-se de doença periodontal em fase 

de tratamento ou controlada. 
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Conclusões 

Este estudo permitiu a caracterização bem-sucedida de uma amostra da 

população de pacientes com periodontite crónica avançada na clínica dentária da 

Universidade Católica Portuguesa tanto a nível sociodemográfico como 

microbiológico. Com a deteção molecular de periodonto-patógenos em saliva e 

biofilme, foi possível distinguir os pacientes DO1619 e DO1765 como prováveis 

casos de PCA tratada (sobre diagnóstico periodontal) devido à ausência do 

principal microrganismo na evolução da PCA, a Porphyromonas gingivalis. Para 

além disto foi possível, a partir de comparações com outros estudos, estabelecer 

uma correlação entre periodonto-patógenos e a periodontite crónica avançada, 

como é o caso mais específico da Porphyromonas gingivalis e Filifator alocis 

presentes em conjunto no biofilme de bolsas periodontais profundas. 

Com este estudo, é possível concluir que o tratamento periodontal não tem 

como objetivo eliminar os periodonto-patógenos da cavidade oral do paciente, 

visto estes fazerem parte do ecossistema desta, mas sim eliminar ou reduzir as 

bolsas periodontais dos pacientes de modo a que os periodonto-patógenos não 

tenham condições de organização em simbiose para continuar a evolução da 

doença periodontal em locais específicos como bolsas periodontais. 
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Anexo 1 - Declaração de consentimento informado 

Anexos 
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Anexo 2 - Questionário aplicado 

Questionário de Dadores 

1.1. Data de Nascimento_____/_____/_____ 

 

1.2. Género 

 Feminino 

 Masculino 

 

1.3. Dados Biométricos 

Altura _____ (cm)         Peso _____ (Kg)         Perímetro Abdominal _____ (cm) 

 

1.4. Etnia 

 Caucasiana 

 Negra 

 Asiática 

 Cigana 

 Outra __________________ 

 

1.5. Área de Residência 

 Aldeia 

 Vila 

 Cidade 

 

1.6. Estado Civil 

 Solteiro 

 Casado 

 Vive maritalmente 

 Viúvo 

 Divorciado 

 

1.7. Nível de Escolaridade 

 Básico (até ao 9º ano) 

 Médio (até ao 12º ano) 

 Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento 

 Outro ____________________________________________________________ 

 

1.8. Profissão ______________________________________________________ 
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2.1 Fuma ou já fumou? 

 Sim 

 Não 

 Ex-fumador 

 

2.2 Se é ex-fumador, há quantos anos deixou de fumar? _______ anos 

 

2.3 Se sim: 

Com que idade começou a fumar? _______ anos 

Quantos cigarros fuma por dia? _______ cigarros/dia 

 

3.1 Bebe bebidas alcoólicas? 

 Sim 

 Não 

 

Se sim, com que idade começou a beber? _______ anos 

 

 Frequência do consumo de álcool: 

 Ocasionalmente 

 Semanalmente 

 Socialmente 

 Diariamente 

 

3.2 Frequência do consumo de álcool: 

_______ Nº de copos de vinho / semana 

_______ Nº de cervejas / semana 

_______ Nº de digestivos / semana 

 

3.3 Deixou de beber? 

 Sim 

 Não 

3.4 Se sim, há quantos anos?  _______ anos 
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4.1 Grupo Sanguíneo 

 A 

 B 

 AB 

 O 

 Rh+ 

 Rh- 

 Não Sabe 

 

4.2 Toma regularmente medicamentos? 

 Sim  

 Não 

4.2.1 Se sim, refira-os:___________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

 

4.3 Tomou alguma medicação que não seja indicada acima nos últimos 30 dias? 

 Sim 

 Não 

4.3.1 Se sim, refira-a: ___________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

 

4.4 Tomou algum antibiótico nos últimos 3 meses? 

 Sim 

 Não 

4.4.1 Se sim, refira-o: 

 

4.5 Tomou corticosteroides nos últimos 30 dias? 

 Sim  

 Não 

 

4.6 Tomou bifosfonatos nos últimos 30 dias? 

 Sim 

 Não 
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4.7 Fez a vacina da gripe na última época Outono/Inverno? 

