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Trabalhos cientificos

Apresentagao de trabalho cientifico sob a forma de Comunicacao Oral intitulado de
“Saliva: fluido fisioldgico relevante na atual classificagcao das doengas periodontais?”, no
ambito das XXX Jornadas de Ciéncias Dentarias, que decorreram no dia 08 de Abril de 2022,

no Centro de Congressos da Alfandega do Porto. (Anexo 1)
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Resumo

A doenga periodontal & uma condigao inflamatoria induzida pelas bactérias do
biofilme dentario, que desencadeiam um processo imune. No decorrer do processo
inflamatorio, ha libertagao de imunomediadores como IL-1P3, IL-17A, RANK-L e OPG que se
encontram na saliva e abrem a possibilidade de predizer um diagndéstico rapido e pouco

invasivo da periodontite. (1)

0 nosso objetivo foi avaliar a concentragao de IL-13, IL-17A, RANK-L e OPG em amostras de

saliva e relacionar os resultados com a atual classificagao das doengas periodontais.

Para o estudo selecionamos uma amostra de 68 individuos, incluindo saudaveis e com
periodontite, com base na atual classificagdo em estadios I-IV. Nestes individuos, foi
recolhida e tratada a saliva e posteriormente determinados os niveis de IL-1[3, IL-17A,
RANK- L e OPG, usando o Kit Beads Multi-analyte Flow Assay da LegendPlex por citometria

de fluxo.

A analise estatistica fez-se com recurso aos testes de Kruskal-Wallis, Dunn, Bonferroni, Qui-
quadrado e ANOVA.

A analise dos resultados mostrou, na saliva, valores mais elevados de IL-183, IL-17A e RANK-
L no grupo de individuos com periodontite estadio IlI/1V comparativamente aos individuos
com periodontite estadio I/l e saudaveis. Contudo, s6 o imunomediador RANK-L
apresentou diferengas estatisticamente significativas entre grupo com periodontite llI/1V e

grupo saudavel.

0 imunomediador RANK-L podera vir a ser considerado relevante no diagnéstico preditivo

da periodontite nos diferentes estadios.

Palavras-chave: periodontite; atual classificagao; saliva; imunomediadores; biomarcadores.
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Abstract

Periodontal disease is an inflammatory condition induced by bacteria in the dental biofilm,
which triggers an immune process. In the course of the inflammatory process, there is a
release of immune mediators such as IL-13, IL-17A, RANK-L and OPG that are found in saliva

and opens the possibility to predict a rapid and non-invasive diagnosis of periodontitis. (1)

Our aim was to evaluate the concentration of IL-1B, IL-17A, RANK-L and OPG in saliva

samples and relate the results to the current classification of periodontal diseases.

For the study we selected a sample of 68 subjects, including healthy subjects and subjects
with periodontitis, based on the current classification of stages I-IV. These individuals had
their saliva collected and treated, and then the levels of IL-1f, IL-17A, RANK- L and OPG
were determined using the LegendPlex Beads Multi-Analytical Flow Assay Kit by flow

cytometry.

Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis, Dunn, Bonferroni, Chi-square and
ANOVA tests.

The analysis of the results showed higher values of IL-13, IL-17A and RANK-L in saliva in
the group of subjects with periodontitis stage lll/IV compared to periodontitis stage I/1l and
healthy subjects. However, only the RANK-L immunomediator showed statistically

significant differences between the group periodontitis stage lll/IV and the healthy group.

The RANK-L immunomediator may possibly be considered relevant for the predictive

diagnosis of periodontitis in different stages.

Keywords: periodontitis; current classification; saliva; immunomediators; biomarkers.
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Introdugao

A doenca periodontal € uma condigao inflamatdria crénica, induzida pelo complexo
bacteriano presente no biofilme dentario. Num estadio inicial, denominado gengivite, 0s
lipopolissacarideos e toxinas presentes no biofilme dentario provocam uma estreita reacao
inflamatoria que se manifesta por edema, rubor e sangramento das gengivas. (1) Este
estado pode ser revertido com um regime de higiene oral apropriado. (2) No entanto, se
este quadro clinico se mantiver, a inflamacao nao fica confinada somente a gengiva e
espalha-se para os tecidos periodontais refletindo-se através da perda de integridade do
periodonto, comprometimento da fungao dos dentes e eventualmente a perda dos mesmos,

o qual se denomina de periodontite. (2,3)

