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RESUMO

Os avangos cientificos permitiram: uma melhor compreensao das etiologias e dos mecanismos
do desenvolvimento das doengas da cavidade oral; o desenvolvimento da nog¢ao de risco
periodontal e predisposi¢do para doengas periodontais; o aparecimento do conceito de medicina
periodontal e repercussoes sistémicas das doencas periodontais; o desenvolvimento de novos
meios auxiliares de diagnostico; desenvolvimento de um conceito de tratamento nao cirargico
como tratamento por si sO e sua orientagdo para tratamentos médicos adjuvantes, € o
desenvolvimento de um tratamento de manutencao.

Este trabalho pretende, com base numa revisdo narrativa da literatura, descrever o conceito dos
meios biologicos de diagndstico e a sua participacdo na pratica diaria no consultério dentario.
Vo ser apresentados os principios dos meios de diagnostico seguintes: testes microbioldgicos
aplicados a detecdo de patogénios periodontais baseados em métodos bacteriologicos,

imunoldgicos e moleculares.

Palavras chave: testes biologicos em medicina dentaria; ELISA; doenca da cavidade oral;

periodontite
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ABSTRACT

Scientific advances have led to: a better understanding of the etiologies and mechanisms of oral
cavity diseases development; a development of the notion of periodontal risk and predisposition
to periodontal diseases; an emergence of the concept of periodontal medicine and systemic
repercussions of periodontal diseases; a development of new diagnostic aids; a development of
a nonsurgical treatment concept as a treatment in itself and its orientation towards adjunctive
medical treatments; and the development of maintenance treatment.

This work attempts, based on a narrative review of the literature, to describe the evolution in
the concept of microbiological methods of diagnosis and how they contribute to daily practice
in dental office. Different diagnosis tests will be presented: microbiological tests applied to the
detection of periodontal pathogens based on bacteriological, immunological and molecular

methods.

Keywords: biological tests in dental medicine; ELISA; oral cavity disease; periodontitis
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I. INTRODUCAO

A cavidade oral apresenta inimeras bactérias como fazendo parte do microbioma oral. Estas
bactérias podem ter uma relagdo compativel com o hospedeiro, fazendo parte da microflora oral
normal, ou pelo contrario ser oportunistas, tornando-se prejudiciais ao hospedeiro e provocando
doencas na cavidade oral (Patil et al., 2013).

Umas das doencas orais mais relevantes ¢ a doenga periodontal, que ¢ definida como doenga
infecto-inflamatoria que afeta os tecidos de suporte e sustentagdo do dente, com sintomas e
sinais discretos, € com etiologia multifatorial (ANAES, 2002; American Academy of
Periodontologie, 2001). Apresenta-se como uma inflamagao visivel ou ndo, com sangramento
gengival espontaneo ou provocado, perda dssea e desenvolvimento de bolsa periodontal,
mobilidade dentaria ou mesmo perda de dentes (Bouchard, 2015). Sem acompanhamento
clinico regular e rigoroso, ¢ devido a complexa etiopatogenia, o diagndstico desta patologia
torna-se dificil e frequentemente tardia. E muito importante diagnosticar precocemente esta
doenca de modo a aplicar uma terapéutica adequada, particularmente nas formas mais
agressivas. E importante determinar a natureza dos agentes infecciosos, o nivel de gravidade da
doenca, o grau de risco de o individuo desenvolver doenca periodontal e a sua evolugdo apos
tratamento, de maneira a permitir um prognostico fidvel. Por esta razao, existem varios métodos
de diagndstico que podem ser classificados como (Abdellaoui et al., 2007):

- Testes microbioldgicos representados por testes bacterianos e micogénicos, que envolvem
culturas bacterianas, testes imunoldgicos e microscopia oOtica.

- Testes enzimaticos e técnicas moleculares.

- Testes baseados na resposta do hospedeiro.

- Testes genéticos que determinam a suscetibilidade do individuo para doencga periodontal.

