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Resumo

Introducdao: A periodontite crénica avangada tem caracteristicas muito
especificas, sendo a evolucdo desta dependente do estado de saude oral e
periodontal do paciente, resultantes de fatores biologicos, habitos de higiene e
saude, genética e idade dos individuos. No entanto, o fator de maior importancia
para a evolucao da patologia periodontal é a presenca de periodonto-patégenos
responsaveis por se aproveitarem do estado periodontal fragilizado.

O objetivo deste estudo foi a caracterizagdo do biofilme periodonto-patogénico
numa amostra da populacéo de pacientes com periodontite crénica avancada da
UCP através da avaliacdo da saude oral e periodontal e da detegcdo molecular de

periodonto-patégenos especificos da PCA na saliva e no biofilme.

Materiais e Métodos: Uma amostra de 29 individuos foi estudada, constituindo-
se o grupo de controlo com 10 pacientes totalmente saudaveis e o grupo teste
com 19 pacientes com periodontite crénica avancada. Foram adotadas 3
estratégias para recolha de dados: questionario para recolha de dados
sociodemograficos, avaliagao clinica da saude oral e periodontal e recolha de

saliva e biofilme dentéario.

Resultados: O estado saudavel do grupo controlo foi confirmado tendo em conta
a auséncia de doenca periodontal, sendo que estes apenas estdo presentes em
pacientes do grupo teste. O indice médio do CPO-d total do grupo controlo foi de
7 + 4,137, ao contrario do grupo teste onde o indice médio do CPO-d total de
15,11 £ 9,11. Porphyromonas gingvalis e Filifactor alocis foram detetados no
biofilme de pacientes com PCA sendo possivel realizar uma confirmagcédo nao

clinica da patologia nestas amostras.

Conclusao: No caso dos individuos com PCA, é observada a presenca de
doenca periodontal instalada, através da presenca de bactérias especificas desta
periodontite no biofilme das bolsas periodontais do grupo teste, fazendo com que

a recolha e andlise de biofilme seja de maior confianga.

Palavras-Chave: saliva; saude oral; periodontite crdnica avangada; biofilme

dentario; periodonto-patégenos.
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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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Introducao

1. Saude Periodontal

Saude periodontal é o conjunto do estado de perfeita funcao da denticéo,
conforto, estabilidade do periodonto e bem-estar fisico e psicologico do paciente,
tendo em conta que a estabilidade apenas pode ser verificada por um médico
dentista (1).

Um periodonto saudavel é aquele em que nao existe perda de insercao
quando se realiza sondagem, constituindo este fator a principal norma para
diferenciar o estado de doenca do periodonto (1,2). No entanto, apenas a
auséncia de perda de insercao nao é suficiente para o individuo ser considerado
periodontalmente saudavel, dado que outros fatores biol6égicos como perda
0ssea, observada radiograficamente, e/ou grau de inflamacéo, medido através do
sangramento a sondagem (BOP) (3), precisam ser inexistentes, sendo que a
profundidade a sondagem deve estar compreendida entre 1 e 3mm para que se
possa considerar o individuo saudavel a nivel periodontal (3—6).0 diagnéstico
periodontal, varia entre saude periodontal, gengivite ou periodontite, sendo a
ultima o estado mais grave das doencas periodontais, admitindo-se assim uma

alteragao da saude do periodonto (7-9).

Segundo a American Academy of Periodontology (AAP) (10), deve ser
sempre realizada uma avaliagdo exaustiva da histéria clinica médica e dentaria
do paciente, de modo a serem identificadas situacdes que possam facilitar a
evolucao de uma patologia periodontal, tendo também em atencdo a principal
queixa que resultou na visita ao consultério dentario. Para o paciente ser
considerado periodontalmente saudavel, estruturas externas, tecidos e estruturas
intraorais, dentes ou os seus substitutos, radiografias atualizadas, indice de
higiene oral, estado dos tecidos moles, profundidade de sondagem, relacdes
mucogengivais e graus de furca devem ser observados, sendo que qualquer
achado clinico deve ser documentado e posteriormente explicado ao paciente,
assim como as hip6teses de tratamento e as consequéncias de nao realizar este
(6,10).



1.1. Periodonto

O periodonto, constituido por alvéolos dentarios, ligamento periodontal,
cemento e gengiva, tem como principal objetivo a manutencdo das pecas
dentarias firmemente no mesmo sitio. Quando qualquer um destes constituintes
nao se encontra no seu estado saudavel, toda a saude periodontal do individuo é
afetada, seja por perda Ossea referente aos alvéolos dentarios, perda de

ligamento periodontal referente a insercdo ou inflamacao referente a gengiva

(11).

1.2. Periodontite

A periodontite € relatada como sendo uma doenca inflamatoria e
progressiva, caracterizada principalmente pela destruicdo dos tecidos
periodontais de suporte, consequente perda 6ssea, podendo resultar na perda da
peca dentaria (8,12,13). E considerada doenca periodontal quando pelo menos
um ponto na arcada dentaria apresenta 1mm de perda clinica de insercao
(attachment loss) em conjunto com 4mm ou mais de profundidade de bolsa

periodontal (14).

Apesar das parecencas histopatolégicas com a gengivite, clinicamente a
periodontite diferencia-se desta devido a perda de ligamento periodontal e
disrupcao da sua ligacao ao cemento, assim como reabsorcdo do 0sso alveolar
concorrente com a presencga de inflamacgao gengival (15). A periodontite resulta
da extensao do processo inflamatério, que se inicia na gengiva para os tecidos
periodontais levando assim a formacao de bolsas periodontais e a uma maior
facilidade assim de acumulagao de placa bacteriana (16).

Periodontite agressiva e periodontite cronica sdo diagndsticos possiveis
para individuos com doencas periodontais de diferente caracter evolutivo. Por um
lado, a periodontite agressiva é associada a individuos mais jovens com
evidéncias de quebra periodontal recente, ndo sendo conhecido o estado atual de
atividade da doenca, nem a diferenca de tempo entre o inicio de sinais
caracteristicos desta e o seu inicio biolégico. Por outro lado, a periodontite
cronica é o diagnéstico maioritario para a doenca periodontal em adultos, que
pode ndao mostrar sinais de progressao durante cinco ou seis anos em 85% dos



pacientes, mesmo apds primeiro tratamento de controlo ou sem qualquer tipo de
tratamento (15).

A periodontite crénica trata-se da doenca periodontal mais comum em
adultos, podendo ser classificada quanto a sua extensdo e quanto a sua
severidade. Periodontite cronica localizada e generalizada referem-se a extensao
da doenca, enquanto que periodontite cronica leve, moderada e avangcada se
referem a severidade desta relacionada com a perda de inserg¢ao (17). Segundo,
a Academia Americana de Periodontologia (AAP) (15), a periodontite crénica
localizada afeta até 30% das arcadas dentarias enquanto que a generalizada
afeta mais de 30% destas (18,19). A periodontite crdnica leve traduz-se numa
perda clinica de insercao de 1-2mm, perda de 3-4mm € caracteristica da
periodontite crénica moderada e por fim a periodontite crénica avancada, com
uma perda clinica de inser¢do de 5mm ou superior (17).

1.3. Epidemiologia da periodontite

Segundo Nazir, (20), prevé-se que 20-50% da populagdo mundial sofra de
doenca periodontal (20), sendo esta avaliagdo baseada no indice Periodontal
Comunitario (CPI), que determina o dano causado pela doenca 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 a prevaléncia das doencas orais (23), a periodontite em
Portugal mostrou ser mais presente em individuos adultos de 65-74 anos,
estimando-se 29,5% de individuos periodontalmente saudaveis, 39,4% com
hemorragia a sondagem, 12,3% de bolsas periodontais entre 4-5mm e 3,0% de
bolsas periodontais = 6mm (23).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) mantém uma base de dados
atualizada sobre a distribuicdo mundial da doenca periodontal por pais e grupo
etario usando o CPI, base de dados na qual Portugal n&o esta incluido (24,25).



Esta base de dados da WHO mostra um estudo nacional no Camboja em
2011 (24), estipulou, para a mesma faixa etaria de 65-74 anos, 2% de individuos
periodontalmente saudaveis, 1% com hemorragia a sondagem, 52% com
calculos, 24% bolsas periodontais entre 4-5mm e 21% com bolsas periodontais =
6mm. Um estudo no Japao também em 2011 (24), estimou 11% de individuos
periodontalmente saudaveis, 10% com hemorragia a sondagem, 26% com
calculos, 36% bolsas periodontais entre 4-5mm e 16% com bolsas periodontais =
6mm. Ainda outro estudo na india em 2011 (24), obteve 0% de individuos
periodontalmente saudaveis, 0% com hemorragia a sondagem, 37% com
calculos, 37% bolsas periodontais entre 4-5mm e 26% com bolsas periodontais =
6mm (24).

A nivel Europeu, apenas 2 paises da base de dados da WHO mostraram
valores de saude periodontal superiores a Portugal (29,4%), com valores de 44%
e 63%, tratando-se da Hungria e Eslovaquia respetivamente, sendo que no que
toca as bolsas periodontais, para estes 2 paises, os valores mantém-se proximos
aos de Portugal, apresentando a Hungria 16% de bolsas periodontais entre 4-
5mm e 3% = 6mm. A Eslovaquia 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
individuos periodontalmente saudaveis para a faixa etaria estudada, se situa

acima da média a nivel mundial (23).



1.4. Etiologia da periodontite

A periodontite, vista como uma doenca infeciosa (26,27) durante anos, é
agora relacionada com o resultado da interacdo complexa entre infecao
bacteriana e resposta imunitaria (28) resultando numa resposta exacerbada por

parte do hospedeiro (7).

Esta infecAdo € causada por varias espécies bacterianas como:
Agregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia e Treponema denticola (29,30). Estas alojam-se em varios nichos da
cavidade oral como a superficie do dente, o sulco gengival, ou mucosas orais
(31). Caso estas bactérias nao sejam devidamente removidas através de uma
boa higiene oral ou ajuda médica dentaria ocorre uma resposta inflamatéria por

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

Essa resposta inflamatoéria € composta por varios elementos entre os quais
estdo as células do sistema imunitario, que, libertando citocinas como a
prostaglandina E2 (PGE2), interleucina IL-18, IL-6, ou fator de necrose tumoral
(TNF-a) através de células presentes no epitélio gengival juncional e no tecido
conjuntivo como os fibroblastos e macrofagos combatem a infecdo. Apds a
libertacdo das citocinas, as células T e B segregam imunoglobulinas e antigenos
especificos, sendo enzimas como as metaloproteinases da matriz (MMP-8, MMP-
9 e MMP-13) produzidas pelas células do sistema imunitario e por osteoclastos
que consequentemente levam a degradacdo do tecido conjuntivo e do osso
alveolar (31,33,34). Uma libertacdo continua de MMP’s, devido a estimulacao dos
fibroblastos e osteoclastos por parte da PGE2, leva a destruicdo da matriz 6ssea
que se reflete numa perda de insercao dentéaria, afetando a remodelacdo e
degradacao do periodonto (31,35,36).

Varios fatores de risco afetam o desenvolvimento da doencga periodontal,
como genética (37,38), idade (14,28), status socioeconémico (39), consumo de
alcool (27) e tabaco (40—42), higiene oral (27), e relagdo com doencas sistémicas
como diabetes mellitus e problemas cardiovasculares (43). Quanto a este ultimo
fator, sabe-se que existe uma correlacdo bidirecional sendo que segundo Yu e
colaboradores (44) o risco de desenvolvimento de patologias cardiovasculares

mostrou-se mais provavel ocorrer no sexo feminino com periodontite ja instalada.



1.5. Periodontite Cronica Avancada

Embora existam varios graus de periodontite cronica: leve, moderada e
avancada, este trabalho de monografia ira incidir sobre a ultima, tratando-se esta
de uma patologia permanente com alteracbes patolégicas nao reversiveis,
requerendo longos periodos de observacao, controlo e cuidados (12) tratando-se
da mais comum das formas destrutivas de doenca periodontal em adultos (45). E
uma patologia caracterizada por inflamagdo gengival aguda, presenca de
calculos infra gengivais, recessoes gengivais, sangramento a sondagem (BOP),
normalmente superior a 30%, elevados graus de mobilidade dos elementos
dentarios, uma perda clinica de insercao igual ou superior a 5 mm (17), perda de
suporte da peca dentaria, bolsas periodontais com profundidades superiores a
4mm, assim como elevada presenca de placa bacteriana por toda a estrutura

dentéria (7,12,13,20,21).



