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Resumo

A periodontite é uma doenca multifatorial associada a acumulacdo do biofilme.
E uma infecdo de origem microbiana mediada por alteragdes imunorreguladoras do
hospedeiro, cuja resposta esta ligada a destruicdo progressiva do tecido periodontal. As
ferramentas atuais de diagnéstico da doenca incluem exames por imagem e exames
clinicos efetivos a detecdo dos danos e lesbes teciduais, porém ineficazes na
determinacdo da suscetibilidade e da atividade da doenca. Neste sentido, os estudos
sobre os marcadores biogquimicos salivares surgem como resultado de esforcos
destinados a encontrar métodos confiaveis ao diagndstico precoce das doencas
periodontais. Assim sendo, o objetivo desta revisdo de literatura foi avaliar as alteragdes
bioquimicas do fluido salivar em pacientes com periodontite, assim como identificar as
tendéncias metodoldgicas do uso de biomarcadores salivares em pacientes com doenca
periodontal. Desta forma, foi realizada uma revisdo de literatura nas bases de dados
PubMed e B-ON, onde foram selecionados 32 artigos baseados na sua relevancia para a
realizacdo deste trabalho. Da analise dos artigos, verificou-se que alguns autores
detetaram alteracfes nas concentracdes de proteinas, enzimas salivares, enzimas
proteoliticas, citocinas pré-inflamatorias e quimiotaticas, miARNS, produtos de stress
oxidativo e recetores de patogénicos. Esses resultados convergiram para uma
variabilidade de componentes salivares validos no diagndstico da periodontite, mas
também (teis na avaliacdo dos efeitos dos tratamentos periodontais ndo cirtrgicos, no
acompanhamento da progressdo da doenca, além de promissores na avaliacdo de
suscetibilidade & doenca periodontal.

Palavras-chave: periodontite; marcadores bioquimicos; fluido salivar
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Abstract

Periodontitis is a multifactorial disease associated with the accumulation of
biofilm. It is an infection of microbial origin mediated by immunoregulatory
mechanisms in the host whose response is linked to the progressive destruction of
periodontal tissue. Current methods for diagnosing the disease include imaging exam
sand clinical tests that are effective in detecting injury and tissue damage but are
ineffective in determining the susceptibility and activity of the disease. Therefore,
studies on salivary biomarkers appear as a result of efforts to find a reliable method for
the early diagnosis of periodontal diseases. Thus, the objective of this literature review
was to evaluate the biochemical changes in the salivary flow in patients with
periodontitis, as well as to identify methodological trends in the use of salivary
biomarkers in patients with periodontal disease. A literature review was conducted in
the PubMed and BON databases, in which 32 articles were selected based on their
relevance to this work. From the analysis of the articles, it was found that some authors
detected changes in the concentrations of proteins, salivary enzymes, proteolytic
enzymes, pro-inflammatory and chemotactic cytokines, miARNS, oxidative stress
products and pathogen recognition receptors. The results converged to a variability of
salivary components valid for the diagnosis of periodontitis, but also useful in the
evaluation of the effects of non-surgical periodontal treatments, in monitoring the
progression of the disease, besides being promising in the evaluation of susceptibility to

periodontal disease.

Keywords: periodontitis; salivary biomarkers; salivary flow

Vi



Anélise bioquimica do fluido salivar em pacientes com periodontite: revisdo narrativa

Agradecimentos

A realizacdo deste trabalho académico contou com apoio e incentivo de pessoas
muito especiais, sem as quais nao se teria tornado realidade e as quais estarei sempre
grata.

Agradeco primeiramente a toda a minha familia, em especial aos meus pais,
minha filha Luiza e meu marido, que com muito amor e carinho, me apoiaram e me
deram forcas ao longo dessa caminhada académica, sendo companhia e sendo amparo
nas dificuldades. De igual forma, a minha cachorrinha Polly que é minha
companheirinha e que me ensina todos os dias o que é fidelidade e amor
incondicional.E essa familia que também me concede tantos momentos de alegria e
felicidade plena.

Ao0s meus novos amigos da UFP, que proporcionaram a essa fase da minha vida
tantos momentos de troca de experiéncia e de apoio para um sonho comum, e que de
alguma forma contribuiram para a elaboracdo deste estudo, pela paciéncia nas aulas,
pelo bom convivio e pela forga prestada nos momentos menos faceis

As minhas orientadoras professoras Carla Moutinho e Carla Sousa e Silva, 0s
meus sinceros agradecimentos pela confianga em mim depositada, pela disponibilidade
para me ajudar neste trabalho, além de toda a gentileza para ensinar.

Por fim, reconhecendo que nada disso seria possivel sem ajuda do Pai, agradeco
pela béncdo divina e sua infinita bondade. Pelo crescimento espiritual frente aos
desafios terrenos, por me abencoar com uma vida de sadde, milagres e sonhos, por
colocar pessoas tdo especiais no meu caminho e por me conceder a cada dia uma

oportunidade de ser ainda mais feliz.