A progressao da doenga e a evolugao da inflamagao envolvem um conjunto de vias
moleculares mutuas, com ativacao de células de defesa, libertacao de citocinas e
imunomediadores. Deste modo, é plausivel a presenca de IL-1B, IL-17A, RANK-L e OPG nos

locais de inflamagao. (4)

A IL-13 é uma citocina pro-inflamatoria que participa na inflamagao e no
recrutamento de células, como neutrdfilos, macréfagos e mondcitos, posteriormente

linfocitos T, cujas populagdes podem produzir IL-17 e acentuar o processo inflamatério. (5,6)

A IL-17A é uma citocina conhecida por colaborar rapidamente no processo
inflamatorio, promove o recrutamento de neutrofilos e tem potentes efeitos pro-
osteoclastogénicos que contribuem para a patogénese da periodontite. (7,8) Se no houver
reversibilidade da inflamacao, o processo torna-se mais insidioso e acompanha-se por

alteracoes ao nivel do RANK-L e OPG.

O RANK-L promove a destruigao 6ssea, quando se liga ao RANK na superficie dos
precursores dos osteoclastos, estimulando a diferenciagao osteoclastica e a inibicao da
apoptose dos osteoclastos. Como resisténcia a degradagao 0Ossea, 0s osteoblastos
produzem OPG, um inibidor natural do ligante RANK que bloqueia a ligagao do RANK/RANK-

L impedindo a reabsorgao dssea. Assim, num estado de periodontite & notdrio um aumento
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crescente destas citocinas e imunomediadores, 3 excecdo da OPG que se encontra
diminuida por perder as suas capacidades de controlo da destruicao Gssea e da

osteoblastogénese. (9)

Tradicionalmente o diagndstico da doenga periodontal & baseado em parametros
clinicos como, profundidade de sondagem, perda de inser¢ao clinica, sangramento 3
sondagem, mobilidade e perda 6ssea radiografica, que refletem a gravidade da doenga, mas
nao permitem uma avaliagao prematura da atividade celular subjacente, o que limita o

diagnéstico precoce da patologia. (10,11)

O proposito futuristico é rastrear um estado inicial de doenca e interromper
prematuramente a sua progressao. Assim, ha um interesse crescente em utilizar os
imunomediadores como biomarcadores para o diagnoéstico e monitorizagao da doenga
periodontal.(5) Esta evidenciado que os imunomediadores acima referidos abundam na
saliva e se relacionam com parametros clinicos de periodontite.(12) A saliva é altamente
versatil, de facil recolha e nao invasiva que permite que alguns mililitros deste exsudado
sejam o suficiente para detetar a presenca da inflamacgao e discriminar se estamos perante

um estado inicial ou tardio da doenga. (2,13)

Na atual classificagdo das doengas periodontais, a periodontite deixa de ser
classificada somente como agressiva ou crénica e passa a refletir o grau de severidade da
doenca, diferenciando-a por estadios. Assim, estadio | corresponde a uma periodontite
inicial; estadio Il periodontite moderada; estadio Ill periodontite severa com perda adicional
de dentes; estadio IV a uma periodontite avangada com extensa perda dentaria e outros

fatores de complexidade. (10,14)

Este estudo tem como objetivo avaliar o valor preditivo dos imunomediadores no
diagnostico precoce da periodontite. E pretende relacionar a presenga dos biomarcadores
com os diferentes momentos da doenca, tendo como base, a atual classificacao das doencas

periodontais. (14)



CESPU

INSTITUTO UNIVERSITARIO
DE CIENCIAS DA SAUDE

Il.  Objetivo
Determinar a concentragao de IL-1B, IL-17A, RANK-L, OPG em amostras de saliva e
relacionar a sua presenga com os estadios de periodontite, definidos pela atual classificagao
das doencas periodontais, e uma possivel identificacdo de biomarcador(es) precoces de

periodontite.
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Materiais e Métodos:

Este estudo decorreu na Clinica Universitaria Filinto Batista, em Gandra, no periodo de
Setembro de 2021 a Margo de 2022. Foi inicialmente aceite pela comissao de ética do IUCS
e todos os individuos incluidos no estudo assinaram um termo de consentimento informado,

apds uma breve explicagdo do trabalho. (Anexo 2)
i.  Sele¢ao da amostra

A selecao da amostra foi feita em dois momentos. Inicialmente foi realizado um
questionario sociodemografico, médico e de habitos de higiene oral para conhecer o perfil
do individuo e a sua histéria médica e médico-dentaria. Definimos como critérios de
inclusdo os individuos serem maiores de idade e apresentarem um estado de salde
periodontal ou periodontite. Aplicamos os critérios de exclusao de, individuos com gengivite,
individuos submetidos a um tratamento periodontal no ano anterior e/ou a toma de
antibidtico no més antecedente a recolha, individuos com doencas sistémicas, mulheres

gravidas e/ou a amamentar.