2. Saliva como fluido diagnéstico de periodontite

A saliva € um fluido oral proveniente das glandulas salivares, responsavel
no auxilio de varios processos como a manutencao da homeostasia e saude oral,
percegcado do paladar, digestdo de comida constituindo ainda um mecanismo de
defesa contra microrganismos patogénicos (47). E conhecido que a saliva reflete
as variacoes locais e sistémicas (48), pois permite o estudo de moléculas como o
acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA). metabdlitos, proteinas
e do microbioma (49), sendo atualmente usada, entre outras areas, para o
diagnéstico da doenca periodontal e outras doencas orais (48,50). Esta apresenta
um protocolo de recolha seguro, nao invasivo e acessivel quando comparado
com o sangue (31).

Imunoglobulinas (Ig) sdo importantes fatores de defesa, também presentes
na saliva, distribuidos por diferentes classes. As que mais influenciam o
microbioma oral s&o a IgA, IgG e IgM interferindo com a adesao das bactérias ou
inibindo o metabolismo destas tratando-se IgA como a principal responsavel por

esta acdo (31).

Pacientes com doenca periodontal mostram uma concentracdo salivar
mais elevada de IgA, IgG e IgM, especificos para patégenos periodontais em
comparacao com pacientes saudaveis (31). Pacientes que recorrem a tratamento
periodontal mostram niveis das imunoglobulinas referidas anteriormente
extremamente reduzidos, sendo assim, a triagem salivar, especialmente para o
IgA tem sido discutido como uma possivel técnica ndo invasiva para sinalizacao
de individuos com risco de desenvolver doenca periodontal ou a responderem a
uma infecao periodonto-patogénica (31).

No entanto, apesar da possivel detecdo da periodontite através de
imunoglobulinas, existe uma ferramenta padrao para pesquisa e diagnostico nao
clinico em periodontologia, tratando-se esta da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (51). A PCR, tratando-se de uma técnica in vitro, permite a amplificagéo 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, fluido
crevicular gengival e saliva (52). Cada ensaio da técnica de PCR requer a
presenca de DNA modelo, primers, nuclebtidos e DNA polimerase (51,53).



O modelo de DNA é a sequéncia alvo conhecida que precisa de ser
amplificada. Primers sao pequenas sequéncias unicas de acidos nucleicos
(oligonucleétidos) selecionados para se emparelharem especificamente a um
acido nucleico alvo (54). DNA polimerase é a enzima chave para a replicagéo do
DNA que une os nucleétidos individuais para formar o produto final da PCR e
desta maneira amplificar as sequéncias alvo do DNA (51).

A recolha de amostras de saliva, seguida de isolamento de DNA e
posterior analise com a técnica de PCR permitem uma rapida identificacdo de
bactérias periodontais. Este método é a principal ferramenta para pesquisa e
diagnéstico ndo clinico da periodontite devido a facilidade de quantificacao,
sensibilidade elevada, analise rapida, precisdo, reprodutibilidade, controlo de
guantidade e menor contaminagéo (51,55).



3. Biofilme na detecao de periodontite

3.1. Biofilme na Periodontite

s

Biofilme subgengival é descrito por Chandki (30) como sendo uma
comunidade microbiana indefinivel associada com a superficie de um dente,

neste caso, situado apicalmente a margem gengival.

Através da reacao de PCR, é possivel identificar os periodonto-patégenos
de modo a confirmar o estado da doencga periodontal pois o biofilme tem como
sua caracteristica a protecao de bactérias colonizadoras face a microrganismos
competidores, como os mecanismos de defesa do anfitrido da doenga, fazendo
com que seja possivel a confirmacdao da doenca periodontal ap6s diagndstico
clinico (30,51).

Para se explicar o facto de um certo nimero de microrganismos se
encontrar mais presente em locais com a doenca, Bessa e colaboradores em
2011 (9), observou que as bactérias patogénicas estdo dependentes de
mudancas no meio ambiente, ndo sendo necessdria uma etiologia especifica.
Esta dltima hipdtese explica que se um determinado local na cavidade oral
desenvolver condi¢cdes propicias para o crescimento de certas espécies
bacterianas, serdo produzidos fatores de viruléncia que com o decorrer do tempo

irdo provocar destruigao tecidular. (56)

O complexo equilibrio entre as espécies residentes na cavidade oral €
responsavel pela manutengdo de um estado de simbiose, ou seja, saudavel, ou
um estado de disbiose associado a doenca (47). Para existir periodontite num
individuo, tem que existir um estado de disbiose na sua cavidade oral, causado
muitas vezes por alteracbes bioldgicas na vida de uma pessoa afetando o
equilibrio das comunidades bacterianas (47). Fatores como disfuncdo das
glandulas salivares, fraca higiene oral, inflamacao gengival e escolhas de estilo
de vida incluindo alimentagdo e vicios gerem a evolucdo de um estado de
simbiose para um de disbiose, potenciando assim o surgimento de patologias
como a periodontite cronica avangada (47).

Uma comunidade microbiana em disbiose subverte a resposta imunitaria

do hospedeiro ao ponto de a maior parte do tecido lesado ser resultado de um



inapropriado e incontrolavel nivel de inflamacdo (57,58). As mudancas
inflamatérias no ambiente periodontal fazem com que este fique privado de
oxigénio, gerando condicoes perfeitas para o desenvolvimento de bactérias
anaerdbias associadas a periodontite, como a Porphyromonas gingivalis,
alterando o microbioma do seu estado de simbiose para disbiose (59,60).

A resposta inflamatéria desregulada por parte do sistema imunitario resulta
no fornecimento de nutrientes para as bactérias anaerdbias, continuando estas o
seu processo evolutivo promovendo o estado de disbiose do biofilme e disrupcao
tecidular, criando-se assim um ciclo patogénico propicio a evolu¢cdo da doenca

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), concluiram que, o biofilme oral é constituido por
diferentes complexos microbianos periodontais, que se baseiam na frequéncia de
recuperacao dos microrganismos (30). Entende-se por complexos microbianos as
associacdes especificas entre as varias espécies bacterianas que estao
presentes no biofilme subgengival podendo-se distinguir 5 complexos distintos
(29,30):

Complexo roxo constituido por: Actinomyces odontolyticus e
Veilonella parvula;

e Complexo amarelo constituido por: Streptococcus  mitis,

Streptococcus oralis e Streptococcus sanguis;

e Complexo verde constituido por: Eikenella corrodens, espécies de
Capnocytophaga, Campylobacter concisus e Aggreagatibacter

actinomycetemcomitans;

e Complexo laranja constituido por: Prevotella intermedia, Prevotela
nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter
gracilis, Eubacterium nodatun e Streptococcus constelattus;

e Complexo vermelho constituido por: Porphyromonas gingivalis,

Tannerella forsythia e Treponema denticola.

Estes complexos microbianos apresentam associag¢des entre si, sendo que
o complexo vermelho, por exemplo, € sempre observado com membros do
complexo laranja presentes, no entanto, o complexo laranja é observado sem ser
necessaria a presengca do complexo vermelho concluindo-se assim que o

complexo vermelho apenas se forma ap6s o complexo laranja (29).

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

constituem os diferentes complexos por imunohistoquimica, onde foi verificado
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que 0s microrganismos associados ao epitélio gengival pertencem ao complexo
vermelho ao contrario dos microrganismos associados a superficie do dente que

pertencem ao complexo amarelo, verde e roxo.

3.3. Complexo Vermelho associado a Periodontite Cronica Avancada

Segundo Bodet e colaboradores (63), Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola mostram uma elevada associagao
entre elas, estando estas bactérias, constituintes do complexo vermelho
fortemente relacionadas com estados avancados de doenca periodontal (63,64).
O complexo vermelho encontra-se ainda relacionado com a existéncia de bolsas
periodontais patolégicas e sangramento a sondagem, parametros essenciais para

o diagnéstico da periodontite (65).

Para além do complexo vermelho, em estudos recentes por Aruni e
colaboradores em 2014 (66) e 2015 (67) e Gongalves e colaboradores em 2016
(68), Filifator alocis tem sido detetada em pacientes com periodontite crénica
avancada. Este periodonto-patdégeno tem sido estudado como um indicador de
doenca periodontal em pacientes juntamente com periodonto-patdégenos
conhecidos do grupo vermelho, visto ndo ter sido detetada, ou detetada em
valores minimos, no biofilme e saliva de pacientes saudaveis, podendo-se

considerar uma bactéria especifica associada a periodontite.(67,69)
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3.3.1. Treponema denticola

Treponema denticola € uma bactéria com a forma de espiroqueta, gram-
negativa e estritamente anaerdbia, mével e altamente proteolitica envolvida na
etiologia de varias doencgas cronicas incluindo a periodontite crénica, assim como
outras formas da doenca periodontal (70). Na cavidade oral a presenca de
Treponema denticola é geralmente associada com doencas do periodonto, no
entanto, segundo Dashper e colaboradores (70), esta bactéria faz também parte
do biofilme oral normal de individuos saudaveis, embora em numero reduzido.
Aquelas que sdo associadas a doengas na cavidade oral ndo podem ser
consideradas patégenos francos, concluindo-se que as interagdes com outras
bactérias sao importantes para a evolugcado da patologia (70). T. denticola pode
existir sem P. gingivalis, no entanto, para que ocorra a colonizagao e presenca de

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

Segundo Mitchell e colaboradores (71), este periodonto-patégeno
apresenta varios fatores de viruléncia como, sistemas toxina-antitoxina,
dentilisina e transposases, sendo o de maior importancia a dentilisina. Esta ultima
€ uma protease ativa localizada na superficie de células, que contribui para a
progressdo da doenca periodontal através da disrupgdo da comunicagao
intercelular e degradacdao das proteinas da matriz celular do hospedeiro,
permitindo a penetracao por T. denticola nas camadas de células epiteliais (70).
Os sistemas toxina-antitoxina consistem numa toxina estavel, que inibe
componentes essenciais celulares, e uma anti-toxina, geralmente instavel, que
neutraliza a agdo da toxina necessitando de sintese constante (70). Segundo Kim
e colaboradores (72), estes sistemas estdo envolvidos em morte celular
programada e bacteriostase reversivel influenciando assim a formagdo de
biofilme, e desenvolvendo um mecanismo de resisténcia face a antibiéticos ou
outros medicamentos (73). As transposases sdo enzimas que fazem uma cépia
de uma porcao genética e a transferem para outro local no mesmo genoma
criando um clone dessa porcdo genética, podendo isto levar a uma extensa
reorganizagdo cromossomica podendo genes especificos de viruléncia serem

transferidos e multiplicados no mesmo genoma (71).
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As evidéncias, na periodontite cronica, de extensa penetracdo 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 biopsia do tecido periodontal lesado da zona de um canino mostraram
que a penetracao extensa por parte de T. denticola era possivel, potenciando,
todos estes fatores de viruléncia, a evolugdo da doenga periodontal.

3.3.2. Tannerella forsythia

Tannerella forsythia € uma bactéria anaerdbia, gram-negativa em forma de
bastonete associada mais frequentemente a gengivite, periodontite cronica e
agressiva do que a um estado saudavel, sendo, no entanto, detetada em cada
um destes estados. Este microrganismo possui varios fatores de viruléncia que
podem potenciar o desenvolvimento da doencga periodontal incluindo a producgéo
de uma protease tripsina-like degradando péptidos de pequenas dimensdes e
uma capacidade de penetracdo em células hospedeiras induzindo a sua
apoptose mostrando estes que a sua atividade é minima na patogénese da
doenca periodontal comparada aos fatores de viruléncia de P. gingivalis por
exemplo (75,76).