Vil



Anélise bioquimica do fluido salivar em pacientes com periodontite: revisdo narrativa

Indice geral

RESUMIO ... v
ADSTFACT ... et nres Vi
AQGradeCiMmENTOS ......ccuveieiiiieeie e se et se e e e e enee s vii
INAICE d TADEIAS ...ttt iX
INICe & ADIEVIALUIAS.........coovvvececeeiceeee et X

R 101 1 0o [ o T ISR 1
1.1. MateriaiS € MELOUOS ........ccvviiriieieierieie et 3

1. DEeSENVOIVIMENTO ....oviiiiiiiiiciee et 4
2.1. Composicdo, funcdo e colheita da saliva..........ccccceeveveiecie e, 4

2.2. Saliva como amostra para exame complementar de diagnostico da

PEITOUONTITE ...t 5
FEL. DISCUSSE0 ... eveeeieieetiesieeieesiesteesie e steeteaseesteesteeneesreesaeestesneesteeneesreenseensens 12
Y O] o Tod 11 1Y Lo USSR 15
V. BIDHOGrafia.....ccooviiiiiiiie e 16

viii



Anélise bioquimica do fluido salivar em pacientes com periodontite: revisdo narrativa

indice de tabelas

Tabela 1. Resumo da nova classificagdo da periodontite. ..........ccccoeieiiiiieniniennnnn. 1



Anélise bioquimica do fluido salivar em pacientes com periodontite: revisdo narrativa

Indice de abreviaturas

AAP - Academia Americana de Periodontologia

ADN - Acido desoxirribonucleico

ALT - Alanina aminotransferase

AST- Aspartato aminotransferase

CAT - Capacidade antioxidante total

CSF-1 - Fator estimulante de coldnias, do inglés colony stimulating factor

DM2 - Diabetes mellitus tipo 2

DPD - Desoxipiridinolina

EFP - Federacdo Europeia de Periodontologia, do inglés European Federation of
Periodontology

EOT - Estado oxidante total

ERO - Espécie reativa de oxigénio

FA - Fosfatase alcalina

FCG - Fluido crevicular gengival

HbA1c - Hemoglobina glicosilada Alc

hsCRP - Proteina C reativa de alta sensibilidade, do inglés high sensitivity C-
reactive protein

IL - Interleucina

IL-1ra - Antagonista do recetor da interleucina-1, do inglés interleukin-1
receptor antagonist

JUN - Proto-oncogene Jun, do inglés Jun Proto-oncogene

LDH - Lactato desidrogenase, do inglés lactate dehydrogenase

MAPK - Proteina cinase ativada por mitdgenos, do inglés mitogen-activated
protein kinase

mARN - Acido ribonucleico mensageiro

MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcitos, do inglés monocyte
chemoattractant protein-1

miARN- Micro acido ribonucleico

MIP-1a - Proteina inflamatoria de macrofagos-1loa, do inglés macrophage
inflammatory protein-la

MMP - Metaloproteinase da matriz, do inglés matrix metalloproteinase

NIC - Nivel de insercéo clinica



Anélise bioquimica do fluido salivar em pacientes com periodontite: revisdo narrativa

NPT - Neopterina

NUS - Nitrogénio ureico no sangue

OC - Osteocalcina

ON - Osteonectina

8-OHdG- 8-hidroxi-desoxiguanosina

PCT - Procalcitonina

PGE?2 - ProstaglandinaE?2

PMN - Leucocitos  polimorfonucleares, do  inglés  polymorphonuclear
neutrophils

POA - Perda 6ssea alveolar

PS - Profundidade de sondagem

RANKL - Ligando do recetor ativadordo fator nuclear kappa B, do inglés
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

RRP - Recetor de reconhecimento de padrdes

SS - Sangramento a sondagem

TLR - Recetor do tipo Toll, do inglés toll-like receptors

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa, do inglés tumour necrosis factor alpha
UBC - Ubiquitina C

Xi



Anélise bioquimica do fluido salivar em pacientes com periodontite: revisdo narrativa

I. Introducéo

A periodontite define-se como uma doenga inflamatéria multifatorial mediada pelo
hospedeiro e associada ao biofilme “disbi6tico” subgengival. A sua principal caracteristica é a
destruicdo progressiva do tecido periodontal manifestada por perda de insercdo clinica. A
apresentacdo da doenca difere com base no numero de lesdes, distribuicdo e localizacdo no
arco dentério (Tonetti et al., 2018).

A Academia Americana de Periodontologia (AAP) e a Federacdo Europeia de
Periodontologia (EFP) adotaram, em 2017, uma nova classificagdo das doencas e condigdes
periodontais. Anteriormente reconhecidas como periodontite crénica e periodontite agressiva,
na classificacdo vigente, estas condi¢Bes sdo agrupadas numa unica categoria - a periodontite,
conforme indicado na Tabela 1. Além disso, a periodontite passa a ser classificada de acordo
com o estdgio e o grau. O estagio esta relacionado com a severidade da doenca e varia de | a
IV; enquanto que o grau reflete o risco de progressdo da doenca e osseus efeitos na sadude
sistémica, sendo classificado em A, B ou C. Esta estratificacdo de risco é baseada em fatores
bem validados como o tabagismo, a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ndo controlada, a
evidéncia clinica de progressdo da doenca em idade precoce e a gravidade da perda 6ssea em
relacdo a idade do paciente (Steffens e Marcantonio, 2018; Tonetti et al., 2018).

Tabela 1. Resumo da nova classificacdo da periodontite, de acordo com Steffens e
Marcantonio, 2018.

Nova classificacdo das doencas e condicBes periodontais

1. Saude periodontal, condi¢des e doencas gengivais
2. Periodontite

3. Outras condicOes que afetam o periodonto

Periodontite

2.1. Doengas periodontais necrosantes
2.2. Periodontite
2.3. Periodontite como manifestacdo de doencas sistémicas
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Devido a sua alta prevaléncia, a periodontite € um importante problema de satde
publica. A doenca é responsavel por uma grande proporcdo de edentulismo e disfuncdo
mastigatdria, que prejudicam a qualidade de vida do individuo e afetam negativamente a

estética facial (Papapanou et al., 2018).