 Sim 

 Não 

 

4.8 Está grávida? 

 Homem 

 Sim 

 Não 

4.8.1 Se sim, de quantos meses? _______ meses 

 

4.9 Encontra-se na menopausa? 

 Sim 

 Não 

4.9.1 Se sim, há quanto tempo? _______ 

 

4.10 Há quanto tempo teve a última menstruação? _______ 

 

4.11 Toma anticoncecionais? 

 Sim 

 Não 

4.11.1 Se sim, qual? _____________________ 

 

4.12 Nos últimos 12 meses foi consultado por um médico? 

 Sim 

 Não 

4.12.1 Se sim, em que especialidade? ________________________________ 
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4.13 Qual a data das últimas análises que efetuou? _______/_______/_______ 

 

4.13.1 Foram encontrados valores anormais? 

 Sim 

 Não 

4.13.1.1 Se sim, quais? _________________________________________________ 

_____________________________________________________________________ 

 

4.14. Tem hipertensão? 

 Sim 

 Não 

 

4.15 Atualmente sofre de alguma efermidade? 

 Sim 

 Não 

4.15.1 Se sim, qual? _________________________________________________ 

 

4.15.2 Problemas Cardíacos 

 Doenças das artérias coronárias 

 Angina 

 Arritmias 

 Insuficiência cardíaca 

 Ataque cardíaco 

 Aneurisma da aorta 

 Doença cardíaca congénita 

 Doença cardíaca reumática 

 Outra 

 Não tenho 

 

4.15.3 Diabetes 

 Tipo 1 

 Tipo 2 

 Não tenho 

 

Análise Clínica  Valores 

Colesterol  
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Glicose  

Resistência à insulina  

Hemoglobina glicosilada  

AGEs  

HDL  

LDL  

Trigliceridos  

 

4.15.4 Doenças auto-imunes: 

 Doença de Crohn 

 Doença de Graves 

 Doença de Behçet 

 Síndrome de Sjogren 

 Outra 

 Não tenho 

 

 Doenças de sangue. Quais? ___________________________________________ 

 Doenças infeto-contagiosas. Quais? _____________________________________ 

 Doenças de fígado. Quais? ____________________________________________ 

 Doenças de estômago. Quais? _________________________________________ 

 Doenças Renais. Quais? ______________________________________________ 

 Epilepsia 

 Asma 

 Urticária 

 Sinusite 

 Acne 

 Outra _____________________________________________________________ 

 Não tenho 

 

4.16 É alérgico a algum medicamento ou dispositivo médico? 

 Sim 

 Não 

4.16.1 Se sim, qual? ____________________________________________________ 

 

4.17 É alérgico a algum alimento? 

 Sim 

 Não 
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4.17.1 Se sim, qual? ____________________________________________________ 

 

4.18 É alérgico a picadas de insetos? 

 Sim 

 Não 

4.18.1 Se sim, quais? ___________________________________________________ 

 

4.19 Foi sujeito a algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia? 

 Sim 

 Não 

4.19.1 Se sim, há quanto tempo? __________________________________________ 

 

4.20 História Familiar - Existem doenças na família como? 

 Doenças Cardíacas 

 Diabetes 

 Cancro 

 Não sabe 

 Outras 

 

 

Questionário Alimentação 

 

5.1. Utiliza azeite como principal gordura culinária? Sim (1) Não (2) 

5.2. Usa mais de 4 colheres de sopa de azeite por dia? Considere fritar, temperar saladas, 

refeições fora de casa, etc.).  Sim (1) Não (2) 

5.3. Come mais de 200g (1 porção) de hortícolas por dia?  Sim (1) Não (2) 

5.4. Come mais de 3 peças de fruta por dia (considere um sumo natural como uma peça de fruta.  

Sim (1) Não (2) 

5.5. Come menos que uma porção de carne vermelha por dia? Considerar 100-150g de carne ou 

produtos como presunto, salsicha, fiambre, etc. Sim (1) Não (2) 