3.3.3. Porphyromonas gingivalis

Trata-se de uma bactéria estritamente anaerdbia, gram-negativa em forma
de bastonete revestida por uma capsula constituida por hidratos de carbono,
impedindo a opsonizagdo pelo sistema imunitario, inibindo assim tanto a
fagocitose por parte dos neutrofilos como a quimiotaxia dos leucécitos (77). P.
gingivalis possui outros fatores de viruléncia, como lipopolissacarideos que
causam reabsorcdao Ossea, fimbrias que afetam a aderéncia de bactérias a
membrana exterior, e colagenases que causam a destruicdo de tecido
periodontal, desencadeando respostas no hospedeiro que resultam em danos
gengivais e dsseos caracteristicos de doenca periodontal, tornando-a no principal

periodonto-patégeno 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 fermentagcéo de
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aminoacidos para producado de energia em bolsas periodontais profundas onde

0s niveis de agucar sao reduzidos.

Segundo Hajishengallis e colaboradores, em 2012, (80), entre varios
agentes patogénicos periodontais, P. gingivalis aparece como sendo um dos
principais agentes etiol6gicos na evolucao da doenca periodontal contribuindo em
grande parte para o desenvolvimento da periodontite crénica. 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 crénica (78). Segundo
Lafaurie (82), a prevaléncia de P. gingivalis na periodontite cronica varia entre
28% e 97%, tratando-se do microrganismo mais encontrado em diferentes
populacées com periodontite crénica. A presenca de P. gingivalis tem mostrado
entdo ser elevada em pacientes com periodontite, e indetetavel ou reduzida em

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

Devido a elevada associacao da presenca de P. gingivalis com o estado
de doenca periodontal avancado, prevé-se que ocorra uma interacdo com outros
membros do microbioma do hospedeiro, sendo sintetizados varios fatores
patogénicos, que, vao levar a progressao da lesdao periodontal. No entanto, é
desconhecida a forma como P. gingivalis comunica com as células do hospedeiro
de modo a que estas produzam moléculas biolégicas destrutivas desencadeando
a conversao de um estado de saude oral para um de doencga (78).

3.3.4. Filifator alocis

Filifator alocis € uma bactéria gram-positiva, anaerdbia que tem sido
identificada em peri-implantites, infecbes endodonticas e em pacientes com
periodontite agressiva localizada ao longo dos anos, no entanto recentemente
esta bactéria, que nao era reconhecida como um patégeno associado a
periodontite cronica, tem sido repetitivamente observada em elevados niveis
nesse mesmo tipo de periodontite (66,69). Segundo Aruni (66), a capacidade de
colonizagdo e a potencial viruléncia de F. alocis propde que esta seja incluida
como um novo indicador de doenca periodontal.

Riep e colaboradores, em 2009 (84), levantaram a questao do uso de P.
gingivalis, T. denticola e T. forsythia como marcadores especificos para
diferenciar estado de saude e doenca, baseando-se no facto de que existem
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poucas razdes para acreditar que bactérias de cultura facil contribuam mais para
o desenvolvimento de periodontite do que um organismo fastidioso como o
Filifator alocis que sé se desenvolve quando na presenca de nutrientes

especificos.

Filifator alocis apresenta varios fatores de viruléncia como evaséo
imunitaria, formacgao de biofilme e inducdo da secrecao de citocinas (66), fatores
estes que, segundo Aruni (85) devido a relacao molecular préxima aos fatores de
viruléncia de P. gingivalis, mostram uma elevada sinergia com este periodonto-
patdgeno, ocorrendo um aumento na formacao de biofilme e um aumento na
capacidade de aderéncia e invasdo em células epiteliais quando ambas estao
presentes. Estes resultados mostram que F. alocis tem fatores de viruléncia que
podem aumentar a sua capacidade de sobreviver e persistir na bolsa periodontal
podendo assim representar um enorme papel na doenga periodontal induzida por

infecdo (85).
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Objetivos

Objetivo Primario

e Caracterizacao do biofilme periodonto-patogénico numa amostra da
populacao de pacientes com periodontite cronica avancada da UCP.

Objetivos Secundarios

1. Detecao molecular de periodonto-patégenos em saliva e biofilme;

2. Estabelecer uma correlacdo entre algum(s) periodonto-patégeno(s) e
periodontite crénica avancada no biofilme e na saliva;

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

mais facil identificagdo do grau de risco de desenvolvimento de PCA.
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Materiais e Métodos
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Materiais e Métodos

1. Caracterizacao da populacao

1.1. Populacao em estudo

A populacdo observada neste estudo clinico foi constituida por 31
individuos, pacientes na clinica dentéria da Universidade Catolica Portuguesa —
Centro Regional de Viseu, sendo o grupo controlo constituido por 10 individuos
periodontalmente saudaveis e o grupo teste por 19 individuos diagnosticados

com periodontite crénica avangada.
1.1.1. Fatores de inclusao e exclusao da amostra
Foram aplicados os seguintes fatores de inclusao:

e Pacientes voluntarios da clinica universitaria da UCP, individuos em que
foram recolhidos os dois tipos de amostras, nomeadamente saliva e
biofilme;

e Prévia assinatura de consentimento informado.

Foram aplicados os seguintes fatores de exclusao:

e Amostras contaminadas com sangue;

e Recusa de recolha de amostras de saliva ou biofilme.

e Dois individuos foram excluidos do estudo devido a contaminagcdo da
amostra de saliva com sangue no caso da amostra 1767 e recusa na

recolha do biofilme no caso da amostra 1610.
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1.2. Questionario 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 questionario a cada participante com informacdes

sociodemograficas, alimentacao (86) e estado de saude.

Especificamente para a avaliacdo da adesao a dieta mediterranica foi
aplicado um questionario (Anexo 2), em que quando a soma do numero de
respostas afirmativas € superior ou igual a 10, de um total de 14, estas
correspondem a uma adesao a dieta mediterranica enquanto que inferior a 10

correspondem a uma dieta ndo mediterranica (86).

2. Avaliacao da saude oral

Materiais

Espelho Intraoral

Sonda Periodontal Click-Probe® | ‘4 :

Ortopantomdégrafo — Planmeca
pm 2002 ec proline manual

Planmeca Dimaxis rro
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Métodos

A saude oral de cada paciente foi avaliada tendo em conta os métodos e
os critérios de examinacao recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude
(25). As examinagbes e diagnéstico clinico do estado de saude oral foram
realizados por alunos do 5° ano do Mestrado Integrado em Medicina Dentéaria
(MIMD) da Universidade Catélica Portuguesa — Centro Regional de Viseu, sendo
validados por docentes responsaveis pela area de Periodontologia na clinica

dentaria universitaria.

No questionéario aplicado (Anexo 2) foi preenchida a alinea referente ao
indice CPO, incluindo nos dados registados o numero de dentes cariados,
perdidos e obturados em cada paciente usando um espelho intraoral para
observacao (Tabela ) (25). ApoOs realizada a observacdo de todas as pecas
dentarias foi obtido o indice CPO somando os dentes perdidos, cariados e
obturados, incluindo terceiros molares (25). Para além da observacao visual foi
ainda realizada a inspecao tatil das pecas dentarias assim como realizada uma
ortopantomografia a cada paciente pré-consulta recorrendo ao programa

Dimaxis.

Tabela | - Codigo Status Dentario

Cddigo Critério

Saudavel

Lesao cariosa

Restauracdo com carie

Restauracdo sem carie

Dente perdido por carie

Dente perdido (por outra razao)

Selante

Protese ou Implante

N&o erupcionado

Trauma

OV~ lw|INd|=|O

N&o registado
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Para avaliar a severidade e o grau de doenga periodontal (saudavel,
gengivite, periodontite), foi realizado o PSR em cada paciente apdés uma
sondagem periodontal a toda a cavidade oral usando uma sonda Click-Probe®
(87). Com a consequente avaliagdo do sangramento & sondagem, presenga de
calculos e recessbes atribuiu-se por fim um diagnéstico do estado periodontal

recorrendo também a radiografia panoramica para avaliacao da perda éssea.

Referente ao PSR, este classifica o estado do sextante avaliado em 5
possiveis graus que traduzem a saude periodontal do paciente, variando entre 0
(saudavel) e 4 (forma mais severa de periodontite) (Tabela 1l) (22). O estado
periodontal esta dividido em 4 graus sendo eles 1 — gengivite, 2 — leve, 3 —
moderada e 4 — avancada (Tabela lll) (87).
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Tabela Il - Valor do Registo Periodontal Simplificado (PSR) (22)

Valor | Critério

0 Saude Periodontal

1 Sangramento a sondagem (BOP)

Calculos detetados na sondagem, margem iatrogénica e/ou BOP

Bolsas periodontais com 3,5-5,5mm

Al W N

Bolsas periodontais 26mm

Presenca de anormalidades periodontais (envolvimento de furca,

mobilidade dentéria, recessao gengival, problemas muco-gengivais)

Tabela Ill - Parametros clinicos de severidade e diagnostico da periodontite
(17,88)

Graus Clinicos de . .
. Profundidade | Perda de | Envolvimento | Mobilidade
Severidade o
| aSondagem | Insergéo de furca Dentaria
Grau Classificacao
1 Gengivite 1-3mm - - -
Periodontite
2 4-5mm 1-2mm - -
Leve
Periodontite
3 5-6mm 3-4mm Grau 1 +
Moderada
Periodontite Grau2e
4 = 6mm =5mm ++
Avancada 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 . v
| A
Parafilme

Medidor de pH (Hanna

instruments)

Luvas, Mascara 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 Laboratério SalivaTec da Universidade
Catdlica Portuguesa — Centro Regional De Viseu. Este protocolo consiste na
recolha de amostras de saliva em pacientes que se encontrem idealmente em
jejum e nao tenham realizado qualquer procedimento de higiene oral pelo menos
1 hora antes da recolha. Comecou-se por adicionar gelo nos copos e de seguida
colocar o tubo de 50mL dentro destes, sendo que s6 se voltou a retirar o tubo
guando este foi armazenado. De seguida usou-se 25cm? de parafiime e dobrou-
se em 4 instruiu-se o paciente a colocar o parafilme dobrado na boca mastigar a
cada 2 segundos. Apds 30 segundos, a 12 acumulacdo de saliva foi descartada
para dentro do copo, sendo as acumulacdes 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 o0 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 Ultimo passo nao fosse
possivel proceder-se-ia ao armazenamento das amostras de saliva até estas
poderem ser processadas (89). Apds ser medido o pH e o fluxo salivar (volume
de saliva por minuto de recolha) das amostras, estas foram armazenadas a -80°C
para posterior utilizacdo na PCR.
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4. Recolha das amostras de biofilme
Materiais

(Ea mmiﬂm‘

e
Cone de papel esterilizado 1 \MW\M

ints
h RSS Absorben‘r paper pol

|50 COLOR-COPED
. Pointes e paplel

. puntas de pape!

~ pontas de parel

200

Eppendorf ou tubo de 1.5 mL

Sonda Periodontal

Arca congeladora -80°C

Luvas, Mascara e Bata gr———

28



Métodos

De seguida foi recolhido biofilme de 4 zonas da cavidade oral,
correspondentes as zonas com bolsas periodontais mais profundas. Com a ajuda
de um cone de papel esterilizado, ou, em casos de maior resisténcia face ao uso
do cone, de uma sonda periodontal para retirar o fluido crevicular presente nas
bolsas dos pacientes, sendo este posteriormente armazenado num tubo de 1,5
ml (eppendorf) com solugédo salina e colocado em gelo (89). As amostras foram
armazenadas a -80°C 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 andlise de outros estudos com a mesma, ou idéntica premissa na
detecado de periodonto-patégenos 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), disponivel no National Center for Biotechnology Information (NCBI), de
forma a validar a sua especificidade para cada espécie bacteriana em estudo e
auséncia de alinhamento para DNA humano. Foi obtida especificidade entre 94%

e 100% para cada espécie bacteriana.
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Tabela IV - Sequéncia de primers utilizados no estudo.