Num segundo momento, foi realizado um exame clinico periodontal a cada individuo, que
consistiu na determinagdo de: profundidade de sondagem (PS), perda de insercao clinica
(CAL), indice de placa (IP) e indice de sangramento a sondagem (BOP) com recurso a sonda
cp11 nas 6 faces dos dentes (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual,
lingual e disto-lingual). As perdas dentarias, mobilidade dentaria e lesdes inter-radiculares
também foram registadas por dente. As perdas 6sseas alveolares foram medidas atraveés
de radiografias peri-apicais. Todos estes parametros conduziram-nos a um diagndstico
periodontal. Os individuos foram classificados como saudaveis ou com periodontite estadios
I, 1I, 111, IV, tendo como suporte a atual classificagao das doengas periodontais, definida no
“World Workshop on The Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and

Conditions" em 2017. (14)
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ii. Recolha e tratamento da saliva

Cada individuo foi instruido a recolher no minimo 2ml de saliva ndo estimulada,
através do método de cuspir “spit out " (Asif S. et al, 2027) para um frasco estéril, que lhe
foi previamente atribuido. (15) Era importante que a saliva estivesse desprovida de sangue,
revelador de placa ou qualquer outra substancia que pudesse interferir com a leitura dos
imunomediadores. Apds a recolha, os tubos foram armazenados em camaras frigorificas
adequadas a temperatura de oitenta graus negativos (-80 °C). Posteriormente a saliva foi
descongelada e centrifugada a 500xg por 10 minutos. No final, o sobrenadante foi recolhido
e distribuido por eppendorfs estéreis e novamente congelados a oitenta graus negativos

até a data de analise.
iii.  Determinacao dos niveis de imunomediadores

As amostras de saliva foram analisadas quantitativamente para IL-1, IL-17A, RANK-
L e OPG, com recurso ao Kit Beads Multi-Analyte Flow Assay da LegendPlex por citometria

de fluxo e executado segundo as instrucées do fornecedor (Biolegend).
iv.  Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada com recurso ao programa IBM SPSS (Statistical

Program for Social Sciences), versao 28.0 para Windows.

A estatistica descritiva foi expressa como média, desvio padrao ou mediana e intervalo
interquartil (IQR) para as varidveis quantitativas e como frequéncias e percentagens para
as variaveis qualitativas. Os dados clinicos e bioquimicos foram inicialmente examinados
quanto a normalidade com o teste de Shapiro-Wilk e, no caso de nao atingirem a
normalidade, as analises foram realizadas por metodos nao paramétricos. Assim,

alternamos entre analise paramétrica e nao paramétrica.

O teste de Qui-quadrado foi utilizado para avaliar a associagdo entre as variaveis
qualitativas (faixas etarias, sexo, habitos tabagicos e habitos de higiene oral) entre os trés

grupos em estudo.

O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para comparar a concentragao de biomarcadores

entre os diferentes grupos, seguido do teste de Dunn com correcao de Bonferroni.
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Para comparar os parametros periodontais entre os diferentes grupos utilizou-se a ANOVA
seguida do teste de Bonferroni.

O nivel de significancia estatistica utilizado foi p < 0,05.
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IV.  Resultados
i.  Caracterizagao demografica dos individuos em estudo
A amostra em estudo foi constituida por 68 individuos, dos quais 47 (69,1%) eram

do sexo feminino e 21 (30,9%) do sexo masculino. (figura 1)

Distribuigao dos individuos por sexo

31%
Feminino

Masculino
69%

Flgura 3- Grafico ga distribuicao dos individuos da amostra selecionada por sexo

As idades dos individuos foram compreendidas entre os 19 e 76 anos (média=45,35;
DP=15,53), e quando organizados por faixas etarias obteve-se a sequinte distribuigao: 11
(16,2%) dos individuos com idade menor ou igual a 25 anos, 21 individuos (30,9%) com
idades compreendidas ente os 26 e 45 anos, inclusive, e 36 individuos (52,9%) com idade

igual ou superior a 46 anos.