A patogénese da periodontite sugere que esta ocorre de interacbes complexas entre 0s
microrganismos e a resposta imunoldgica do hospedeiro. A formacdo do biofilme inicia-se a
partir da pelicula adquirida que condiciona a superficie dentéria, permitindo a coagregacdo
bacteriana de varias espécies. Como biofilme formado, estabelece-se a inflamacdo gengival.
Porém, o inicio e a progressao da periodontite dependem de alteragdes ecoldgicas
“disbidticas” no microbioma do hospedeiro em resposta aos mediadores inflamatérios
gengivais e de degradacdo tecidual. A persisténcia de uma microflora desencadeia o aumento
da producéo de citocinas pré-inflamatorias, que levam a migracdo de leucdécitos para a regido
afetada. Assim, instaura-se um paradoxo ja que a propria resposta imune do individuo,
necessaria para a destruicdo dos patogénicos, € também determinante a suscetibilidade a
doenga (Vanderlei et al., 2018). As infecbes periodontais desencadeiam igualmente a
libertacdo de uma variedade de subprodutos metabdlicos, como enzimas e outros mediadores

quimicos, que resultam na destruicao dos tecidos de suporte dentario (Barros et al.,2016).

Estas alteracGes imunorreguladoras sdo causas importantes no desenvolvimento da
doenca e das formas clinicas variaveis. Tradicionalmente, o diagnostico da periodontite é feito
por exames de imagem - radiografias orais e tomografia computadorizada - e por avaliacdo
dos parametros clinicos como profundidade de sondagem (PS), sangramento a sondagem (SS)
e nivel de insercdo clinica (NIC). Contudo, estas medidas ndo determinam o status atual da
atividade da doenca e uma quantidade significativa de dano tecidual ou ésseo deve ocorrer
para se avaliarem os efeitos cumulativos da destrui¢do do tecido periodontal (Newman et al.,
2012; Ebersole et al., 2015).

Levando em conta essas limitagdes clinicas, existe a necessidade de diagnosticar esta
doenca nos seus estagios iniciais, a fim de se realizar uma intervencéo precoce. Nesse sentido,
torna-se fundamental a andlise bioquimica do fluido salivar e a determinacdo de
biomarcadores que indicam a presenca do processo da doenca antes da ocorréncia dos seus

danos clinicos (Barros et al., 2016).

Os primeiros estudos sobre biomarcadores para periodontite destacaram o uso do soro

e do fluido crevicular gengival (FCG) para a investigacdo das alteracdes das moléculas
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inflamatorias. No entanto, nos ultimos anos foram feitos esforcos na identificacdo de
biomarcadores salivares. O metodo ndo invasivo e a colheita simples e econdmica tornam o
fluido salivar apropriado ao diagnéstico da doenca (Taylor et al., 2014; Rangbulla et al.,
2017).

Este trabalho tem por objetivo avaliar as alteracfes bioguimicas na composicdo do
fluido salivar na doenca periodontal e identificar as tendéncias metodologicas do uso de
biomarcadores salivares em pacientes com periodontite. Adicionalmente, também se pretende

realizar uma apreciacao dos resultados encontrados na literatura mais recente.

1.1. Materiais e métodos

Trata-se de um estudo qualitativo de revisdo narrativa, apropriado a atualizagdo do
conhecimento sobre a tematica proposta. Procedeu-se a revisdo da literatura, mediante o
levantamento de artigos nas bases de dados PubMed e B-ON, considerando o periodo de 2014
a 2019. Os termos de indexacao utilizados foram “periodontite ¢ marcadores bioquimicos” e
“periodontite e fluido salivar” e os seus equivalentes em lingua inglesa. Os critérios utilizados
para inclusdo foram: (a) presenca dos descritores utilizados no titulo ou no resumo; (b) artigos
publicados em lingua portuguesa ou inglesa. Os critérios de exclusdo foram: (a) duplicidade
de artigos; (b) artigos que ndo atendiam ao tema proposto; (c) artigos com textos ndo
disponibilizados na integra; (d) dissertaches e teses. Posteriormente, realizou-se uma
apreciacao critica do contetido dos artigos. Para analisar a producdo cientifica identificada,
ndo se utilizaram técnicas qualitativas e/ou quantitativas especificas de tratamento de dados,
tendo sido feita a analise de conteddo de cada um dos textos individualmente. Assim sendo,

realizou-se a reviséo da literatura recorrendo a 32 artigos.

Além disso, outras 13 referéncias bibliograficas foram incluidas na fundamentacéo
tedrica, sendo necessarias aos conceitos primordiais do tema. Foram entdo utilizados livros,
guidelines e artigos anteriores a 2009. Desta forma, totalizaram-se 45 referéncias
bibliograficas aquando da redacédo deste trabalho de dissertacao.
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I1. Desenvolvimento

2.1. Composicao, fungéo e colheita da saliva

A saliva é uma secrecdo exdcrina secretada por células especializadas, designadas por
células salivares. Estas células agrupam-se formando glandulas maiores (parétida,
submandibular e sublingual) e menores. A saliva é um liquido aquoso, transparente, com pH
geralmente acido e a sua excre¢do € controlada por mecanismos autdnomos resultantes das

interacOes entre 0s sistemas simpatico e parassimpatico (Douglas, 2006).

Entre os componentes inorganicos da saliva estdo descritos os i0es cloreto,
bicarbonato, fosfato, potassio, célcio, iodeto, brometo, fluoreto, magnésio e sodio. J& nos
componentes organicos, destacam-se as glicoproteinas, que estdo envolvidas na formacéo da
pelicula adquirida, e os elementos relacionados com os fatores defensivos e antimicrobianos.
Outras proteinas ativas sdo as enzimas, como a.-amilase, a lipase, a fosfatase alcalina (FA) e a
peroxidade (Almeida et al., 2008; Newman et al., 2012).