Temperatura

de annealing

Tamanho

esperado do

Par de Primer Sequéncia do primer Ref
fragmento
(C9) (pb)
/65ANA ACTCCTACGGGAGGCAG
_ 56 1049 (90)
universal CCGRGAACGTATTCACCG
AGGCAGCTTGCCATATCTGGG
Porphyromonas
o 57 404 (91)
gingivalis ACTGTTAGCAAVTACCGATGT
GCGTATGTAACCTGCCCGCA
Tannerella
_ 57 641 (91)
forsythia TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
AGAGTTTGATCATGGCTC
Treponema
_ 57 900 (91)
denticola | TCGGCACCGAAGCTCTTGCCCCGACAC
CAGGTGGTTTAACAAGTTAGTGG
Filifator alocis 55 594 (92)

CTAAGTTGTCCTTAGCTGTCTCG
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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 200ul e 1000yl

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 extracdo de ADN das amostras, utilizando o protocolo do
InstaGene Matrix® Bio-Rad, (Bio-Rad, USA, CA) que tem por base o método com
fenol cloroformio (Anexo 6). Para quantificacdo e verificagdo da qualidade do
ADN extraido foi realizada a leitura das absorvancias a 260 e 280 nm, num

espectrofotometro NanoVue plus®. (General Electric, USA, NY).
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7. Amplificacao de ADN em reacao de PCR

Materiais

CFX Connect Real Time-
System®

Primers

Micropipetas

NZYTaq 2x Green Master
Mix e

DNA bacteriano de cada amostra

Controlo positivo adquirido de um banco de culturas
para as estirpes 16sRNA, Porphyromonas gingivalis,

Tannerella forsythia e Treponema denticola.

Agua desionizada

L
esterilizada -
) -

Luvas e bata
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Métodos

As reacoes de amplificacdo de ADN (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
foram realizadas num termociclador, de modelo CFX Connect Real Time-
System®. As condigdes de amplificagdo foram definidas em fungdo da sequéncia
dos primers utilizados, e dos fragmentos que se pretendiam amplificar (93,94).

A reagédo de PCR foi realizada com NZYTaq 2x Green Master Mix num
volume final de 25 uL com 1 uL de ADN para cada amostra e os respectivos
primers a 10 uM. Foi realizada a amplificagdo com primers especificos para
verificar a presenca 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 200ul e 1000pl

TAE (solucao tampao)

Brometo de etideo

Transiluminador UV Vilber
Lournal

Marcador de peso molecular NZYTech
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Métodos

Para se verificar o resultado da reacdo de PCR os produtos de
amplificacdo foram corridos num gel de agarose (Bio-Rad®) a 1% realizado de
acordo com as instrucées do fabricante (Anexo 8). Foi adicionado brometo de
etidio ao gel para possibilitar a visualizacdo dos produtos de PCR num
transluminador com fonte de ultravioletas. Durante as corridas foi utilizado o
marcado NZYTECH Ladder | (Anexo 8).

9. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram registados em Excel e os testes estatisticos
realizados com o programa GraphPadPrism7.0. Para cada uma das variaveis foi
determinado se a distribuicdo da amostra era normal. Caso a amostra nao fosse
normal, realizava-se o teste de comparagdo nao paramétrico — teste nao
paramétrico de Mann Whitney. Todos os testes foram utilizados considerando um

erro alfa de 5%.

36



37



38



39

Resultados



40



Resultados

1. Caracterizacao da populacao
1.1. Caracterizacao sociodemografica

A populacdo observada neste estudo foi constituida por 31 individuos,
pacientes na clinica dentaria da Universidade Catolica Portuguesa, sendo que 2
deles foram excluidos, um por ndo comparéncia na recolha de biofilme e outro

porque as amostras biologicas recolhidas estavam contaminadas com sangue.

Na Tabela V sdo apresentados os dados sociodemograficos relativos a
populagdo em estudo. E possivel constatar que a maioria (62%) é do sexo
masculino e que a idade média é de 52 anos. Relativamente a dieta, esta é
maioritariamente ndo mediterranica (55%). E ainda importante salientar que 86%
da amostra ndo tem habitos tabagicos e que a maioria reside no meio urbano
(55%).

Tabela V - Caracterizagdo sociodemografica e estilo de vida dos individuos
(n=29).

Caracteristicas % individuos

Género
Feminino 37,93
Masculino 62,07

Idade por género Min. — Max. (Média +
Geral DP)
Feminino 21 — 83 (52,095 +
Masculino 12,625)

21 —71 (51,36 + 9,28)
23 - 83 (52,83 + 15,97)

Tipo de dieta
Mediterranica 44,82
Nao mediterranica 55,18
Habitos Tabéagicos
Fumador 10,35
Nao Fumador 86,21
Ex-Fumador 3,44
Local de residéncia
Rural 44,83
Urbano 55,17
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1.2. Saude Sistémica da populacao

Na Tabela VI sdo descritos os dados referentes a saude 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 sdo para a amostra inteira de 29 pacientes,
sendo que os problemas de salde sao comuns ao grupo com patologia
periodontal. Na Figura 1 esta representado um aumento na taxa de diabéticos
para 16% mostrando que estes sdo mais prevalentes no grupo teste do que no
de controlo, 0 mesmo sendo observado na Figura 2, onde a prevaléncia da
hipertensdo aumenta para 42% e finalmente, na Figura 3, para pacientes com
todo o tipo de problemas cardiovasculares a prevaléncia destes aumenta para
53%. O grupo de controlo é totalmente saudavel, tendo em conta os problemas
de saude sistémica observados, como demonstram a Figura 1, 2 e 3.

Tabela VI — Caracterizacao da saude sistémica auto reportada dos individuos
(n=29).

Caracteristicas % individuos
Diabetes

Diabético 10,34

Tipo 1 6,89

Tipo 2 3,45

Nao Diabético 89,66
Hipertensao

Hipertenso 27,59

Nao hipertenso 72,41

Cardiovascular
Com patologia cardiovascular | 34,48
Sem patologia cardiovascular | 65,52
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DIABETES (N=29) DIABETES (N=19) DIABETES (N=10)

m Diabéticos m®N&o Diabéticos m Diabéticos ®mN&o Diabéticos m N3o Diabéticos

16%
0
g% 100%

Figura 1 - Prevaléncia da diabetes. a) prevaléncia da
diabetes na amostra total; b) prevaléncia da diabetes
em individuos com PCA; c) prevaléncia da diabetes
em individuos saudaveis

HIPERTENSAO (N=2¢ HIPERTENSAO (N=19) {IPERTENSAO (N=10)

m Hipertensos  mNao Hipertensos mHipertensos mNao Hipertensos m N3o Hipertensos

Figura 2 - Prevaléncia da hipertensao. a) prevaléncia
da hipertensdao na amostra total; b) prevaléncia da
hipertensdo em individuos com PCA; c) prevaléncia
da hipertensao em individuos saudaveis.
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PROBLEMAS
CARDIOVASCULARES
(N=29)

m Presentes mAusentes

PROBLEMAS

m Ausentes

PROBLEMAS
CARDIOVASCULARES
(N=19)

mPresentes mAusentes

b)

CARDIOVASCULARES (N=10)

Figura 3 - Prevaléncia de problemas cardiovasculares. a)
prevaléncia de problemas cardiovasculares na amostra
total; b) prevaléncia de problemas cardiovasculares em
c) prevaléncia de problemas

individuos com PCA;
cardiovasculares em individuos saudaveis.
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2. Avaliacao oral

2.1,

Avaliacao periodontal

Na Tabela VIl estdao descritos os valores resultantes do exame clinico

periodontal do grupo de controlo (saudavel) 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 — Avaliagdo periodontal observada na totalidade da amostra (n=29).

Codigo | 'n0® | 0ee | lnaice | acwe | Incie® | SR | PSR | PSR | PSR [ PSR | PSR | ., | Diagnéstico
Quartzy c P 0 CPO Placa 12Q | 2°Q | 3°Q | 4°Q | 5°Q | 6°Q 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 Saudavel
D01773 3 0 4 7 32 0 0 0 0 0 0 0 Saudavel
D01774 0 4 0 4 30 2 0 0 0 0 0 0 Saudavel
D01775 0 3 11 14 30 0 0 0 0 0 0 2,13 Saudavel
D01889 1 0 3 4 32 0 0 0 0 1 0 2 Saudavel
D01890 0 0 10 10 31 0 0 0 0 0 0 1,13 Saudavel
D01891 0 4 6 10 20 0 0 0 0 0 0 2,34 Saudavel
D01892 0 0 1 1 34 0 0 0 0 0 0 3,12 Saudavel
D01893 0 0 3 42 1 2 1 2 0 0 0,73 Saudavel
D01894 0 2 4 6 27,8 0 0 0 0 1 0 2,08 Saudavel
Valor médio 78,47% 39,91% PCA
Valor médio 29,88% 1,853% | Saudavel
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Na Figura 4, quanto indice CPO-d Total, o grupo com patologia periodontal
apresenta um valor médio de 15 dentes, com valor maximo de 32 e minimo de 4,
estes valores sdo mais acentuados devido aos dentes perdidos. Por outro lado,
no grupo saudavel os valores mais elevados sdo devidos a dentes restaurados,
com um valor médio de 7 dentes, maximo de 14 e minimo de 1. Com o teste de
Mann Whitney verificou-se que as diferencas de valores s&o estatisticamente
significativas (p=0.0115).

CPO

PCA | Saudavel
n (29) 19 10
CPO-T Minimo 4 1
Percentil 25% 8 3.75
Mediana 12 6.5
40 - Percentil 75% 23 10.25
Maximo 32 14
° Média 15.11 7
30 - Desvio padrao 9.1 4.137
®ee Erro da média padrdo | 2.09 | 1.308
95% IC menor 10.71 | 4.044
95% IC maior 195 | 9.959
20+
ol, o
1 o - Tabets Anshinads Indice CPO tots
L thd Colana B Saudavel
Vi, Vs
® Colana A PCA
0 . .' Teste Mann Whilney
P yphue 0.0115
\ |_P yalue exato ow aproximado? Exato
[ P Resumo P yglue :
Q O [ Sigrificativamente diferente (P<0.05)7 m
D
Y
Figura 4 - indice CPO Total de pacientes do grupo teste (PCA) e do grupo controlo (saudavel)
(n=29).
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# de dentes

A Figura 5 constitui os dentes cariados avaliados pelo indice CPO-d,

sendo que o grupo com patologia periodontal apresenta um valor médio

aproximado de 2 dentes, minimo de 0 e maximo de 9 dentes. O grupo saudavel

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

maximo de 3. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as diferengas de

valores sao estatisticamente significativas (p=0.0165).

PCA | Saudavel
n (29) 19 10
= Minimo 0 0
Cariados Percentil 25% 0 0
Mediana 2 0
Percentil 75% 3 0.25
10- Maximo 9 3
®
® Media 2.316 04
® Desvio padrao 2.75 0.9661
Erro da meédia padrao | 0.6308 | 0.3055
Ch 95% IC menor 0.9904 | 0.2911
95% IC maior 3.641 1.091
®
0+ ° ° '&‘ Tabela Analisada Dentes Cariados
(CPO-C)
Coluna B Savdavel
V. Vs.
Coluna A PCA
'5 T Y Teste Mann Whitney
N P yalue 0.0165
c} Qeo P yalue exato ou aproxsmado? Exato
Q ob’a Resumo P yalue .
_Swrficativamente diferente (P<0.09)? Sim

f,’b

Figura 5 - indice CPO-C de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29).
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# de dentes

A Figura 6 constitui os dentes perdidos avaliados pelo indice CPO-d,

sendo que o grupo com patologia periodontal apresenta um valor médio

aproximado de 12 dentes, minimo de 3 e maximo de 28 dentes. O grupo

saudavel apresenta um valor médio aproximado de 2 (1.6) dentes, minimo de 0

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

diferencgas de valores sao estatisticamente significativas (p < 0.0001).