1.1. Materiais e Métodos

Recorreu-se a artigos cientificos indexados em bases de dados como PubMed, Medline, Google
Scholar, Science Direct para fazer uma revisdo narrativa. As palavras chave utilizadas foram:
“testes biologicos em medicina dentaria”; “ELISA”; “doencga da cavidade oral”, “periodontite”,
adicionando-se filtros como “full text available”. Os critérios de inclusao foram os seguintes:
consideraram-se os artigos escritos em francés, portugués, italiano ou inglés e de acesso livre.
Os critérios de exclusdo foram os seguintes: artigos com abordagens menos pertinentes para o
trabalho. No final, foram selecionados 76 artigos, livros e paginas na internet com informacao

considerada relevante para o desenvolvimento da tese.
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II. DESENVOLVIMENTO

2.1. Doenca Periodontal

As doengas periodontais agrupam doencgas de origem infeciosa localizadas no periodonto: as
gengivites e as periodontites. As gengivites localizam-se na gengiva (periodonto superficial) e
sdo reversiveis, as periodontites localizam-se a nivel mais profundo (desmodonto, osso
alveolar) e sao irreversiveis (Caton, 2018; Socransky et al., 1998). A presenga de bactérias na
cavidade oral ¢ afetada por fatores fisicos varidveis. Dependendo do local onde estas se
encontram e do intervalo de tempo em que estdo nesse local estes fatores sdo a temperatura,
pH, potencial oxido-redutor e pressdo de CO,. Deste modo, a cavidade torna-se um meio
favoravel a proliferagao de bactérias que organizem se em biofilmes, aumentando a viruléncia.
Assim sendo, de acordo com Loe et al. (1965) o principal fator etiologico € a placa bacteriana,
que desencadeia um mecanismo de destruicdo periodontal, modulado pela resposta do
hospedeiro, assim como por outros fatores de risco (Loe et al., 1965; Murakami et al., 2018).

As bactérias sdo classificadas de acordo com diferentes parametros, como: morfologia ao
microscopio, mobilidade, coloracdo de Gram, tipo de metabolismo, etc. Esta classificagdo
também se baseia na taxonomia, na relagdo filogenética entre bactérias, que permite reagrupar
as bactérias geneticamente préximas na mesma espécie, as espécies mais proximas em géneros,
os géneros comuns na mesma familia e as familias comparaveis na mesma ordem (Brenner et
al., 2005). Na cavidade oral, foram ja identificadas 300 espécies bacterianas, mas também estao
presentes virus e fungos, dando uma infinidade de nichos ecologicos. Destas 300 espécies
identificadas, s6 40 sdo cultivaveis e podem ser estudadas e agrupadas em diferentes complexos
classificados por cores de acordo com o grau de patogenicidade bacteriana (Charon e Mouton,
1999). As cores atribuidas foram: vermelho para as estirpes bacterianas encontradas em locais
-com perda de insercdo dentéria, laranja, amarelo, verde e roxo, por ordem de patogenicidade
(Brenner et al., 2005) (Figura 1). Isto ajuda a definir as interacdes bactéria/bactéria e
bactéria’hospedeiro, e exclui a hipdtese de que apenas uma bactéria seja o agente etiologico da
patologia. Em vez disso, um conjunto de espécies bacterianas organizadas em complexos ao
longo do tempo sera responsavel pelo desenvolvimento desta condi¢ao (Socransky et al., 1998).
No entanto, algumas destas bactérias também estdo presentes em locais saos, por exemplo as
dos complexos amarelo, verde e roxo. Os complexos vermelho e laranja englobam as bactérias

periodontopaticas (Loomer, 2004).
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Hoje em dia, € possivel a quantificagdo destas bactérias e a determinagao do perfil da flora
subgengival, através de testes bioldgicos. Deste modo, serd possivel uma melhor escolha da

estratégia de tratamento das doencas da cavidade oral.

2.2. Generalidades sobre os testes biologicos

Hoje em dia, existe uma grande variedade de testes, que com a evolugao tecnoldgica das ultimas
décadas se tém tornado cada vez mais precisos. A utilizacao destes testes na area da Medicina
Dentaria pode ter grande importancia na despistagem de individuos com risco de
desenvolvimento de certas doencas, mas também ajudar na decisdo terapéutica, na reavaliagdo
€ no acompanhamento apds tratamento (Suchett-Kaye et al., 2001).