Distribuicao da amostra por faixas etarias

52,9%

’ 30,9%
16,2%

< 25 Anos > 26 e < 45 Anos > 46 Anos

Figura 4 - Grafico da distribuicao dos individuos da amostra selecionada por faixas etarias
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Dentro da nossa amostra e apds aplicacao da atual classificagao, os individuos

foram distribuidos por grupos da seguinte forma: 22 (32,4%) saudaveis, 17 (25%) com

periodontite estadio I/1l e 29 (42,6%) com periodontite estadio Ill/IV. As variagoes das

idades por faixa etaria e a distribuigao por sexo nos 3 grupos, sao detalhadas na tabela 1.

Tabela 1- Tabela da distribuicso dos individuos pelos 3 grupos, sequndo o sexo e idade

Individuos do

grupo saudaveis

Individuos com

periodontite estadio

Individuos com

periodontite estadio

(n=22) /1 n/v
(n=17) (n=29) X D
Idade 32,27 £13,59 50,82 + 12,64 52.07 £12.16
< 25 Anos 10 (90,9%) 1(9,1%) 0 (0%)
> 26 Anos e < 45 9 (42,9%) 3(14,3%) 9 (42,9%)
28,75 <0,001
Anos
> 46 Anos 3(8,3%) 13 (36,1%) 20 (55,6%)
Sexo
e Homem 3(13,6%) 8 (47,1%) 10 (34,5%) 533 0,070
e  Mulher 19 (86,4%) 9 (52,9%) 19 (65,5%)

Dados apresentados como média + desvio padrao ou frequéncias absolutas;

Verificou-se uma relacao estatisticamente significativa entre a idade e a condicao

periodontal (x?(4) = 28,75; p<0,001), sendo que dos 36 individuos com idade superior a 46

anos, 20 (55,6%) apresentavam periodontite IIl/IV e 13 (36,1%) periodontite grau I/1l. Dos

11 individuos com idade menor ou igual a 25 anos, apenas 1 apresentava periodontite |/11.

Por outro lado, n3o se verificou uma relagao estatisticamente significativa entre o

sexo e a condigao periodontal.
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Idade

J2

Salde periodontal

Periodontite Il

Doenga periodontal

Periodontite 1Y

Figura 5- Grafico da distribuicdo dos individuos da amostra de acordo com a condicao periodontal e a idade

Relativamente aos fatores comportamentais modificadores ou de risco da doenga,
foram analisados os habitos tabagicos da nossa amostra populacional e verificou-se que
no total 46 (67,6%) eram nao fumadores, 8 (11,8%) ex-fumadores e apenas 14 (20,6%)
eram fumadores. Do total de fumadores, 6 (43%) fumavam menos de 10 cigarros por dia, 7
(50%) fumavam entre 10 a 20 cigarros por dia e apenas 1(7%) fumava mais de 20 cigarros

por dia. Através destes dados, verificou-se uma relagao estatisticamente significativa entre

os habitos tabagicos e a condigdo periodontal (x2 (4) = 9,54; p = 0,049), visto que, do total

de fumadores, 10 (71,4%) exibiram um estadio de periodontite IlI/IV. Para analisarmos

pormenorizadamente este habito nos grupos, temos a seguinte distribuicao apresentada

na tabela 2.

Tabela 2 - Tabela da distribuicao dos individuos pelos 3 grupos, sequndo os habitos tabsgicos e nimero de

clgarros/dia

Individuos do

grupo saudaveis

Individuos com

periodontite

Individuos com

periodontite estadio

(n=22) estadio I/l /v
(n=17) (n=29) X p

Habitos tabagicos
Fumador 3(21,4%) 1(7,1%) 10 (71,4%) 9,54 0,049
Ex-Fumador 1(12,5%) 2 (25,0%) 5 (62,5%)
Nao fumador 18 (39,1%) 14 (30,4%) 14 (30,4%)
N° Cigarros dia
Menos 10 cigarros 2 (66,7%) 0 4 (40%)
Entre 10 3 20 cigarros 1(33,3%) 1(100%) 5 (50%) 1,91 0,752
Mais de 20 cigarros 0 0 1(10%)
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Quanto aos habitos de higiene oral, a maioria dos individuos referiu escovar 0s
dentes 2 vezes ao dia (42 individuos), sequindo-se os que referiram ter esse habito trés
vezes 30 dia (23 individuos). Quanto 3 utilizagdo de meios auxiliares de higiene, o mais
comum e uniformemente usado foi o fio dentario. No entanto, apenas 19 individuos
referiram utilizar e 44 individuos nao utilizavam, sendo que a sua maioria pertence ao grupo

periodontite estadio Ill/IV.