5.6. Come menos que 12g de manteiga, margarina ou natas por dia? Sim (1) Não (2) 

5.7. Bebe menos que 1 bebida açucarada ou gaseificada por dia? Sim (1) Não (2) 

5.8. Bebe mais que 7 copos de vinho por semana? Sim (1) Não (2) 

5.9. Come leguminosas (favas, lentilhas, feijão ervilha, etc.) mais que 3 porções por semana? Sim 

(1) Não (2) 
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5.10. Come  peixe ou marisco (1 dose são 100-150 gramas de peixe ou seja 4-5 unidades ou 200g 

de marisco) mais que 3 porções por semana? Sim (1) Não (2) 

5.11. Come bolos ou outros produtos de pastelaria (biscoitos, bolachas, etc.) menos de 3 

vezes por semana? Sim (1) Não (2) 

5.12. Come oleaginosas mais de 3 vezes (nozes, amêndoas, amendoins) por semana? Sim (1) Não 

(2) 

5.13. Come preferencialmente frango, peru ou coelho em vez de vaca, porco ou salsichas? Sim (1) 

Não (2) 

5.14. Come hortícolas, massa, arroz ou outros pratos com refogados (molho de tomate, cebola, 

alho francês ou alho e azeite) mais que duas vezes por semana? 

Sim (1) Não (2) 

 

 

Geriatric Oral Health Assessment Index (GOHAI) 

 

 

Q1 Nos últimos 3 meses diminuiu a quantidade de alimentos ou mudou o tipo de alimentação 

por causa dos seus dentes? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q2 Nos últimos 3 meses teve problemas para mastigar alimentos? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q3 Nos últimos 3 meses teve dor ou desconforto para engolir alimentos? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q4 Nos últimos 3 meses mudou o seu modo de falar por causa dos problemas da sua boca? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q5 Nos últimos 3 meses sentiu algum desconforto ao comer algum alimento? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q6 Nos últimos 3 meses deixou de se encontrar com outras pessoas por causa da sua boca? 
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Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q7 Nos últimos 3 meses sentiu-se satisfeito ou feliz com a aparência da sua boca? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q8 Nos últimos 3 meses teve que tomar medicamentos para passar a dor ou o desconforto da 

sua boca? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q9 Nos últimos 3 meses teve algum problema na sua boca que o deixou preocupado? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q10 Nos últimos 3 meses chegou a sentir-se nervoso por causa dos problemas na sua boca? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q11 Nos últimos 3 meses evitou comer junto de outras pessoas por causa de problemas na boca? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

Q12 Nos últimos 3 meses sentiu os seus dentes ou gengivas ficarem sensíveis a alimentos ou 

líquidos? 

Sempre Algumas vezes Nunca 

 

 

 

 

 

------------------------------------------------PARE AQUI--------------------------------------------------- 
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Status Dentário e Higiene Oral 

6.1 Índice CPO 

 
   55 54 53 52 51 61 62 63 64 65    

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28 

                

                

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38 

   85 84 83 82 81 71 72 73 74 45    

 

C ___ P ___ O ___ = _____ 

 

 

6.2 Índice de Higiene Oral - Total _______ (%) 

 

6.3 Periodontal Screening Record (PSR) 

1ºQ 2ºQ 3ºQ 

   

6ºQ 5ºQ 4ºQ 

   

Sangramento à sondagem (BOP): _______% 

6.4 Diagnóstico Periodontal: _____________________________________________ 

 

 

Score Criteria 

0 Periodontal health 

1 Bleeding on probe (BOP) 

2 Dental calculus detected during probing, iaterogenic margin and/or BOP 

3 Periodontal pocket 3,5-5.5 mm  

4 Periodontal pocket 6 mm or more 

* Periodontal abnormalities present (furcation involvement, tooth mobility, gingival recession, muco-gingival problems) 

 

Observações: 
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Anexo 3 - Questionário alimentação. 

Código de 

Quartzy 

Utiliza azeite 

como 

principal 

gordura 

culinária? 

Usa mais de 4 

colheres de 

sopa de 

azeite por 

dia? 

Considere 

fritar, 

temperar 

saladas, 

refeiçoes f... 

Come mais 

de 200g (1 

porção) de 

hortícolas 

por dia? 

Come mais de 

3 peças de 

fruta por dia 

(considere um 

sumo natural 

como uma 

peça de fruta. 