A saliva desempenha um papel fundamental na homeostasia oral e tem como funcgdes
a lubrificagdo e limpeza dos dentes e dos tecidos orais, a neutralizagdo de &cidos, a
remineralizacdo e inibicdo da desmineralizacdo dentaria, o transporte das substancias
gustativas e a protecdo dos recetores de sabor, a acdo antimicrobiana e a regulacdo das
respostas inflamatdrias, bem como a preparacdo do bolo alimentar (Almeida et al., 2008;

Gomes e Fernandes, 2010; Newman et al., 2012).

Existem diferentes métodos de colheita salivar, nomeadamente, a colheita de saliva
total ndo estimulada, de saliva total estimulada e de saliva especifica (Jasim et al., 2016). A
saliva total ndo estimulada pode ser recolhida em tubos de plasticos pela simples acdo de
cuspir, por aspiracdo no assoalho bucal ou por absor¢cdo com o auxilio de um swab ou rolo de
algoddo, que posteriormente é centrifugado para a extragcdo da amostra. Quando o individuo
apresenta alguma dificuldade em produzir saliva suficiente, é necessaria a estimulacdo por
meio de mastigacdo de pastilha elastica, parafina ou por aplicacdo de uma substancia acida na
lingua. Quanto & saliva especifica, a sua colheita pode ser realizada por aspiracdo ou
canalizacdo dos ductos salivares. Para realizacdo de uma analise adequada do fluido salivar é
indicado o uso dos kits de colheita salivar comercializados para este fim (Lee e Wong, 2009;
Pfaffe et al., 2011).
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2.2. Saliva como amostra para exame complementar de diagndstico da periodontite

A periodontite tem sido associada a alteragcGes em varias proteinas e enzimas salivares,
em especial a mucina, a o-amilase, a lactato desidrogenase, a fosfatase alcalina, a 13-
glucuronidase e as metaloproteinases (Acquier et al., 2015; Luke et al., 2015; Rajesh et al.,
2015; Patel et al., 2016; Ali et al., 2018; Jeyasree et al., 2018).

As mucinas desempenham a funcéo viscoelastica da saliva e promovem aglutinacao de
microrganismos, enguanto que a a-amilase, além da sua acdo digestiva dos hidratos de
carbono, exerce efeito inibitério direto no crescimento de algumas bactérias. Acquier et al.
(2015) compararam 0s niveis destas duas enzimas em pacientes com periodontite e
observaram que as suas concentragdes se encontravam elevadas, quando comparadas com um

grupo controlo. Além disso, houve correlacdo positiva com a PS e o NIC.

No estudo desenvolvido por Ali et al. (2018), niveis muito altos de lactato
desidrogenase (LDH) e 3-glucuronidase foram verificados nos grupos com periodontite em
comparacdo com o grupo controlo. A enzima LDH catalisa a interconversao de piruvato e
lactato e a sua presenca extracelular indica necrose celular. J& a f3-glucuronidase encontra-se
envolvida na destruicdo dos componentes ndo colagénicos da matriz extracelular. Ademais, 0s
autores constataram que o tabagismo influenciou a atividade enzimatica, porém as alteracdes
ndo invalidaram o uso destas enzimas como biomarcadores, podendo ser usadas tanto em

fumadores como em ndo fumadores.

Ao analisar valores médios da enzima fosfatase alcalina (FA), hidrolase responsavel
pela desfosforilacdo de diferentes moléculas, Jeyasree et al. (2018) mostraram que 0s niveis
estavam aumentados em pacientes com periodontite. O estudo também mostrou que, apos o
tratamento periodontal ndo-cirurgico, houve melhora dos parametros clinicos e diminuicdo
dos niveis de FA sérico e salivar. Desta forma, a enzima FA mostrou-se Util na avaliacdo dos

resultados do tratamento periodontal.

Num estudo anterior, Patel et al. (2016) observaram que 0s niveis de FA estavam
aumentados nos individuos com periodontite, assim como os niveis de célcio e de fosforo
salivares. Registaram ainda que o pH salivar era mais alcalino em individuos com gengivite e
periodontite. Resultados semelhantes foram encontrados por Rajesh et al. (2015) que
relacionaram o pH alcalino com o risco de se desenvolver a periodontite. Contudo, os

pacientes apresentaram menor propensdo as lesdes de carie dentaria devido ao aumento
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potencial de remineralizagdo, associado a atividade proteolitica e a deposicdo de fosfato de

célcio.

Luke et al. (2015) também observaram a atividade enzimatica da FA na saliva de
pacientes com periodontite, gengivite e em pessoas saudaveis. Os autores estudaram
igualmente a atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), assim como determinaram os valores de nitrogénio ureico no sangue
(NUS). Os niveis de todos 0os componentes estavam notoriamente mais altos nos pacientes

com periodontite e ligados ao agravamento dos parametros clinicos da doenca.

Além das proteinas e enzimas salivares, a resposta do hospedeiro ao biofilme estimula
também a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, entre elas as interleucinas. A familia da
interleucina 1 (IL-1) tem um papel importante no inicio e na sucessdo das respostas imunes.
Quanto a forma IL-1a, Eivazi et al. (2017) demonstraram uma correlacdo negativa entre o0s
niveis desta interleucina e os parametros clinicos PS e NIC. Acerca da forma IL-113, Morelli
et al. (2014) e Ebersole et al. (2015) relataram concentra¢Ges maiores desse componente nos
pacientes com periodontite em comparacdo com o grupo controlo. J& Rangbulla et al. (2017)
observaram que a IL-113 foi detetada em todos os pacientes, doentes ou saudaveis, porém os
niveis foram significativamente maiores em individuos com periodontite. Quando
comparados os valores apds profilaxia oral, houve uma reducdo expressiva. No entanto, 0s

niveis nos pacientes periodontais ainda se mantiveram acima dos niveis basais.