Nao se verificou uma relagao estatisticamente significativa entre habitos de higiene
oral e o uso de fio dentario com a condigao periodontal. Ainda que, os habitos de higiene
oral (frequéncia de escovagens e uso de fio dentario) estejam mais reduzidos nos individuos

com periodontite em relagao aos individuos saudaveis.

Tabela 3 - Tabela da distribuicao dos individuos pelos 3 grupos, sequndo os habitos de higiene oral e utilizagcao
de fio dentario

Individuos do grupo Individuos com Individuos com

saudaveis periodontite periodontite estadio
(n=22) estadio I/ /v

(n=17) (n=29) X p
Habitos higiene oral
Escovagem 1 vez dia 0 0 3(10,3%)
Escovagem 2 vezes dia 14 (63,6%) 8 (47,1%) 20 (69,0%) 7,94 0,083
Escovagem 3 vezes dia 8 (36,4%) 9 (52,9%) 6 (20,7%)
Uso de fio dentdrio
N3o 7(31,8%) 13 (76,5%) 24 (82,8%)
Sim 12 (54,5%) 4(23,5%) 3(10,3%) 9,79 0,86
As vezes 3(13,6%) 0 2(6,9%)
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ii. Comparagao dos itens celulares (IL-1B, IL-17A, RANK-L e OPG) ao nivel da saliva

(S) entre os 3 grupos

O teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn com correcao de Bonferroni
(tabela 4) mostrou diferencas estatisticamente significativas ao nivel do RANK-L na saliva
(H=10,53; p=0.005), entre o grupo saudavel e o grupo com periodontite IIl/IV (p = 0,004),
sendo que o grupo que apresentou valores mais elevados foi o grupo com periodontite IlI/1V
e mais baixos o grupo saudavel. No que diz respeito aos marcadores salivares IL-1B3 e IL-
17A, foram igualmente os pacientes com periodontite IlI/1V que apresentaram valores mais
elevados, comparativamente com os pacientes com periodontite I/1l e os pacientes
saudaveis, todavia estas diferencas nao atingiram o significado estatistico. Ao nivel da
detecao da OPG verificou-se, contrariamente ao esperado, valor superior no grupo pacientes

com periodontite |/l relativamente ao grupo saudavel e ao grupo periodontite lll/1V.

Tabela 4 - Diferengas dos itens celulares (OPG, IL-18, RANK-L e IL-174) entre os grupos, ao nivel da saliva

Valor de P para
correcgdo
GRUPOS N Mean Rank H p Bonferroni
OPG (pg/ml)  Saudavel 22 35,68
Periodontite I/1] 17 39,76 2,46 0,292
Periodontite lll/IV 29 30,52
IL-18 (pg/ml)  Saudavel 22 291
Periodontite I/1l 17 32,00 419 0,123
Periodontite I/ IV 29 40,05
RANK-L Saudavel* 22 24,18
(pg/m) Periodontite I/1l 17 34,53 10,53 0,005 0,004
Periodontite Ill/IV* 29 42,31
IL-17A (pg/ml)  Saudavel 22 29,55
Periodontite I/1] 17 35,94 2,0 0,350
Periodontite ll/IV 29 37,41

H = Kruskall-Wallis; p= significancia

1
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ii. Comparagao dos parametros periodontais (Pl, BOP, PPD e CAL) entre os grupos

Na Tabela 5, pode-se verificar que existem diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos de individuos saudaveis, individuos com periodontite /1l e

periodontite IlI/IV, em funcao dos parametros periodontais.

Estas diferencas

estabeleceram-se sempre por comparagao com os participantes do grupo periodontite

lII/1V. Estes apresentaram valores mais elevados em todos os parametros periodontais.

No que diz respeito ao numero de dentes, verificou-se a existéncia de diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos saudavel e periodontite lll/IV e entre os

grupos periodontite /1l e periodontite II1/1V.