Come menos 

que uma 

porção de 

carne 

vermelha por 

dia? 

Considerar 

100-150g de 

carne ou 

produtos 

com... 

Come menos 

que 12g de 

manteiga, 

margarina ou 

natas por 

dia? 

Bebe menos 

que 1 bebida 

açucarada ou 

gaseificada por 

dia? 

D01607 Sim Sim Sim Sim Não Sim Sim 

DO1608 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

D01609 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

D01611 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

DO1612 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

DO1613 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

DO1614 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

DO1615 Sim Sim Não Sim Sim Sim Sim 

D01616 Sim Não Não Sim Não Não Sim 

D01617 Sim Não Sim Sim Não Não Sim 

D01618 Sim Não Sim Sim Não Não Sim 

D01619 Não Não Não Não Sim Sim Sim 

D01620 Sim Não Não Não Sim Sim Não 

D01765 Sim Não Não Sim Sim Sim Sim 

D01766 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Não 

D01768 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

D01769 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

D01770 Sim Não Sim Sim Não Sim Sim 

D01772 Sim Não Não Não Não Sim Sim 

D01771 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

D01773 Sim Não Sim Não Sim Não Sim 

D01774 Sim Não Sim Não Não Sim Sim 

D01775 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

D01889 Sim Não Não Não Não Sim Não 

D01890 Sim Não Sim Não Sim Não Sim 

D01891 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

D01892 Sim Não Sim Sim Sim Sim Sim 

D01893 Não Não Sim Não Sim Sim Sim 

D01894 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 
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Bebe 

mais que 

7 copos 

de vinho 

por 

semana? 

Come leguminosas 

(favas, lentilhas, 

feijão ervilha, 

etc) mais que 3 

porções por 

semana? 

Come  peixe 

ou marisco 

(1 dose são 

100-150 

gramas de 

peixe ou 

seja 4-5 

unidades 

ou 200g de 

marisc... 

Come bolos 

ou outros 

produtos de 

pastelaria 

(biscoitos, 

bolachas, 

etc) menos de 

3 vezes por 

seman... 

Come 

oleaginosas mais de 

3 vezes (nozes, 

amendoas, 

amendoins) por 

semana? 

Come 

preferencialmente 

frango, peru ou 

coelho em vez de 

vaca, porco ou 

salsichas? 

Come 

horticolas, 

massa, 

arroz ou 

outros 

pratos 

com 

refogados 

(molho de 

tomate, 

cebola, 

alho 

franc... 

Score 

Não Sim Não Não Sim Sim Sim 10 

Não Não Não Não Sim Sim Sim 9 

Não Sim Sim Não Sim Não Sim 10 

Não Não Sim Sim Não Não Sim 9 

Não Sim Não Não Não Sim Sim 9 

Não Sim Não Sim Não Não Sim 10 

Não Sim Não Não Sim Sim Sim 11 

Não Não Não Não Não Sim Sim 8 

Sim Sim Não Sim Não Sim Sim 8 

Não Sim Não Sim Não Sim Sim 8 

Não Sim Não Sim Não Não Sim 7 

Não Sim Sim Não Não Sim Sim 7 

Sim Não Não Sim Sim Sim Sim 8 

Não Sim Sim Sim Não Sim Sim 10 

Não Sim Sim Não Não Sim Sim 10 

Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 14 

Sim Sim Sim Não Não Sim Sim 12 

Não Sim Sim Sim Não Sim Sim 10 

Não Sim Sim Não Não Sim Sim 7 

Não Não Sim Não Não Sim Sim 9 

Não Não Não Sim Não Sim Não 6 

Não Não Sim Não Não Não Não 5 

Não Sim Sim Sim Sim Sim Sim 12 

Não Sim Não Sim Não Não Sim 5 

Não Sim Não Sim Sim Não Sim 8 

Não Sim Sim Sim Não Não Sim 11 

Não Não Sim Sim Sim Sim Não 10 

Não Não Sim Sim Não Não Sim 7 

Não Sim Não Não Sim Sim Sim 11 
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Anexo 4 – Protocolo de Recolha de Saliva Estimulada  
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(A recolha microbiana deverá ser realizada em bolsas periodontais profundas que 

apresentem sinais clínicos de doença periodontal) 

• Abrir, suavemente, a bolsa gengival com a ajuda de um instrumento 

estéril, como sonda ou pinça. Inserir cone de papel esterilizado até sentir 

alguma resistência durante 10 /30 segundos.  