PCA | Saudavel
n (29) 19 10
Perdidos T 3 5
Percentil 25% 5 0
Mediana 10 1
30+ Percentil 75% 23 3.25
Maximo 28 4
Média 12.32 16
204 Desvio padrao 8851 | 1.776
Erro da média padrao | 2.031 | 0.5617
95% IC menor 8.05 | 03292
10- 95% IC maior 16.58 | 2.871
Tabela Anaksada Dentes Perdicdos
0- cPoP) |
Coluna B8 Saudavel
v, Vs,
Coluna A PCA
'1 0 4 T Teste Mann Whitoey
\ P yalus <0.0001
e P yalue exato ou aproximado? Exato
Q('v~ 6’8’ Resumo P yalue e
O Sim
gb

Figura 6 - indice CPO-P de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29).
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# de dentes

A Figura 7 constitui os dentes obturados (restaurados) avaliados pelo

indice CPO-d, sendo que o grupo com patologia periodontal apresenta um valor
médio aproximado de 0 (0.4737) dentes, minimo de 0 e maximo de 4 dentes. O

grupo saudavel apresenta um valor médio aproximado de 5 dentes, minimo de 0

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

diferencas de valores sao estatisticamente significativas (p < 0.0001).

Obturados

PCA Sauda
vel
n (29) 19 10
Minimo 0 0
Percentil 25% 0 2.5
Mediana 0 4
Percentil 75% 0 8.5
Maximo 1 11
Média 0.4737 5
Desvio padrio 1.073 3.682
Erro da média padrio 0.2462 1.164
95% IC menor -0.04365 2.366
95% IC maior 0-991 7.634

Tabela Analisada

Oentes Obturados
(CPO-O)

Coluna B Saudivel
Vs Vs
Coluna A PCA
Teste Mann Whitney
'5 ] ] P value < 0.0001
P value exato ou Crato
aproximado?
Q(’V 6%“6 Resumo P value '
o\) Significativamente Sim
S diferente (P < 0.05)?

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

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

maximo observado de 100% e minimo de 36.6%, por outro lado o grupo saudavel

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

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

diferencgas de valores sao estatisticamente significativas (p < 0.0001).

indice de Higiene

150+ Oral
100+
504
o .
0 T T
> N®
Q o

PCA Sauda
vel
n (29) 19 10
Minimo 36.6 20
Percentil 25% 59.72 25.85
Mediana 82 30.5
Percentil 75% 100 32.5
Maximo 100 a2
Meédia 78.47 29.88
Desvio padrio 21 6.444
£rro da média padrio 4.818 2.038
95% IC menor 68.34 25.27
95% IC malor 88.59 34.49
Tabels Analisada Dentes Obturados
(CPO-0)
Coluna 8 Savdavel
Vs, Vs
Coluna A PCA
Teste Mann Whitney
P value « 0.0001
P value exato ou Exato
aproximado?
Resumo P value s
Significativamente Sim

diferente (P < 0.05)?

Figura 8 - indice 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 saudavel 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 sdo comuns a
todos os constituintes deste grupo, sendo que no grupo com patologia periodontal
o valor médio é 3, sendo 0 maximo 4 e o minimo 1 numa amostra de 10 pessoas.
No grupo saudavel o valor médio é 0 (0.2) dentes sendo 0 maximo 1 e o minimo
0. Com o teste de Mann Whitney verificou-se que as diferencas de valores sao

estatisticamente significativas (p < 0.0001).

PCA Saudivel
n (29) 19 10
Minimo 1 ©
Percentil 25% 2.5 0
PSR Mediana 3 0.08333
Percentil 75% 3.25 0.25
Maiximo 4 1
2]
) 51
D Média 2832 0.2
: Desvio padrio 0.7359 0.322
E Erro da média padrio 0.1688 0.1018
° 4- .
g 95% IC menor 2478 | -0.03037
95% IC maior 3.187 0.4304
o ) ® g0
© 34 (XX X
4 g ole L Tabels Analisada PSR
O
u 2 - Coluna B Saudivel
° . Vs. Vs.
—— L J Coluna A PCA
T
N
g 1 - . Teste Mann Whitney
m P value < 0.0001
w 0 P value exato ou Exato
1 aproximado?
m \ Resumo P value Mt
c“ qe Significativamente Sim
Q 6@ diferente (P < 0.05)?
o

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 a sondagem (BOP), mostra que o

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

um valor maximo observado de 83.33% e minimo de 3.12%, por outro lado o

grupo saudavel apresenta um valor médio de 1.853%, com um valor maximo

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

que as diferengas de valores séo estatisticamente significativas (p < 0.0001).

-

o

o
]

80+

60+

40+

20+

o

Sangramento a Sondagem

Sangramento a Sondagem (%)

PCA Sauddvel

n (29)

19 10

Minkmo

312 0

Percentil 25%

18.42 0.5475

Mediana

32.53 2.04

Percentil 75%

58.3 2.53%

Maximo

$3.33 5

Media

39.91 1853

Desvio padrio

25.64 1.551

Erro da média padrbo

5.482 0.4778

95% IC menor

27.55 0.7721

95% IC malor

52.77 2934

Tabels Analsadas Sangramento & Sond:‘m (B0P)
Cohra B Saudavel

Vs, Vs

Coluna A PCA

Teste Mann Whitney

P value « 0.0001

P valwe exato ov Crato
aprowemado?

Resumo P value L.
Sigrificativamente Sem

dierente (P < 0.05)7

Figura 10 - Sangramento a sondagem (BOP) de pacientes do grupo teste e do grupo de

(n=29).
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2.2. Parametros da Saliva

Na Tabela VIIl e Figuras 11 e 12 sdo apresentados os dados do pH da
saliva e do fluxo salivar dos individuos observados. Verifica-se que os pacientes
com PCA tém tendéncia a apresentar um fluxo salivar menor (1471 uL) do que o
dos pacientes sem patologia periodontal (2226 uL), embora as diferengas néo
sejam estatisticamente significativas (p=0,1014). Verifica-se pela figura que ha
um valor outlier em cada um dos grupos, no entanto, a remog¢ao dos mesmos da
analise ndo alterou os resultados. Na Figura 11, na qual estdo representados os
dados do pH das amostras, os valores sao muito proximos uns dos outros, sendo
a diferenca de médias minima, constatando-se que os pacientes com PCA
apresentam um pH salivar meédio ligeiramente superior (pH 7,989) ao pH salivar

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

Tabela VIII — Parametros da saliva na totalidade da amostra (n=29).

: CONDICAO
CODIGO QUARTZY FLUXO (pL/MIN) PH 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 21429 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 21429 7,3 PCA
1771 2066,7 7,74 Saudavel
1773 1666,7 8 Saudavel
1774 6153,8 7,57 Saudavel
1775 1515,2 7,32 Saudavel
1889 1076,9 8,35 Saudavel
1890 2840,0 8,41 Saudavel
1891 19429 8,18 Saudavel
1892 1300,0 8,01 Saudavel
1893 2300,0 7,84 Saudavel
1894 1400,0 7,73 Saudavel

VALOR MEDIO 1471 7,989 PCA

VALOR MEDIO 2226 7,915 Saudavel
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Figura 11 - pH salivar de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29).
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Figura 12 - Fluxo salivar de pacientes do grupo teste e do grupo de controlo (n=29).
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3. _Periodonto-patégenos na saliva e biofilme dentario

3.1. Periodonto-patégenos na saliva

Na tabela IX estdo descritos os resultados para a presenga ou auséncia,
na saliva, de periodonto-patégenos especificos da PCA, verificando-se que todos
os periodonto-patdgenos estudados foram detetados tanto em pacientes
saudaveis 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 — Presenca (x) dos periodonto-patdégenos na saliva para cada individuo
(n=29).

Cadigo 16S Tannerella Treponema Porphyromonas Filifator
Biobanco forsythia denticola gingivalis alocis

)
pd
>

DO1607
DO1608
DO1609
DO1611
DO1612
DO1613
DO1614
DO1615
DO1616
DO1617
DO1618
DO1619
DO1620
DO1765
DO1766
DO1768
DO1769
DO1770
DO1772
DO1771
DO1773
DO1774
DO1775
DO1889
DO1890
DO1891
DO1892
DO1893
DO1894

CA

DR[| XX XX XX > X[ XX
XXX ([X

P

b
b

XXX X

XXX (X

X[ X

Vé

SAUDAVEL

DK X[ XKD DX XXX | X[ X XK DK [ XX [ D[ DX > [ XX | > DK XX [ X[ XXX [ X [ >
DK X[ XKD DX X[ DX | X[ X XK DX [ X[ X[ DX 3 [ XX | > DK XX [ X[ XXX [ X[ >
DX X[ XXX X[ X XX XX DX X[ X XX DX [ X[ X[ DX | X[ XX | > XX XX [ X[ XXX [ X[ >
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3.2. Periodonto-patogenos no biofilme

Na Tabela X estao descritos os resultados para a presenca ou auséncia,
no biofilme, de periodonto-patégenos especificos da PCA, verificando-se que
todos os periodonto-patdgenos estudados foram detetados tanto em pacientes
saudaveis como em pacientes com patologia periodontal a excecao 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 — Presenca (x) dos periodonto-patégenos no biofilme de cada individuo

(n=29).

Cadigo
Biobanco

16S

)
pd
>

Tannerella
forsythia

Treponema
denticola

Porphyromonas
gingivalis

Filifator
alocis

DO1607

DO1608

DO1609

DO1611

DO1612

DO1613

DO1614

DO1615

DO1616

CA

DO1617

DO1618

P

DR[| XXX X[ > > | >

DO1619

DO1620

DO1765

DO1766

DO1768

DO1769

DO1770

XXX

DO1772

DK X XXX XX DK XX X[ XXX XX [ X[ X[ XX [ X[ >

XX [X([X|X| |X

DO1771

DO1773

DO1774

DO1775

7

DO1889

X[ X|X

DO1890

DO1891

DK 3X DX DX DX DX D D[ XD 3| X[ X XX XX > | > X[ XX [ > [ X
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DO1893
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Discussao

A andlise de dados é essencial para uma diferenciacdo, a nivel
microbiolégico, de um estado periodontal saudavel e de um com doenca
periodontal instalada. O estado de saude e de doenca periodontal serédo
relacionados com o tipo de populacao estudada, avaliagdo da cavidade oral com
base em varios parametros e na presengca ou auséncia de patégenos

popularmente ligados a periodontite crénica avancada.

1. Saude sistémica e sociodemografica

Os resultados da caracterizacao populacional deste estudo mostram que a
maior parte dos individuos que aderiram ao estudo sdo do sexo masculino
(62,07%) apresentando este estudo uma percentagem um pouco mais elevada
do que os 48% normalmente analisados na populacao total e 42% na populacao
acima de 65 anos (95,96). As mulheres que participaram neste estudo
apresentam uma idade média praticamente igual a dos homens, devendo-se esta
proximidade ao facto de terem sido recolhidas amostras de dois grupos etarios
diferentes devido a extrema dificuldade em encontrar pacientes mais idosos sem
doencga periodontal instalada na clinica universitaria da Universidade Catélica
Portuguesa, fazendo com que as idades minimas e maximas de cada um dos

géneros apresente uma grande discrepancia.

A maior parte dos participantes do estudo refere uma dieta nao
mediterranica (55%) estando distribuidos tanto pelo grupo controlo como pelo de
teste equitativamente assim como os individuos que referem dieta mediterranica
indo isto contra os resultados do estudo de Schrdder, H e colaboradores (2011)
(97), no qual foi concluido que uma maior aderéncia a dieta mediterranica estaria
associada com um elevado risco de problemas cardiovasculares, algo que nao foi
observado neste estudo.
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A maior parte dos individuos habita numa zona urbana (55,17%) e sdo nao
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
distribuidas 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 evolugédo da
doenca periodontal estejam associados, nao foi possivel observar tal neste
estudo. No entanto, segundo um estudo de Chaffee e colaboradores (2016) (98)
podemos concluir que os individuos fumadores do grupo de controlo correrdo
mais riscos em desenvolver doenca periodontal do que os ndo fumadores pois
estes encontram-se mais propensos a desenvolver, na sua cavidade oral,

condicoes para periodonto-patdégenos se instalarem (98).

Quanto a saude sistémica, a maior parte dos individuos (89,66%) relatou
ndo ser diabético, nao hipertenso (72,41%) e sem patologias cardiovasculares
(65,52%), sendo que estes resultados variam bastante dos valores da populacao
portuguesa (99), onde 23,8% sofrem de diabetes, 71,3% sao 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 nao somente o grupo teste, onde todas as patologias estdo presentes, sendo

assim amenizados 0s numeros reais.