Tabela 5 — Parémetros periodontais em individuos sem periodontite e com periodontite

indices H M S Em Hv/s Hv/s Muv/s
periodontais (n=22) (n=17) (n=29) g/ F n? geral M S S

P p p p
PI% 19,27+£12,33  41,82+1813  65,21+26,01 265 3152 0,492 <0,001 0,003 <0,001 0,001
BOP% 614+ 4,89  23,71+£1479 47,05+2823 265 2637 0,448 <0,001 0,026 <0,001 <0,001
PPD Total 165+0,25 25+0,69 3,68+ 1,16 265 3690 0,532 <0,001 0,008 <0001 <0,001
CAL Total 1,67+ 0,26 283+0,86 4,30+1,27 265 4890 0,601 <0,001 0,001 <0001 <0,001
Ndmero de 2818+ 2,02 2641+x379 23,21+ 5,34 265 9,45 0,225 <0,001 0570 <0,001 0,041
Dentes

H: individuos com salde; M: doentes com doenga periodontal I/1l; S: doentes com doenga periodontal lll/IV M (SD) = Média

(desvio padrao); F= Anova; dg= grau de liberdade; p= nivel de significdncia; n2= tamanho do efeito da amostra. ANOVA

com teste de Bonferroni.
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Discussao

Neste estudo, o nosso objetivo foi o de avaliar a presenca de imunomediadores
relevantes da saliva e relaciona-los com caracteristicas clinicas dentro da atual classificacao

das doencas periodontais. (14)

0 nosso suporte bibliografico de apoio 3 discussao, baseou-se, contudo, em artigos
publicados com base na antiga classificacao, pois os estudos comparativos dentro da atual

classificagao sao por enquanto diminutos, mas numa fase de clara expansao.

Dadas as diferencas de respostas inter-individuais que existem, é notdrio que um
Unico biomarcador n3o é o suficiente nem deliberativo para um diagndstico correto de
periodontite. (12) Estd comprovado que a identificagdo de um conjunto de biomarcadores
fornece informagdes mais robustas e completas sobre o estado da doenca, porque o seu
aparecimento ocorre em momentos distintos e caracteriza fases diferentes do processo

imuno-inflamatario. (10,12)

Assim, a IL-1B & uma citocina multifuncional presente na saliva, de alta
especificidade e sensibilidade na detegao, e afigura-se como uma boa opgao para distinguir
estados de salde ou de periodontite, (2,16) sendo neste momento o biomarcador mais
estudado e com a mais eminente capacidade preditiva. (5) Em processos normais, a IL-1B
apresenta niveis pouco elevados na periodontite leve, contudo tendencialmente crescentes

nos estadios de periodontite moderada e severa.(2)

No nosso estudo, a presencga de IL-1B foi superior nos grupos com periodontite llI/1V e I/l
comparativamente ao grupo saudavel, demonstrando um aumento do nivel desta citocina
pro-inflamatdria com a crescente severidade da doenca periodontal, no entanto, sem
significado estatistico. Sem uma explicagao imediata, podemos propor como fator de

influéncia o insuficiente tamanho da nossa amostra de individuos no estudo.

Contudo, a tendéncia de aumento do nivel de IL-1B na saliva com a progressao da
periodontite é apoiada por varios artigos cientificos, nomeadamente, de Zhang et al. (20217),
em que o grupo com periodontite apresentou valores significativamente mais elevados de
IL-1B em comparagao com o grupo saudavel (11). Ja na revisdo sistematica de Kim J. et al.

(2020) é descrito que a IL-1B na saliva é significativamente mais observada em pacientes

13
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com periodontite em comparagdo com grupos saudaveis (2). Contudo, Sanchez G. et al.
(2073) obtiveram niveis de IL-1B superiores (com significancia estatistica) nos grupos de
doentes com periodontite moderada e severa, mas n3do com periodontite ligeira. O que
sugere que a fase evolutiva do processo inflamatério e o local de proveniéncia deste
mediador, ou até a idade do paciente, podem contribuir como fatores de heterogeneidade.
(17)

A IL-17A é uma citocina conhecida por participar na atividade inflamatéria e que
desempenha um papel importante na patogénese da periodontite. Por norma, no decorrer
do processo inflamatdrio este imunomediador encontra-se em niveis elevados na
periodontite.(7) Os nossos resultados relativamente a este imunomediador vao de encontro
ao que é teoricamente definido, apresentando o seu maior valor no grupo de individuos de
periodontite IlI/1V, no entanto sem apresentarem diferenga estatisticamente significativa.
Ao analisarmos a bibliografia encontramos alguns aspetos que introduzem variabilidade de

resultados em relacao ao papel da IL-17 na periodontite.