• Retirar o cone de papel com o cuidado de não tocar em nenhuma das 

outras superfícies da boca para não haver contaminação. 

• Guardar o cone de papel no eppendorf.  

• Processar as amostras o mais depressa possível ou congelá-las 

imediatamente.   

Anexo 5 - Protocolo de colheita de biofilme 
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Anexo 6 - Protocolo de Isolamento de DNA 

 

 

 

Standard Operating Procedures 

Isolamento de DNA 

  Lab 

SOP-010 Data: 27 Outubro 2016 Versão 1.0 

 
Objetivo 

Obter ácidos nucleicos de amostras de saliva ou biofilme oral. 

 

1. Equipamento 

• Bloco de aquecimento 

• Agitador magnético 

• Vortex  

• Micropipetas  

• Centrifuga 

 

2. Material 

• Pontas de 200µl e 1000µl 

• Tubos eppendorf 1,5ml 

(todo o material deve estar previamente autoclavado) 

 

 

3. Reagentes  

• InstaGene Matrix® Bio-Rad 

 

4. Segurança 

• A utilização de luvas é obrigatória durante todo o procedimento 
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5. Procedimento 

Volume de amostras inicial ideal de 1 ml (possível até cerca de 200µl) 

Antes de iniciar o protocolo ligar o bloco de aquecimento a 56ºC. 

1. Centrifugar 1 min. a 10000-12000 rpm. Remover sobrenadante. 

2. Adicionar 200µl de InstaGene Matrix a pellet e incubar entre 15-30 min a 56ºC. 

(pipetar os 200µl com pipeta de 1000, com o reagente em agitação). 

3. Vortex máximo durante 10 seg. Incubar durante 8 min a 100ºC. 

4. Vortex máximo durante 10 seg. centrifugar a 10000-12000 rpm durante 2-3 

min. 

5. Armazenar a -20ºC o sobrenadante sem tocar no pellet para um novo tubo.  

 

Anexo 7 - Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Reagentes para a reação de PCR 

• NZYTaq 2x Green Master Mix da nzytech 

• Primers (10 μM) 

• DNA (100 ng) 

• Água desionizada esterilizada 

Protocolo da reação de PCR  

 

• 5 µl de amostra adicionar 45µl de master mix, (10 Mg2+, 50 mMGCl, 

dNTPs, Primer específico 1 µl foard e primer reverse 1µl, Taq). 

• Colocar as amostras no termociclador respeitando o seguinte programa: 

o Desnaturação inicial 10 min a 95ºC; 

o Desnaturação 30 seg. 95ºC; 

o Annealing 1 min 60ºC a 30 seg: 

o Extensão do primer a 72 ºC durante 1 min; 

o Extensão final 72º C 10 min. 

• Repetir a sequência 32 vezes  

*depende dos primers 
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Anexo 8 - Eletroforese em gel de agarose. 

 

Preparação de gel de agarose a 1% 

1. Pesar 0,6 g de agarose (Biorad®). 

2. Colocar num recipiente com 60 ml de TAE 1x. 

3. Aquecer 2 minutos no micro-ondas até dissolver. 

4. Aguardar que arrefeça ligeiramente e adicionar 1,2 µl de brometo de etídio 

e misturar. 

5. Verter o líquido para o suporte previamente colocado na base. 

6. Aguardar entre 20 a 30 minutos até que solidifique. 

 

Corrida de eletroforese 

1. Colocar aproximadamente 1L de TAE 1x na tina de eletroforese. 

2. Colocar o gel na tina de eletroforese. 

3. Carregar cada amostra e o marcador (ladder I nzytech) nos respectivos 

poços. 

4. Colocar a tampa e correr a 80V durante 40 minutos. 

5. Observar o resultado no transiluminador (luz UV). 

6. Fazer um registo fotográfico e respectiva legenda. 

 