O grupo de controlo é um grupo aparentemente saudavel em todos os
aspetos, nao apresentando qualquer individuo diabético, com hipertensao ou
qualquer outro problema cardiovascular. O grupo teste por outro lado, ja
apresenta valores mais proximos e em alguns pontos mais graves do que a
populacdo normal portuguesa (99) com 16% de diabéticos neste grupo, 42% de

hipertensos e 53% com problemas cardiovasculares (incluindo a hipertensao).
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2. Saude oral

Ambos os grupos foram avaliados quanto ao indice CPO-d, PSR, IP, BOP
com o objetivo de estabelecer uma relagdo de causalidade entre a periodontite
cronica avangada e um estado de saude oral deteriorado.

Ao analisar resultados do indice 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 apos perda de insercao clinica e continua higiene oral deficiente foi esfoliado
(3,13). O valor maximo observado no grupo controlo para o CPO-d total € de 14
dentes, tratando-se de casos em que grande parte dos dentes estao restaurados
(5 £ 3,682) e os dentes perdidos sdo os dentes do siso ou nenhum (1,6 = 1,776).
No entanto, os dentes perdidos sdo 0s que mais contribuem para a indice CPO-d,
sejam do siso ou nao, em paciente saudavel ou ndo, 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 sdo dentes obturados e nao perdidos nem
cariados nao lhe confere gravidade elevada. Por outro lado, o grupo teste
apresenta uma media do indice CPO-d total de 15,11 £ 9,11 colocando este
grupo ao mesmo nivel que a populacdo estudada por Calado e colaboradores
(23) em que a média era de CPO-d total era 16,17 £ 0,28.

Quanto ao indice de higiene oral foi possivel observar que os pacientes do
grupo de controlo apresentam baixos niveis de placa bacteriana com uma média
de 29,88 + 6,444, maximo de 42% e minimo de 20%, em comparagao com a
média de 78,47% * 21, maximo de 100% e minimo 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 avaliacdo da placa bacteriana ter sido realizada
numa consulta de controlo j& tendo ocorrido tratamento periodontal prévio
(12,18,21).
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Quanto ao sangramento a sondagem, caracteristico na periodontite
cronica avancada (15), o grupo controlo apresenta uma média de 1,853% =
1,551, em que o maximo 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 a 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 ultimo (22).

Tanto o indice de higiene oral, como o BOP, como o PSR nos ajudam a
diagnosticar clinicamente a doenca periodontal, e através da analise destes
dados e, analisando as médias de cada um deles, obtemos valores tipicos de um
caso de periodontite crénica avancada, tendo sido estes os valores observados

juntamente com ortopantomografia para diagnosticar a doenca periodontal.

3. Parametros da saliva: relacao com PCA

Para além de um agravar nos valores de IP, BOP e PSR, segundo Rosa e
colaboradores (32) com a evolugao da periodontite a producao de saliva também
é afetada, o que foi observado nos resultados deste trabalho através da analise
estatistica do fluxo salivar. O grupo controlo apresenta uma média bem superior
de fluxo salivar (2226 pL/min) comparativamente ao grupo teste (1471 pL/min)
comprovando assim, até numa amostra modesta que o fluxo salivar € afetado
assim como as defesas da cavidade oral em pacientes com periodontite crénica

avancada (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 saudaveis.
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4. Periodonto-patogenos na saliva e biofilme dentario

Neste estudo, ao analisar os resultados referentes a presenca de
periodonto-patbgenos na amostra total, foi possivel observar uma grande
diferenca entre os dois grupos. Quando foi analisada a saliva nao obtemos
especificidade quanto a doenca periodontal, pois todos os periodonto-patégenos
foram detetados tanto no grupo controlo como no grupo teste, ou seja, individuos
diagnosticados como saudaveis apresentam periodonto-patégenos especificos
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 saudaveis. Este facto pode ser
confirmado pelos estudos de Schmidt (83) e Aruni (66) que comprovam a
existéncia em baixos niveis de Porphyromonas gingivalis e de Filifator alocis na
cavidade oral de individuos saudaveis, no entanto se n&o existirem bolsas
periodontais estes ndo conseguem expressar os seus fatores de viruléncia (78).
Quanto a presenca de Treponema denticola e de Tannerella forsythia em
pacientes saudaveis, estudos de Dashper (70) e Ezzo (75), mostram que estes
microrganismos fazem parte do ecossistema oral saudavel, explicando-se assim
a presenca de T.denticola, T. forsythia, F. alocis e de P. gingivalis na saliva de
pacientes saudaveis neste estudo.

Quando se procedeu a analise do biofilme dentario nas bolsas,
Porphyromonas gingivalis e Filifator alocis ndo foram detetados em pacientes
saudaveis traduzindo-se isto num valor preditivo negativo na evolucdo da
patologia periodontal. Treponema denticola e Tannerella forsythia foram
detetados em pacientes saudaveis. No entanto, devido a serem detetados nesse
mesmo estado oral, com frequéncia (70,75,76), ndo é admitida gravidade face a
sua detecado. Se nao existir Porphyromonas gingivalis e Filifator alocis entao nao
existem fatores de viruléncia capazes de comunicar com T. denticola e T.
forsythia desencadeando a conversdao de um estado de saude oral para um de
doenca (78).
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Filifactor alocis foi escolhido para este estudo devido a sua relagéao
especifica com a doenca periodontal avancada progressiva comprovada em
estudos por Aruni (66,67,85,103). A sua presenca abundante no biofilme de
bolsas periodontais de individuos com a doenca pode ser usada como marcador
para o diagnéstico desta. Devido as suas caracteristicas unicas, Filifactor alocis
pode ser considerado um microrganismo com um papel fundamental na dinamica
da comunidade microbiana devido a capacidade de estabelecer ligacoes
sinergéticas com outras bactérias durante o estado de doenca (66,85).

Segundo Aruni e colaboradores (85), Filifactor alocis mostra uma grande
capacidade de maximizar os fatores de viruléncia de P. gingivalis. Ocorreu um
maior desenvolvimento de biofiime e uma maior capacidade de aderéncia e
penetracdo 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
doenca periodontal mais avancada que os outros em que tal microrganismo nao
foi detetado. Outra hipétese é a intervencdo de tratamento periodontal ja
realizado nos outros 9 pacientes do grupo teste ndo sendo detetado F. alocis mas
sim P. gingivalis, deste modo a doenca periodontal esta presente mas nao
apresenta risco elevado de evolugéo (85).

Nos pacientes DO1619 e DO1765 nao foi detetado Porphyromonas
gingivalis nem Filifator alocis, podendo tratar-se de doenca periodontal em fase
de tratamento ou controlada.
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Conclusoes

Este estudo permitiu a caracterizacdo bem-sucedida de uma amostra da
populagédo de pacientes com periodontite crénica avancada na clinica dentaria da
Universidade Catdlica Portuguesa tanto a nivel sociodemografico como
microbiolégico. Com a dete¢cdo molecular de periodonto-patégenos em saliva e
biofilme, foi possivel distinguir os pacientes DO1619 e DO1765 como provaveis
casos de PCA tratada (sobre diagnéstico periodontal) devido a auséncia do
principal microrganismo na evolucado da PCA, a Porphyromonas gingivalis. Para
além disto foi possivel, a partir de comparacdes com outros estudos, estabelecer
uma correlagdo entre periodonto-patégenos e a periodontite crénica avancgada,
como é o caso mais especifico da Porphyromonas gingivalis e Filifator alocis
presentes em conjunto no biofilme de bolsas periodontais profundas.

Com este estudo, é possivel concluir que o tratamento periodontal ndo tem
como objetivo eliminar os periodonto-patégenos 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-patégenos nao
tenham condicdes de organizacdo em simbiose para continuar a evolugdo da
doenca periodontal em locais especificos como bolsas periodontais.
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Anexos
Anexo 1 - Declaracao de consentimento informado

salivale€C - UCP
Laboratorio de Investigagao
Interdisciplinar em Saliva

UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA

DECLARAGCAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

INFORMAGAO AO DADOR DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Titulo do projeto de investigagio

Projeto de i que ira decorrer no SalivaTec (Laboratonodelnvesbgagao Interdisciplinar em Saliva) do
Departamento de Ciéncias da Salde da Universidade Catolica Portuguesa.

Objetivo do Estudo

A recolha de amostras biologicas humanas e seu posterior armazenamento no Biobanco de amostras do Instituto
de Medicina Molecular (IMM) da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa, pemutmarealmgaode
nmwmoManwmr*memommdemmem
maltplas areas da Salde. Contudo, esteob;eﬂvososerawnpndoeomaeolaboragaodosdoenﬁesedendwduos
saudaveis, atmsdadoagmdeMasbdogcasmesaaOQMMepmdasemmes
apropriadas de forma a serem utilizadas para futuros estudos. Caso o doente ou individuo saudavel efou o seu
representante legal decida participar, tera de fazer apenas os procedimentos habituais de uma consulta.

Procedimentos

No caso de concordar em participar neste projeto, ser-lhe-a colhida uma amostra biologica. A amostra
habitualmente solicitada sera realizada a partir da colheita de saliva. Para os individuos que estejam a realizar
exames diagnosticos ou que estejam a ser sujeitos a tratamentos cirlrgicos podera ser pedida autorizagdo para
odhahdempemmamnsﬁadom&endmmdodumﬁeopmeednmb(wmp«exenﬂom
removidos para biopsias ou removidos no decurso de cirurgias). Estas colheitas serdo efetuadas sem alterar os
procedimentos meédicos habituais e sem interferir com a rentabilidade diagnostica do procedimento ou com o
suoessodaomrgua Btaanbstaserapmadaancaﬁqoesmadaseasmfonmgoesdmcasmeh
relacionada ser3do introduzidas numa base de dados, passandoasuandennﬁcagaopessoalaestacodﬁcadae
ndo acessivel aos utilizadores das amostras.

A doacdo da amostra é voluntaria e revogavel, sendo que o dador, ou o seu representante legal, tem o direito de
retirar a amostra e/ou interromper a colaboragdo assim que achar conveniente, sem necessidade de justificacdo e
nao podendo ser descriminado por isso. O dador ou © seu representante legal devera manifestar por escrito a sua
vontade em retirar a3 amostra ou interromper a colaborag3o e nestas situagdes a amostra sera imediatamente
destruida.

O SalivaTec propoe-se armazenar as amostras biologicas e seus possiveis derivados tais como DNA e RNA nas
nswagoesdoeobancodolmmdemdmalbleeuar O SalivaTec ndo divulgara resultados envoivendo o
material biologico. No entanto, o dador podera escolher se quer ser informado dos resultados com potencial
relevancia para a sua salde. O pedido de resultados devera ser feito por escrito para o SalivaTec pelo dador ou
representante legal e deve ser expresso no consentimento informado.

Serdo cumpridas todas as normas éticas aceites intemnacionalmente para o uso de matérias biologicos para fins
deunvesngagao Todos os projetos que fizerem uso das amostras depositadas no Biobanco serdo submetidos a
Comissdo de Etica competente para a sua avaliagdo.

Identificag3o das amostras e Confidencialidade
AexisaéndadeumBbbanwweswp&eaeﬁsténdadembasededadoswmwohbnnagéodﬁcam
ao doente ou individuo saudavel. Apos a colheita, as amostras serdo identificadas por um codigo de forma a
preservar a privacidade.

Durmheodesenvol\mnemodeunprojebdeinvesﬁgagéo aeqdpadeimresﬁgaqéopoderé&efneeessidadede
recolhendotma@odoptocessodmcomaexeangaodoesmdo O anonimato sera, contudo mantido, ou seja
osdadoseonstantesdoseupmcessodlmeosefaofomee-dosaouweshgador mas sem qualquer identificag3o, ou
qualquer informagdo que permita saber a quem pertencem.