Assim, no estudo descritivo-analitico de Vahabi S. et al. (2020), observaram concentragao
salivar de IL-17A mais baixa em pacientes com periodontite comparativamente com os
grupos saudaveis. Contudo, a amostra em estudo era pequeng, havia o fator idade em causa
e ainda a sensibilidade do método de analise. (18) No entanto, também hd muitas outras
referéncias bibliograficas que demostram, que na saliva, a IL-17A estd associada a
processos inflamatorios e a estados de periodontite, em que niveis de IL-17 estao
significativamente mais elevados no decorrer do processo periodontal.(18,19) De forma
geral, é sugerido que se fagam estudos com amostras populacionais maiores e que se

aprofunde o papel desta citocina no processo imuno-inflamatorio da periodontite.

RANK-L é uma proteina produzida por varias células e responsavel por controlar a
regeneracao e remodelagao 6ssea. Na periodontite, com a progressao da inflamagao o
RANK-L é ativado e promove a formacao e ativacao de osteoclastos, responsaveis pela
reabsorgao 6ssea. Isto significa que, quanto maior o grau de inflamagdo, maior € 3
quantidade de RANK-L circulante naquele lugar. (20) No nosso estudo, a concentragao de
RANK-L exibiu diferencas estatisticamente significativas entre o grupo saudavel e o grupo

com periodontite lll/1V, apresentando este Ultimo, valores mais elevados e em concordancia
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com o descrito no estudo de Belibasakis C. et al. (2072). (20) Na analise dos biomarcadores
salivares descrita no artigo de 7eodorescu Ac. et al. (2079), também foi observada uma
presenca de RANK-L superior na periodontite generalizada agressiva e um valor inferior no
grupo saudavel. (9) De igual forma, os resultados do artigo de AsifS. et al. (2027)corroboram
com 0s nossos resultados ao admitir que niveis altos de RANK-L foram encontrados em
pacientes com doencga periodontal moderada a grave em comparagao com pacientes com
doenca periodontal leve e pacientes saudaveis (ndo periodontite).(15) Contudo, teria sido
interessante, no nosso estudo ter encontrado valores de RANK-L no grupo com periodontite
I/11ja significativamente diferentes do grupo saudavel, pois antecipava o valor preditivo do

RANK-L como biomarcador.

J3 a OPG é uma proteina produzida por células dos tecidos periodontais, regulada
por uma série de citocinas inflamatorias e que desempenha um papel vital na inibigdo do
recrutamento, ativacao e diferenciacao dos osteoclastos e, por isso na reabsorgao Gssea.
Por norma, os seus niveis estao mais elevados num estado de saude periodontal, o que
significa que mantém as suas capacidades na osteoblastogénese. No entanto, num estado
de periodontite, esta proteina deixa de evitar que todo o processo de degeneragao 6ssea

possa ocorrer, e por isso encontra-se em niveis diminuidos. (9)

No nosso estudo, houve uma concentragao superior de OPG no grupo saudavel quando
comparado com o estadio de periodontite llI/IV e ligeiramente menor no grupo saudavel
em relagdo ao grupo periodontite I/1l, fenémeno que podemos associar para ja, ao facto da
amostra nao ter sido o suficientemente grande para evidenciar as diferengas estatisticas,

ou ainda a dinamica de producao de RANK-L e OPG no decurso da inflamagao.

Contudo, na literatura varios sao os artigos que se evidenciam contraditérios. Ao
analisarmos outros estudos, temos que, no artigo de 7eodorescu Ac. et al. (2079), nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os trés grupos. (9) No entanto,
no estudo de Asif S. et al. (2027) houve niveis mais elevados de OPG no grupo com
periodontite grave em contraste com o grupo saudavel, justificado pelo facto de o habito
de fumar e a idade dos pacientes serem fatores de variabilidade e, portanto, terem
influéncia significativa na interpretacao dos dados e nos resultados de analise da OPG. Este

estudo salienta igualmente a importancia da inter-relagao significativa entre os parametros
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clinicos e a idade, simultaneamente com valores mais baixos de OPG e valores mais altos

de RANK-L observados entre os pacientes mais velhos.(15)

Quando comparamos os parametros periodontais (PI, BOP, PPD e CAL) entre os trés
grupos, pode-se verificar que existem diferencas estatisticamente significativas entre os
individuos saudaveis, individuos com periodontite I/1l e periodontite Ill/1V. Os valores sao
tendencialmente crescentes para todos os parametros clinicos, mas nos parametros indice
de placa (PI) e indice de sangramento & sondagem (BOP) é consideravel o aumento entre
0s grupos que representam a evolugdo da doenca. No artigo de 7eodorescu Ac. et al. (2019)
quando se fez comparacao do indice BOP, este foi significativamente maior nos grupos de
periodontite quando comparados com o grupo saudavel.(9) O mesmo foi descrito no estudo
experimental de Zhang Y. et al. (2027) em que, os grupos com periodontite apresentaram