No estudo de Da Costa et al. (2015), os individuos com periodontite apresentaram um
aumento significativo de interleucina-17 (IL-17) em comparagdo com o grupo controlo. A IL-
17 é uma citocina produzida pelas células Th-17 ativadas que pode induzir o RANKL,
ligando do recetor ativador do fator nuclear kappa B, o principal fator estimulador da

diferenciacéo e ativacdo dos osteoclastos na doenca periodontal.

Da mesma forma, 0 RANKL pode também ser ativado pelos recetores sollveis da
interleucina-6 (IL-6), secretada por macrofagos, que comunica sinais inflamatérios e
desencadeia processos de reabsorcao 0ssea. Morelli et al. (2014) demonstraram que, durante a
inflamacdo gengival induzida, o nivel de IL-6 foi indicador potencial nas mudancgas de PS.
Ebersole et al. (2015) encontraram uma concentracdo elevada de IL-6 salivar no grupo de
pacientes com periodontite, em comparagdo, quer com os individuos com gengivite, quer com
0s saudaveis. Ja Balaji et al. (2017) avaliaram a concentracdo da citocina em pacientes com e

sem diabetes do tipo 2. Nesse estudo, 0s pacientes com periodontite ndo tratada, com e sem
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DM2, exibiram maiores concentragdes de IL-6, quando comparados com o grupo controlo de
pacientes saudaveis, com e sem DM2. Além disso, os autores investigaram os niveis de
hemoglobina glicosilada Alc (HbAlc), forma de hemoglobina presente naturalmente nos
eritrocitos humanos e que € atil na identificacdo de altos niveis de glicemia durante periodos
prolongados. Notou-se uma correlagdo entre os niveis de HbAlc e IL-6 em pacientes com
periodontite e DM2, denotando uma associagdo entre o alto indice glicémico e a destrui¢do

periodontal.

Para Machado et al. (2018), os niveis de IL-6 também podem ser uteis no diagndstico
da periodontite em mulheres gravidas. As analises radiograficas ndo sdo recomendadas na
gravidez e os pardmetros clinicos ndo avaliam um padrdo inflamatério da progressao da
doencga. Nesse estudo, os niveis de IL-6 e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foram

muito superiores em gestantes com periodontite do que em gestantes saudaveis.

A interleucina-28, também conhecida como interferdo-A, tem um papel importante na
modulacdo do sistema imunologico contra as inflamagdes cronicas. Ao examinar 0S
polimorfismos presentes nos genes da isoforma IL-28B, Heidari et al. (2017) observaram uma

correlacdo com a suscetibilidade a periodontite.

O antagonista do recetor da interleucina-1 (IL-1ra) é uma proteina inibidora da IL-1
que impede o seu efeito pro-inflamatério. Recker et al. (2015) detetaram IL-1ra na saliva de
pacientes obesos com periodontite. Ha evidéncias de que a obesidade pode desempenhar um
papel importante na patogénese da doenca periodontal através da expressdo de mediadores
pré-inflamatorios. Constatou-se uma correlacdo positiva entre a severidade da periodontite e
os niveis de IL-1ra. Porém, apOs ajuste de comparacdo multipla, a correlacdo perdeu

significado estatistico.

As citocinas pro-inflamatérias e as endotoxinas bacterianas estimulam a producédo da
procalcitonina (PCT), um peptideo precursor da calcitonina, hormona envolvida na
homeostasia do calcio. E conhecida como biomarcador de inflamag&o sistémica grave, como
infecOes graves e choque séptico. Yousefimanesh et al. (2015) avaliaram a associagdo entre a
periodontite e a PCT salivar. Nao foram observadas diferencas estatisticas relevantes entre os
grupos de pacientes com periodontite e o grupo controlo. Desta forma, o0s autores concluiram
que o nivel salivar da PCT pode nédo ser considerado um bom indice para o diagnéstico de

doengas periodontais.
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Num estudo posterior, Redman et al. (2016) analisaram a PCT e a proteina C reativa
de alta sensibilidade (hsCRP) e examinaram a eficacia destes componentes como
biomarcadores de periodontite em pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite, visto que a
inflamacéo sistémica poderia confundir a interpretacdo dos dados. A PCT sérica foi maior nos
pacientes com periodontite, enquanto que a hsCRP sérica ndo apresentou diferenca
significativa. Também ndo foram observadas diferengas significativas nos valores de PCT e
hsCRP salivar com base na gravidade da periodontite. Deste modo, somente a PCT sérica se

reafirmou como boa opc¢édo de biomarcador.

A presenca de celulas inflamatorias na periodontite eleva também a concentracdo de
prostaglandinas. Segundo Romero et al. (2017), a concentracdo elevada da prostaglandina E2
(PGE2) nos pacientes com periodontite promove a destrui¢do de tecidos, com degradagéo do

colageénio e reabsorcao dssea.

A ativacdo das citocinas pré-inflamatorias também resulta na regulacdo positiva de
enzimas proteoliticas como as metaloproteinases da matriz (MMPS), responsaveis pela
remodelacdo da matriz extracelular. Durante a inflamacédo, os leucocitos polimorfonucleares
(PMNs) aumentam na saliva e libertam MMP-8, ou elastase, que tem como funcdo a
degradacdo de proteinas (colagénio tipo | e 11) constituintes do tecido conjuntivo. O aumento
da sua atividade leva a destruicdo tecidular nas zonas infetadas e, consequente, a progressao
da doenca periodontal. Yuan et al. (2018) relataram que os niveis de MMP-8 ativa (aMMP-8),
em amostras de fluido crevicular gengival, foram significativamente mais altos nos pacientes
com periodontite do que no grupo controlo. Porém, as diferencas ndo foram significativas
guando comparadas as amostras de saliva obtidas. Para os autores, a analise quantitativa de
aMMP-8 nas amostras salivares reflete o status oral de forma mais geral e ndo especifica.
Entretanto, Morelli et al. (2014), Ebersole et al. (2015), Lundmark et al. (2016) e Rangbulla et
al. (2017), verificaram niveis elevados de MMP-8 na saliva dos pacientes com periodontite e

validaram o seu uso como biomarcador inflamatério ndo imunolégico salivar.