A descodificagdo apenas podera ser efetuada pelo médico (que sera o responsavel pela base de dados, de acordo
com a informagdo fomecida @ Comiss3o Nacional de Protecio de Dados - CNPD). em caso de absoluta
necessidade, por motivos de salide do dador e, a pedido deste, e sempre de acordo com as disposigdes legais em
wigor.
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Os dados serdo tratados confidencialmente, de acordo com a Lei, com os regulamentos e de acordo com as normas
éticas aprovadas pela Comiss3o de Etica da Universidade Catolica Portuguesa.

Os dados resultantes dos estudos realizados serdo alvo de publicacdo de uma forma andnima e agregada, em
termos de percentagens ou de dados numéricos, nunca individualmente.

Tempo de conservagao

As amostras serao conservadas por um periodo de 20 anos no Biobanco do Instituto de Medicina Molecular (IMM),
sob a responsabilidade da Equipa ligada ao SalivaTec, enquanto este estiver devidamente credenciado pelas
entidades competentes. As colegdes de amostras serdo avaliadas periodicamente, nomeadamente para aferir da
sua qualidade, podendo ser destruidas ou, findo o periodo da conservacio, poder-se-a solicitar a prorrogacdo da
conservac3o. Nestas condigdes excecionais o SalivaTec podera voltar a contactar os dadores.

Comunicagao e divulgagio de dados

Os dados genéticos e as amostras biologicas colhidas para fins de investigac3o cientifica podem ser transferidos
para outras organizagdes ou oentros de investigac3o, para fins de pesquisa e somente em projetos desenvolvidos
conjuntamente com o SalivaTec, mediante consentmento do participante expresso na declaracdo de
consentimento informado.

Possiveis Beneficios para os Participantes

Esta é uma doag3o altruista, n3o havendo por isso quakjuer compensacio para o dador. N3o se garante que este
estudo envolva quaisquer beneficios diretos para o participante. Se algum dos estudos puder ser relevante para a
salide do dador, este sera informado, se essa for a sua vontade expressa na declaragdo de consentimento
informado. Contudo, a sua participag3o proporcionara a aquisicdo de conhecimentos que poder3o vir a beneficia-
lo a si ou a terceiros no futuro.

Riscos fisicos previsiveis

Na maioria dos casos, 0s riscos e o desconforto associados serao minimos ou inexistentes. Nas colheitas
associadas a procedimentos com fins diagndsticos ou terapéuticos, 0s riscos e o desconforto ser3o os inerentes
ao procedimento em si. Em qualquer dos casos, o dador sera sempre antecipadamente informado dos riscos e
grau de desconforto associados aos procedimentos.

Participagao Voluntaria e Direitos de Abandono

O presumivel dador tera toda a liberdade para se recusar a participar no estudo ou retirar o seu consentimento,
suspendendo a participacdo em qualquer momento e, consequentemente, as amostras serd3o destruidas. A
participac3o & voluntaria e a sua recusa em participar ndo envolvera qualquer penalizagc3o ou perda de beneficios.
A recusa ou abandono n3o colocar3o em risco o direito a receber tratamento ou assisténcia médica, presentemente
ou no futuro.

O dador podera retirar 0 seu consentimento nas modalidades sem contacto futuro (as amostras poderdo ser
usadas nomalmente até se esgotarem, mas ndo serdo estabelecidos futuros contactos para a obtencdo de mais
amostras) ou sem uso futuro (n3o ser3o estabelecidos futuros contactos e as amostras serdo imediatamente
destruidas e os registos eliminados).

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

SalivaTec

Universidade Catélica Portuguesa

Tel. +351232419500 - Fax +351232428344

E-mail: mbarros@crb.ucp.pt

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
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Banco de amostras biologicas para fins de investigag3o biomédica

Investigador: Local de recolha:

Nome do dador:

NUmero de estudo do dador:

Eu, . portador do bilhete de
identidade/cartdo do cidaddo n.% [ ]. declaro ter tomado conhecimento e aceitar particip ar

neste projeto, defonnaacmmbu:paraamagaodeunbmcodemasbadogcascommﬁocma;aodnm
associada, para fins de investigac3o biomédica.
Aoewmamnmmbodogcasepuuzadaemprqewsdemwsngagaodemnsmdas
diagnosocopteeooe fatores de prognostico e novos alvos terapéuticos em multiplas areas da medicina. Poderea
revogar a autorizagdo para utilizagdo da minha amostra biologica e informagdo clinica em qualquer altura. O
objetivo do banco de amostras biologicas foi-me claramente explicado e foi-me dada a oportunidade de colocar
questdes sobre o seu funcionamento, bem como os procedimentos relativos a colheita e utilizagdo da minha
amostra biologica e dados a ela associados.

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

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

sm [ Nao[]

. Esta opgdo é para ser respondida apenas por participantes que ja cederam amostras biologicas
colhidas no ambito de outros projetos. Nestas circunstancias, autorizo a transferéncia para o Biobanco
das minhas amostras biologicas, previamente colhidas no 3mbito de outros projetos, de modo que elas
possam ser utilizadas em pesquisas futuras, incluindo estudos genéticos por investigadores portugueses
e estrangeiros, mas sem fins lucrativos;

sm [ nso [

. Estou consciente de que a minha participacdo € voluntiria e que posso em qualquer altura solicitar a
destruicdo das minhas amostras biclogicas, invalidando assim o consentimento informado prévio, sem
justificar, tendo recebido a garantia de que o meu pedido nd3o desenvolvera discriminag3o;

sm [J Nao[_]

. Declaro que quero conhecer resultados que possam ser relevantes para a minha salde.

sm [ Nio[ ]

. Autorizo ser contactado novamente pelo Biobanco para pedido de atualizag3o sobre a minha situacdo
clinica;

sim [] Nao[ ]
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. Autorizo o contactado do Biobanco a familiares meus para pedido autorizag3o de colheita de amostras
biologicas e/ou informagdo clinica;

sm [ nNso[]

Data Assinatura do Dador/Representante Legal

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

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

Discuti este estudo de investigac3o com o participante efou o seu representante legal, utiizando uma linguagem
compreensivel e apropriada. Informei adequadamente o participante sobre a natureza deste estudo e sobre os
seus possiveis beneficios e riscos, considerando que o participante compreendeu a minha explicagdo.

Data Nome do Investigador/ Médico Assinatura do Investigador/ Médico

Foi entregue um duplicado deste documento ao doente/representante legal.
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Anexo 2 - Questionario aplicado

Questionario de Dadores

1.1. Data de Nascimento / /

1.2. Género
O Feminino
O Masculino

1.3. Dados Biométricos
Altura (cm) Peso (Kg)

1.4. Etnia
QO Caucasiana
O Negra
Q Asiatica
QO Cigana
Q Outra

1.5.  Area de Residéncia
O Aldeia

Q Vvila

Q Cidade

1.6 Estado Civil
Solteiro
Casado

©)
©)
Q Vive maritalmente
Q Vidvo

Q

Divorciado

1.7. Nivel de Escolaridade
O Baésico (até ao 92 ano)
QO Médio (até ao 122 ano)

Perimetro Abdominal

Q Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento

QO Outro

(cm)

1.8. Profissao
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2.1 Fuma ou ja fumou?
Q Sim

O Nio

O Ex-fumador

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

2.3 Se sim:

Com que idade comecgou a fumar?
Quantos cigarros fuma por dia?

3.1 Bebe bebidas alcodlicas?

QO Sim
O Niao

Se sim, com que idade comecou a beber?

Frequéncia do consumo de dlcool:

Ocasionalmente
Semanalmente
Socialmente

00O

Diariamente

3.2 Frequéncia do consumo de alcool:
N¢ de copos de vinho / semana
N¢ de cervejas / semana

N¢ de digestivos / semana

3.3 Deixou de beber?

QO Sim
O Nio

3.4 Se sim, ha quantos anos? anos

anos
cigarros/dia

anos
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4.1 Grupo Sanguineo

a A

a s

AB

0]

Rh+

Rh-

Ndo Sabe

(I IR Wy N

4.2 Toma regularmente medicamentos?
Q Sim

Q Niao

4.2.1 Se sim, refira-os:

4.3 Tomou alguma medicacdo que nao seja indicada acima nos ultimos 30 dias?
Q Sim

Q Niao

4.3.1 Se sim, refira-a:

4.4 Tomou algum antibidtico nos ultimos 3 meses?

Q Sim
O Nio
4.4.1 Se sim, refira-o:

4.5 Tomou corticosteroides nos ultimos 30 dias?

QO Sim
O Nio

4.6 Tomou bifosfonatos nos ultimos 30 dias?

QO Sim
O Nio

91



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

QO Sim
O Nio

4.8 Estd gravida?

Q Homem

Q Sim

Q Niao

4.8.1 Se sim, de quantos meses? meses

4.9 Encontra-se na menopausa?

QO Sim
O Néo
4.9.1 Se sim, ha quanto tempo?

4.10 Ha quanto tempo teve a Ultima menstruac¢do?

4.11 Toma anticoncecionais?
QO Sim
O Niao
4.11.1 Se sim, qual?

4.12 Nos ultimos 12 meses foi consultado por um médico?
Q Sim
O Néo
4.12.1 Se sim, em que especialidade?
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4.13 Qual a data das ultimas andlises que efetuou?

4.13.1 Foram encontrados valores anormais?
QO Sim
O Niao
4.13.1.1 Se sim, quais?

4.14. Tem hipertensdo?

QO Sim
O Niao

4.15 Atualmente sofre de alguma efermidade?
Q Sim
Q Nio
4.15.1 Se sim, qual?

4.15.2 Problemas Cardiacos

Doencas das artérias coronarias
Angina

Arritmias

Insuficiéncia cardiaca

Ataque cardiaco

Aneurisma da aorta

Doenca cardiaca congénita
Doenca cardiaca reumatica
Outra

N3do tenho

I I Ny I Ny By Iy Ny By

4.15.3 Diabetes

QO Tipo1
Q Tipo 2
QO N3o tenho

Andlise Clinica Valores

Colesterol

93




Glicose

Resisténcia a insulina

Hemoglobina glicosilada

AGEs

HDL

LDL

Trigliceridos

4.15.4 Doengas auto-imunes:

(I I I Iy By

[ I Ny I Iy Ay N Iy Ay Ny By

Doenca de Crohn
Doenca de Graves
Doenca de Behget
Sindrome de Sjogren
Outra

Ndo tenho

Doencas de sangue. Quais?

Doencas infeto-contagiosas. Quais?

Doencas de figado. Quais?

Doencas de estdbmago. Quais?

Doencas Renais. Quais?

Epilepsia
Asma
Urticaria
Sinusite
Acne
Outra

N3o tenho

4.16 E alérgico a algum medicamento ou dispositivo médico?

QO Sim
O Nio

4.16.1 Se sim, qual?

4.17 E alérgico a algum alimento?

QO Sim
O Nio
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4.17.1 Se sim, qual?

4.18 E alérgico a picadas de insetos?

QO Sim
O Niao

4.18.1 Se sim, quais?

4.19 Foi sujeito a algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia?

QO Sim
O Nio

4.19.1 Se sim, ha quanto tempo?

4.20 Histéria Familiar - Existem doengas na familia como?

I W Ry Wy

Doencas Cardiacas
Diabetes

Cancro

Ndo sabe

Outras

Questionario Alimentagao

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

Utiliza azeite como principal gordura culinaria? Sim (1) Nédo (2)

Usa mais de 4 colheres de sopa de azeite por dia? Considere fritar, temperar saladas,
refeicdes fora de casa, etc.). Sim (1) Nao (2)

Come mais de 200g (1 porg¢do) de horticolas por dia? Sim (1) Nao (2)

Come mais de 3 pegas de fruta por dia (considere um sumo natural como uma pega de fruta.
Sim (1) Nao (2)

Come menos que uma porg¢ao de carne vermelha por dia? Considerar 100-150g de carne ou
produtos como presunto, salsicha, fiambre, etc. Sim (1) Nao (2)

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

Bebe menos que 1 bebida agucarada ou gaseificada por dia? Sim (1) Nao (2)

Bebe mais que 7 copos de vinho por semana? Sim (1) Nao (2)

Come leguminosas (favas, lentilhas, feijao ervilha, etc.) mais que 3 porgdes por semana? Sim

(1) Nao (2)
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5.10.