Pl e BOP mais elevados. (11)

Relativamente ao habito tabagico, é evidente que fumar tem um efeito direto e
adverso sobre os tecidos periodontais de suporte, aumentando o risco de periodontite em
2 3 5 vezes segundo a atual classificagao das doengas periodontais. Nao ha caracteristicas
fenotipicas periodontais Unicas em pacientes fumadores, no entanto, o tabagismo é um
importante fator modificador da periodontite e deve ser tido em conta no momento do

diagnéstico clinico.(21)

No nosso estudo, verificou-se que no grupo periodontite IlI/IV se encontrou a maior
percentagem de individuos fumadores e no grupo saudavel a maior percentagem de
individuos nao fumadores. Foi encontrada uma relagao estatisticamente significativa entre
0 habito tabagico e a doenga periodontal, que se traduziu por uma maior predisposicao dos

fumadores para a periodontite, tal como descrito na literatura. (21, 22)
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Conclusao
A analise dos nossos resultados revelou que valores mais elevados de IL-13, IL-17A
e RANK-L foram associados a individuos com periodontite estadio lll/IV comparativamente
aos individuos com periodontite estadio |/1l e saudaveis. Entre todos, o imunomediador
RANK-L foi considerado o biomarcador da saliva mais conveniente no diagndstico da

periodontite na atual classificagao.

De facto existem muitos estudos publicados que descrevem a associagao entre a
presenca dos imunomediadores com estadios de periodontite agressiva e cronica, mas
menos frequentes os que fazem referéncia aos estadios de periodontite propostos pela

atual classificacao.

Com este estudo, percebe-se que ha uma relagao evidente entre a presenca dos
biomarcadores salivares e os estadios atuais de periodontite, e por tal, que estes poderao

ser Uteis e exequiveis para diagndstico da doenga.

Sendo este tema ainda controverso, é suficientemente desafiador, para dar
continuidade a estudos mais alargados e esclarecedores no ambito da atual classificagao

das doengas periodontais.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo | - Diploma de apresentagao de trabalho cientifico sobre a forma de Comunicagao
Oral, nas XXX Jornadas de Ciéncias Dentarias, que tiveram lugar no dia 08 de Abril de 2022,

no Centro de Congressos da Alfandega do Porto. (Anexo 1)

LIS DIPLOMA

0 Presidente das XXX Jornadas Cientificas de Ciéncias Dentérias certifica que:

Mesquita M., Viana da Costa A, Prazeres M., Relvas M.
apresentaram um trabalho cientifico sob a forma de Comunicagdo Oral intitulado, "Saliva: fiuido
fisiol6gico relevante na atual classificacdo das doencas periodontais?” no ambito das XXX
Jornadas subordinadas ao tema “Workflow digital nas distintas frentes de acao da Medicina
Dentaria”, que decorreram no dia 08 de abril de 2022, no Centro de Congressos da Alféandega do

Porto.

CESPU g§§!’U g o NMD AEIUCS

o€ CEn)
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Anexo Il - Parecer da comissao de ética do IUCS relativo ao projeto de investigagao “Analysis
of inflammatory mediators in the new classification of periodontal diseases” para realizacdo

deste projeto.

FHSTITUTO UNIVERSITARIO
IDE CIENCIAS DA SAQDE

o
& CESPU
.
Comissdo de Etica

Exma. Senhora Investigadora
Prof. Doutora Marta Mendonga Moutinho Relvas

N/Ref.*: CE/IUCS/ CESPL-08 /21 Data: z021rabrils09

Assunto: - Parecer relative 20 Projeto de Investigagao: 9/ CE-ILCS /2021
- Titulo do Prajeto: Anadsis of inflammatony mediators in the new cassification of gerodontal diseases™
- Investigador responsavel: Prof. Doutora Marta Mendonga Moutinho Relvas

Exma, Senhora,

Imformo V. Exa. gue o projeto supracitado foi analisado na reuniSo da Comissao de Etica do IUCS, da CESPL,
Crl. no dia 08/ 04/ 2021,

A Comiss3o de Etica emitiu um parecer Favoravel 3 realizagdo do projeto tal coma apresentado,
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