Em relacdo as cascatas pro-inflamatorias, a MMP-7 pode ativar a pr6-MMP-8. Desse
modo, Lundmark et al. (2016) também investigaram 0s niveis de MMP-7 salivar e
constataram que as concentragcbes foram significativamente maiores nos pacientes com
periodontite, comparativamente aos controlos. Além disso, os resultados revelaram que o

habito de fumar contribuiu para o aumento da MMP-7.
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A MMP-13 esta envolvida nas doengas inflamatorias, no cancro da mama e na artrite
reumatoide. Virtanen et al. (2017) investigaram as concentragcdes séricas e salivares dessa
MMP em pacientes com doenca periodontal. No soro, a MMP-13 foi quase indetetavel nos
controlos e concentracdes muito baixas foram registadas em pacientes com periodontite. No
entanto, na saliva, houve um aumento da concentracdo em pacientes saudaveis e associado ao
sexo feminino e ao NIC. Apesar de contraditorio, os resultados revelaram a diferenca de

género e o possivel efeito hormonal da MMP-13.

Numa anélise entre as MMPs e as vias de apoptose da inflamacéo periodontal, Zeidan-
Chulia et al. (2016) detetaram que a ubiquitina C (UBC), o proto-oncogene Jun (JUN) e a
MMP-14 controlam o fluxo de informagGes biol6gicas dentro de um interatoma, modelo de
interages de rede proteina-proteina que nomearam como Biomark. Concluiram que se essas
interacdes forem interrompidas, toda a rede serad destruida em pequenos componentes. Assim,
essas substancias representam trés alvos terapéuticos, mas também biomarcadores especificos

da suscetibilidade a periodontite.

A combinacdo de componentes foi utilizada por Wu et al. (2018) como uma estratégia
para aumentar a eficacia diagndstica da periodontite. Os autores utilizaram a IL-113, a IL-1ra e
a MMP-9 e verificaram uma maior especificidade e sensibilidade nos resultados, atingindo

fiabilidade suficiente para o diagndstico da doenca periodontal.

Nos estudos de Da Costa et al. (2015), uma correlacdo positiva foi observada entre a
expressdo do TNF-o e 0 aumento do mARN da MMP-2. O TNF-o tem um papel importante
como fator iniciador de diferenciacdo dos osteoclastos no processo inflamatério subclinico e a
associagdo com o MMP-2 foi relacionada com a progressao da doenga.

O fator estimulante de col6nias (CSF-1) é uma citocina que estimula a diferenciagdo
das células-tronco hematopoiéticas em macrofagos, que induzem a ativagdo do RANKL.
Nesse sentido, Lira-Junior et al. (2017) avaliaram os niveis salivares da CSF-1 e verificaram
que eram significativamente mais altos em pacientes com periodontite, quando comparados

com os controlos.

Relativamente as citocinas quimiotaticas, estas estimulam o movimento dos leucécitos
do sangue para os tecidos e estdo associadas a severidade da periodontite. A MIP-1a, ou
CCL3, é uma proteina inflamatoria de macréfagos que se liga frequentemente aos recetores

CCR1, CCR4 e CCR5 nas superficies das células imunes, recrutando-as para os locais de
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inflamacdo e ativando os osteoclastos. Ebersole et al. (2015) identificaram um aumento
significativo de MIP-1o no grupo de pacientes com periodontite. Num estudo semelhante,
Nisha et al. (2018) estudaram os niveis de duas quimiocinas, MIP-1a e MCP-1, em pacientes
saudaveis, com gengivite e com periodontite, com o intuito de avaliar os biomarcadores na
distingdo das doencas. Os resultados revelaram que a MIP-1a foi o melhor biomarcador na
diferenciacdo entre gengivite e saude periodontal, enquanto que na periodontite, tanto a

MIP-1a como a MCP-1 tiveram 100 % de sensibilidade e de especificidade.

O reconhecimento de patogénicos pelo hospedeiro € mediado por recetores de
reconhecimento de padrdes (RRPs), como os recetores do tipo Toll (TLR). AlQallaf et al.
(2018) verificaram a presenca das formas soluveis TLR-2 e TLR-4 na saliva associados aos
parametros clinicos em pacientes com gengivite. Os resultados sugerem que essas proteinas
representem potencialmente marcadores de periodontite antes da perda déssea. Além disso,
essas formas sollveis associam-se ao co-receptor CD14, cuja concentracdo foi

significativamente maior nos grupos com gengivite e periodontite.

Em pacientes com perda Ossea alveolar (POA) devido a periodontite, Betsy et al.
(2019) avaliaram as alteracbes nos niveis de osteocalcina (OC), osteonectina (ON) e de
desoxipiridinolina (DPD) da regido telopeptidica C-terminal do colagénio I. Observou-se uma
diferenca estatisticamente relevante entre os grupos com periodontite e o grupo de individuos
saudaveis. Além disso, correlacionaram-se positivamente os parametros anteriores com a PS e
a POA. Desse modo, os resultados apontaram que a OC, a ON e a DPD podem ser utilizadas

como biomarcadores na triagem de pacientes com alto risco de periodontite.