5.11.

5.12.

5.13.

5.14.

Come peixe ou marisco (1 dose sdo 100-150 gramas de peixe ou seja 4-5 unidades ou 200g
de marisco) mais que 3 por¢Ges por semana? Sim (1) Nao (2)

Come bolos ou outros produtos de pastelaria (biscoitos, bolachas, etc.) menosde 3
vezes por semana? Sim (1) Nao (2)

Come oleaginosas mais de 3 vezes (nozes, améndoas, amendoins) por semana? Sim (1) Nao
(2)

Come preferencialmente frango, peru ou coelho em vez de vaca, porco ou salsichas? Sim (1)
Nao (2)

Come horticolas, massa, arroz ou outros pratos com refogados (molho de tomate, cebola,

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

Sim (1) Nao (2)

Geriatric Oral Health Assessment Index (GOHAI)

Q1 Nos ultimos 3 meses diminuiu a quantidade de alimentos ou mudou o tipo de alimentacdo
por causa dos seus dentes?

SempreAlgumas vezes Nunca

Q2 Nos ultimos 3 meses teve problemas para mastigar alimentos?

SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

Q6 Nos ultimos 3 meses deixou de se encontrar com outras pessoas por causa da sua boca?
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SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

Q8 Nos ultimos 3 meses teve que tomar medicamentos para passar a dor ou o desconforto da
sua boca?

SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

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

SempreAlgumas vezes Nunca

Q12 Nos ultimos 3 meses sentiu os seus dentes ou gengivas ficarem sensiveis a alimentos ou
liqguidos?

SempreAlgumas vezes Nunca

PARE AQUI
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Status Dentario e Higiene Oral

6.1 indice CPO

Code  Criteria

Healthy

Carious lesion

Filled cavities with carie
Filled cavities without carie
Lost tooth by carie

Lost tooth (by other reason)

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

Sealant
Prosthesis or implant
Mot erupted

Trauma
Mot registered

0 — 00 = O Nl P o=k O

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

85 8 83 8 81 71 72 73 74 45

6.2 Indice de Higiene Oral - Total (%)

6.3 Periodontal Screening Record (PSR)

10Q 20Q 32Q

Sangramento a sondagem (BOP): %

6.4 Diagnostico Periodontal:

Score  Criteria

Periodontal health
Bleeding on probe (BOP)
Dental calculus detected during probing, iaterogenic margin and/or BOP

Periodontal pocket 3,5-5.5 mm

~ W N - O

Periodontal pocket 6 mm or more

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

Observacoes:
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Anexo 3 - Questionario alimentacao.

Usa mais de 4 Come menos
que uma
colheres de . ~
Come mais de porcao de
- . sopa de . Come menos
Utiliza azeite . Come mais 3 pegas de carne Bebe menos
azeite por . que 12g de .
L . como . de 200g (1 fruta por dia | vermelha por ; que 1 bebida
Cddigo de L dia? - . . manteiga,
principal . porgcdo) de | (considere um dia? . agucarada ou
Quartzy Considere , . margarina ou e
gordura fritar horticolas sumo natural Considerar natas por gaseificada por
culinaria? ! por dia? como uma 100-150g de . P dia?
temperar dia?
peca de fruta. carne ou
saladas,
. produtos
refeicoes f...
com...
D01607 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim
D0O1608 Sim Ndo Sim Sim Sim Sim Sim
D01609 Sim Nado Sim Sim Sim Sim Sim
D01611 Sim Nado Sim Sim Sim Sim Sim
DO1612 Sim Nado Sim Sim Sim Sim Sim
DO1613 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
DO1614 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
D01615 Sim Sim Ndo Sim Sim Sim Sim
D01616 Sim Nao Nao Sim Nao Nao Sim
D01617 Sim Nao Sim Sim Nao Nao Sim
D01618 Sim Nao Sim Sim Nao Nao Sim
D01619 Nao Nao Nao Nao Sim Sim Sim
D01620 Sim Nao Nao Nao Sim Sim Nao
D01765 Sim Nao Ndo Sim Sim Sim Sim
D01766 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao
D01768 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
D01769 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
D01770 Sim Nado Sim Sim Nao Sim Sim
D01772 Sim Nado Nao Nao Nao Sim Sim
D01771 Sim Nado Sim Sim Sim Sim Sim
D01773 Sim Nado Sim Nao Sim Nao Sim
D01774 Sim Nado Sim Nao Nao Sim Sim
D01775 Sim Nado Sim Sim Sim Sim Sim
D01889 Sim Nado Nao Nao Nao Sim Nado
D01890 Sim Nado Sim Nao Sim Nao Sim
D01891 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
D01892 Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim
D01893 Nao Nao Sim Nao Sim Sim Sim
D01894 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
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Come
Come peixe horticolas,
p. Come bolos massa,
ou marisco ou outros arroz ou
Bebe | Come leguminosas | (1 dose sdo Come Come
. . produtos de . . . outros
mais que | (favas, lentilhas, 100-150 . oleaginosas mais de | preferencialmente
v . pastelaria pratos
7 copos feijdo ervilha, gramas de . 3 vezes (nozes, frango, peru ou
R i R (biscoitos, com Score
de vinho | etc) mais que 3 peixe ou amendoas, coelho em vez de
- . bolachas, . refogados
por porgoes por seja 4-5 amendoins) por vaca, porco ou
. etc) menos de . (molho de
semana? semana? unidades semana? salsichas?
3 vezes por tomate,
ou 200g de
R seman... cebola,
marisc...
alho
franc...
Nao Sim Nao Nao Sim Sim Sim 10
Nao Nao Nao Nao Sim Sim Sim 9
Nao Sim Sim Nao Sim Nao Sim 10
Nao Nao Sim Sim Nao Nao Sim
Nao Sim Nao Nao Nado Sim Sim
Nado Sim Nado Sim N3o N3do Sim 10
Nao Sim Nao Nao Sim Sim Sim 11
Ndo N3do Ndo Nado N3o Sim Sim 8
Sim Sim Nao Sim Nado Sim Sim 8
Ndo Sim Ndo Sim N3do Sim Sim 8
Nao Sim Nao Sim Nao Nao Sim 7
Nao Sim Sim Nao Nao Sim Sim 7
Sim Nao Nao Sim Sim Sim Sim 8
Nao Sim Sim Sim Nao Sim Sim 10
Nao Sim Sim Nao Nao Sim Sim 10
Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 14
Sim Sim Sim Nao Nado Sim Sim 12
Nado Sim Sim Sim N3do Sim Sim 10
Nao Sim Sim Nao Ndo Sim Sim
Nado N3do Sim Nado N3do Sim Sim
Nao Nado Nao Sim Nado Sim Nado
Nado N3do Sim Nado N3do N3do N3do
Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim 12
Nao Sim Nao Sim Nao Nao Sim
Nao Sim Nao Sim Sim Nao Sim
Nao Sim Sim Sim Nao Nao Sim 11
Nao Nao Sim Sim Sim Sim Nao 10
Nao Nao Sim Sim Nao Nao Sim 7
Nao Sim Nao Nao Sim Sim Sim 11

100




Anexo 4 - Protocolo de Recolha de Saliva Estimulada

LATTILK A

Protocolo de Recolha de Saliva Estimulada

Tubeo falcon de % N3 l S S
| 50 mL submerso %ﬂwwsr i e
it submere 25cm _ | raRA \

Dwascartar 12 Continusrs

saliva mastigar 3 rada
scumulads para MEEE i oy
o ropo
Continuar o
“%‘E‘%i%pam o EI’GCEHHHE'IITEI
e d g minm:t:uﬁaté
cada 30 :
s atingir 5 mil
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VIT 5
CATONL s

==l

Protocolo de Recolha de Saliva Estimulada

As amostras devem ser recolhidas entre as 8h-10h de manha. Pedir aos dadores para
nao comerem, beberem ou terem qualguer procedimento de higiene oral pelo
@ menos 1h antes da recolha.

Aplicar o codigo correspondente a amostra no tubo de forma a evitar trocas.

@ Adicionar gelo nos copos e colocar o tubo de 50 mL dentro dos copos. Nao retirar o

tubo do copo com gelo, 50 retirando do copo quando for para armazenar.
@ Usar 25 cm?® de parafilme (4 quadrados) e dobra-lo ao meio 4 vezes.
@ Inserir o parafilme na boca e mastigar a cada 2 segundos.

Apds 30 segundos, descartar a 12 acumulacao de saliva para o copo e, depois disso,
@ cuspir para o tubo de recolha a cada 20 segundos.

Repetir este passo 9 vezes (duragdo de 5 minutos) ou até atingir um volume 5 mL.

@ Apos a recolha, tapar o tubo e colocar o copo numa caixa com gelo. O parafilme

pode ser descartado ou para o copo ou para a folha de parafilme.
Processar de seguida as amostras. Caso nao seja possivel processar as amostras

@imediatamente. Estas devem ser armazenadas a pelo menos -202C atée serem

processadas.
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Anexo 5 - Protocolo de colheita de biofilme

(A recolha microbiana devera ser realizada em bolsas periodontais profundas que

apresentem sinais clinicos de doenca periodontal)

® Abrir, suavemente, a bolsa gengival com a ajuda de um instrumento
estéril, como sonda ou pinca. Inserir cone de papel esterilizado até sentir
alguma resisténcia durante 10 /30 segundos.

® Retirar o cone de papel com o cuidado de ndo tocar em nenhuma das
outras superficies da boca para ndo haver contaminacgao.

® Guardar o cone de papel no eppendorf.

e Processar as amostras o mais depressa possivel ou congela-las

imediatamente.
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Anexo 6 - Protocolo de Isolamento de DNA

. Q
SalivaTec

Standard Operating Procedures

Isolamento de DNA
Lab
SOP-010 Data: 27 Outubro 2016 | Versao 1.0

Objetivo

Obter acidos nucleicos de amostras de saliva ou biofilme oral.

1. Equipamento

e Bloco de aquecimento
e Agitador magnético

e Vortex

e Micropipetas

e Centrifuga

2. Material
e Pontas de 200ul e 1000yl

e Tubos eppendorf 1,5ml
(todo o material deve estar previamente autoclavado)

3. Reagentes
InstaGene Matrix® Bio-Rad

4. Seguranca

A utilizagao de luvas é obrigatoria durante todo o procedimento
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5. Procedimento

Volume de amostras inicial ideal de 1 ml (possivel até cerca de 200ul)

Antes de iniciar o protocolo ligar o bloco de aquecimento a 56°C.

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

2. Adicionar 200ul de InstaGene Matrix a pellet e incubar entre 15-30 min a 56°C.
(pipetar os 200ul com pipeta de 1000, com o reagente em agitacao).

3. Vortex maximo durante 10 seg. Incubar durante 8 min a 100°C.

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

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

Anexo 7 - Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Reagentes para a reacao de PCR

e NZYTaq 2x Green Master Mix da nzytech
e Primers (10 uM)
e DNA (100 ng)

e Agua desionizada esterilizada

Protocolo da reacao de PCR

« 5 pl de amostra adicionar 45ul de master mix, (10 Mg2+, 50 mMGCI,
dNTPs, Primer especifico 1 ul foard e primer reverse 1ul, Taq).
« Colocar as amostras no termociclador respeitando o seguinte programa:
o Desnaturacgéo inicial 10 min a 95°C;
o Desnaturagao 30 seg. 95°C;
o Annealing 1 min 60°C a 30 seg:
o Extensao do primer a 72 °C durante 1 min;
o Extensao final 72° C 10 min.
« Repetir a sequéncia 32 vezes

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

Preparacao de gel de agarose a 1%

Pesar 0,6 g de agarose (Biorad®).
Colocar num recipiente com 60 ml de TAE 1x.

Aquecer 2 minutos no micro-ondas até dissolver.

0 Dnh

Aguardar que arrefega ligeiramente e adicionar 1,2 ul de brometo de etidio
e misturar.

5. Verter o liquido 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 | nzytech) nos respectivos
pOGOS.

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

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

6. Fazer um registo fotografico e respectiva legenda.
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