Num estudo anterior, Mishra et al. (2015) enfatizaram que a reabsorcao osteoplastica e
a degradacdo da matriz de colagénio resultam na producdo da DPD. Considerando as
amostras salivares em pacientes saudaveis, com gengivite e com periodontite, a DPD foi
detetada em todas as amostras; no entanto, o nivel de DPD na saliva aumentou
proporcionalmente a perda de saude periodontal, sendo considerado um biomarcador eficaz

da progresséo da doenca.

Na periodontite, a atividade dos neutrofilos é essencial & resposta inflamatoria e a
cicatrizagdo dos tecidos. No entanto, as espécies reativas de oxigenio (EROs) produzidas para
combater os patogénicos estdo relacionadas com a destruicdo do tecido periodontal. O
equilibrio entre a producéo de EROs e a capacidade antioxidante total (CAT) desempenha um

papel importante na homeostasia. Quando h& um desequilibrio, ocorre o stress oxidativo.
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Zhang et al. (2016) investigaram a CAT e o estado oxidante total (EOT) na saliva de
pacientes com periodontite e a sua relagdo com as bactérias periodontopaticas, relativamente
ao grupo controlo. A carga bacteriana mostrou-se aumentada em pacientes com periodontite,
porém ndo houve correlagdo com os niveis de CAT e de EOT. Para os autores, essas
alteragOes na capacidade antioxidante ndo estdo ligadas ao aumento bacteriano, mas a resposta

imune desregulada.

Segundo Prasanna et al. (2017), a concentracdo da neopterina (NPT), sintetizada por
macrofagos apos estimulacdo do interferdo-A produzido pelos linfdcitos, é diretamente
proporcional aos niveis de EROs. As concentracfes de NPT foram correlacionadas com a
intensidade da doenca e a sua diminui¢do, ap6s o tratamento periodontal ndo cirargico, parece

indicar a eficdcia no controle da inflamacéo.

Ainda no que concerne aos efeitos do stress oxidativo, os radicais livres em excesso
podem oxidar e danificar proteinas, lipidos e o &cido desoxirribonucleico (ADN). Esses danos
levam a formacdo de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) que é excretada nos fluidos
corporais, incluindo o fluido crevicular gengival e a saliva. Para Govindaraj et al. (2019), o
aumento de 8-OhdG na saliva pode ser um marcador de atividade da doenga e pode ser
utilizado para fins diagndsticos.

A periodontite pode também modular os niveis de microARNs (miARNS) no tecido
periodontal. Os MiIARNs sdo pequenas moléculas de ARN mensageiros que regulam a
traducdo e atuam como silenciadores pds-transcricionais. Fujimori et al. (2019) selecionaram
0 hsa-miR-381-3p salivar como um biomarcador e os resultados indicaram que esta molécula
pode revelar a gravidade da doenca periodontal e a sua expressdo esta associada ao aumento

da resposta imune a patogénicos bacterianos subgengivais.

11
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I1l. Discussao

Os métodos atuais de diagndstico e monitorizacdo da doenca periodontal, em especial
da periodontite, incluem critérios clinicos que embora sejam excelentes para avaliar a
destruicdo tecidual, sdo ineficazes na identificacdo da doenca ativa e na previsao de riscos
(Taylor et al., 2014). Os resultados desta revisdo de literatura sugerem que a analise
bioguimica do fluido salivar configura um exame complementar de diagnéstico para a detecéo
precoce da doenca e para 0 acompanhamento do paciente, constituindo um novo paradigma

na Medicina Dentéria.

Nesta perspetiva, a saliva surge como um fluido diagnéstico de grande potencial e com
vantagem superior relativamente ao soro e ao FCG, por o seu método de recolha ndo ser
invasivo, além de ser econdmico e facil. A colheita de sangue venoso envolve desconforto
fisico e psiquico do individuo; ja o uso do FCG requer um equipamento adequado para
calibrar o volume do fluido, a colheita é trabalhosa e a analise € demorada (Rangbulla et al.,
2017). Ainda assim, o uso do fluido salivar requer atengéo ao tipo de colheita, aos cuidados
no método de recolha e as diferencas nas taxas de fluxo salivar, pois estes podem modificar a

concentracdo dos analitos na amostra (Lira-Junior et al., 2017).

Nesta revisdo, constatou-se que as alteracdes nos componentes salivares indicaram
aspetos variados da doenca periodontal, designadamente: os imunolégicos, os inflamatorios,
os de degradacdo dos tecidos e os de remodelacdo Gssea. Neste sentido, a aplicabilidade
clinica da andlise salivar torna-se diversa, incluindo a identificacdo de diferentes tipos de

biomarcadores salivares com os seguintes fins:

(1) distincdo da doenca periodontal e determinacéo de atividade/status da doenca;

(2) avaliacdo da progressdo da doenca por meio dos biomarcadores de renovacao 6ssea;
(3) avaliacdo de resultados do tratamento periodontal ndo-cirurgico;

(4) avaliagdo de suscetibilidade a doenga;

(5) uso de biomarcadores para diagnosticar a periodontite em gestantes.

Neste seguimento, destaca-se que a periodontite é capaz de induzir alteragdes nas
concentragfes de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6, IL-17 e 1L-28, além do
antagonista do recetor de interleucina-1. Os niveis destas proteinas apresentam-se mais
elevados no fluido salivar de pacientes com periodontite, quando comparados com grupos
controlos (Morelli et al., 2014; Da Costa et al., 2015; Ebersole et al., 2015; Recker et al.,
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2015; Balaji et al., 2017; Eivazi et al., 2017; Heidari et al., 2017). Logo, constata-se que esses
componentes podem ser utilizados para o rastreio da atividade da doenca periodontal, além da

avaliacdo de suscetibilidade a periodontite.

Enfatiza-se também as alteracdes nas concentracdes salivares de IL-6 e de TNF-a em
mulheres gravidas (Machado et al., 2018). A utilizacdo desses componentes como
biomarcadores salivares fornecem um grande beneficio no diagnéstico de periodontite nessas
pacientes por se tratar de um meio mais seguro, uma vez que a sua exposic¢ao ao raio X deve

ser evitada.

Quanto a analise das metaloproteinases salivares, demonstrou-se que durante a
inflamacé&o, os niveis de MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9 e de MMP-14 est&o alterados nos
pacientes com periodontite. O aumento dessas enzimas proteoliticas tem como resultado o
aumento na progressdo da doenca periodontal (Morelli et al., 2014; Ebersole et al., 2015;
Lundmark et al., 2016; Rangbulla et al., 2017; Yuan et al., 2018). Deste modo, estas

alteracdes podem prever a reabsorcao dssea e 0 avango da doenca.

Nesse mesmo sentido, a avaliacdo da progressao da doenca periodontal pode ocorrer
também por meio dos biomarcadores de renovacdo Ossea. Para Betsy et al. (2019) as
alteracdes da OC, ON e DPD na saliva servem como um método valido para a triagem de
pacientes com perda 6ssea alveolar. Mishra et al. (2015) destacaram que a avaliacdo da DPD
pode fornecer em tempo real o status da progressao da doenca antes de qualquer perda de
tecido duro.

E de referir também a variacdo da concentracdo das enzimas salivares, com destaque
para a fosfatase alcalina, que, além de conferir a sensibilidade necessaria a distingdo da
periodontite, ¢ do mesmo modo eficaz na avaliacdo dos resultados do tratamento periodontal
ndo-cirdrgico (Luke et al., 2015; Rajesh et al., 2015; Patel et al., 2016; Jeyasree et al., 2018).
Contudo, algumas limitacGes devem ser observadas. Fatores como temperatura, pH,
concentragdes de enzimas e substratos, inibidores ou ativadores, podem causar alteracGes
enzimaticas (Ali et al., 2018). Deste modo, recomendam-se mais pesquisas para identificar
variaveis que possam influenciar a atividade enzimética e invalidar o seu uso como

biomarcadores.

Conforme abordado nesta revisdo, os danos oxidativos desempenham um papel

importante na patogénese da periodontite. Assim sendo, devem propor-se mais estudos de
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detecdo de componentes salivares relacionados com o stress oxidativo. Por exemplo,
Govindaraj et al. (2019) recomendaram mais pesquisas focadas no papel de 8-OHdG no

diagnostico periodontal, por ser um modo econdémico para a triagem da populacao.

O uso dos miARNs como diagnostico da periodontite baseado em evidéncias
cientificas foi destacado por Fujimori et al. (2019). Os autores sugerem novos estudos que
esclarecam a expressdo dos genes nos tecidos afetados pela periodontite, para alem dos
tecidos gengivais, assim como o aprofundamento da expressao do hsa-miR-381-3p na saliva e
a influéncia na condicdo periodontal através da via de sinalizacio MAPK (proteina

cinaseativada por mitdgenos).

Nem todos os componentes salivares avaliados nesta revisdao se mostraram validos
para o diagndéstico da periodontite. As alteracfes na procalcitonina salivar, por exemplo, ndo
apresentaram diferencas estatisticas relevantes entre os grupos de individuos com periodontite
e os saudaveis. Yousefimanesh et al. (2015) e Redman et al. (2016) concluiram que, apesar da
PCT ser um bom marcador da inflamac&o sistémica grave, ndo deve ser considerado uma boa
opcao de biomarcador da periodontite. Além disso, Recker et al. (2015) demonstraram que 0

IL-1ra ndo apresentou correlacdo significativa com a severidade da doenca periodontal.

Com a vigilancia periodica dos pacientes, pressupde-se a monitorizacdo da doenca
periodontal. Percebem-se os esforgos consideraveis para encontrar componentes salivares
ideais a identificacdo do status da doenca, ao controle dos resultados dos tratamentos
periodontais e a tentativa de prever o avanco da doenca. Porém, compreende-se também que
nenhum biomarcador atende a todos os requisitos. Segundo Wu et al. (2018), o poder de
distincdo dos biomarcadores € maior quando combinados, em comparacdo com a analise de
uma Unica substancia. Portanto, recomenda-se a associa¢do de mais de que um biomarcador,

com o intuito de fornecer informac6es validas sobre a doenca em causa.

Com esta revisdo, foi possivel observar que na literatura recente ha informacoes
substanciais que sugerem os biomarcadores salivares como um modo eficaz de diagndstico e
de monitorizacdo da periodontite. Além disso, a analise desses fluidos pode fornecer também
um novo modelo para os procedimentos de diagndstico médico geral, no &mbito da salde

sistémica, cuja aplicabilidade tera impacto no cuidado integral do paciente.
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IV. Conclusao

As alteragdes bioguimicas do fluido salivar em pacientes com periodontite incluem
variaces nas concentracdes de proteinas, enzimas salivares, enzimas proteoliticas, citocinas
pré-inflamatorias e quimiotaticas, miARNS, produtos de stress oxidativo e recetores de
patogénicos. Estas apresentam-se como potenciais biomarcadores para o diagndstico da
doenca periodontal, permitindo a diferenciacdo entre periodontite, individuos saudaveis e com
gengivite. Além disso, mostraram-se também Uteis no acompanhamento terapéutico e na
avaliacdo da progressdo da doenca, além de vantajosas na avaliacdo de suscetibilidade a

periodontite.

Por fim, enfatiza-se que o diagnostico salivar, no atual progresso, podera ser a chave

para a monitorizacdo da salde oral por meio de um método simples e eficaz.
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