O teste ideal deve ser quantitativo, altamente sensivel e especifico, reprodutivel, simples de
executar, rapido, ndo invasivo, barato, simples em relacdo a técnica de pré-entrega,
armazenamento e transporte. A sensibilidade de um teste corresponde a probabilidade deste ser
positivo quando a doenga esta presente. Por outro lado, a especificidade corresponde a
probabilidade do teste ser negativo quando ndo ha doenca. O valor preditivo do teste
corresponde, respetivamente, ao numero de vezes que o teste identificou corretamente a
presenca ou auséncia da doenga.

O Gold Standard representa o melhor teste disponivel até ao momento (teste de benchmark).
Portanto, esta classificacao € relativa uma vez que, pelo desenvolvimento de novos testes, tende

a ser substituido por um melhor (Loomer, 2004).

2.3. Testes microbiologicos

Os testes microbiologicos compreendem as técnicas de culturas bacterianas e técnicas
imunologicas (Enzyme Linked Absorbent Assay, microscopia de imunofluorescéncia)
(Listgarten, 1992).

2.3.1. Culturas bacterianas

Esta ¢ a técnica de referéncia, considerada Gold Standard, para determinar a patogénese

periodontal (Loomer, 2004; Zambon e Haraszhy, 1995). Permite detecao de um grande niimero

de agentes patogénicos (Figura 2), a identificacao e quantificagdo das bactérias, mas sobretudo



Testes bioldgicos na detecgdao de doengas da cavidade oral: revisao narrativa

a determinagdo da suscetibilidade bacteriana a antibidticos pela realizagdo de antibiogramas
(Charon e Mouton, 1999; Slots e Tings, 1997).

O método baseia-se na colheita e cultura das bactérias e fungos num meio de cultura apropriado
(Figura 3). A amostra € recolhida das bolsas periodontais com a técnica dos cones de papel
estéreis, sendo este 0 método mais recomendado devido a sua capacidade de isolar bactérias
anaerdbias (Bouchard, 2015). A amostra ¢ transportada em tubos com meio de cultura o que
permite preservar a vitalidade das bactérias (até 48 horas apds a amostragem) (Tabela 1) (Poulet
et al., 1996).

Apds plaqueamento, existem vdarias etapas que irdo permitir a identificacdo e diferenciacdo
bacteriana (Tabela 2), uma vez que cada agente patogénico tem caracteristicas proprias que o
distingue de outros agentes (Charon e Mouton, 1999).

De modo a testar a sensibilidade das bactérias a diferentes antibidticos, é realizado o
antibiograma que consiste na colocacao de discos com diferentes antibioticos na superficie do
meio de cultura contendo cultura bacteriana (Yoshida e Ansai, 2012) (Figura 4). Ap6s 24-48
horas de incubagdo anaerdbica a 37°C, faz-se a medi¢ao da zona ou diametro de inibicdo em
milimetros. Esta medida, de acordo com valores tabelados, permite classificar as bactérias com
propriedade de resisténcia (R), de resisténcia intermédia (I), ou de sensibilidade (S) aos
antibidticos testados, permitindo assim escolher o antibidtico especifico para as bactérias
estudadas (Charon e Mouton, 1999).

Apesar do facto de as culturas bacterianas serem consideradas o Gold Standard, esta técnica
encontra-se em desuso devido ao tempo necessario para a sua realizacdo, dos imperativos
técnicos, do prego e da dificuldade de padronizacgao. A sensibilidade deste teste, as variaveis ao
longo da sua realizagdo, e a impossibilidade de cultivo de algumas bactérias levam ao
aparecimento de falsos negativos. Por esta razdo, hoje em dia, outros testes, como técnicas

imunologicas € moleculares comecam a substitui-lo (Eick e Pfister, 2002).

2.3.2. Testes imunologicos

Os testes imunologicos sdo altamente especificos, permitindo detetar determinados antigénios
baseando-se na reagdo antigénio-anticorpo, por dete¢ao direta (através do uso de uma cultura
bacteriana ou soro) ou detecdo indireta (pela detegdo da presenca de IgG ou IgM, durante a
reacdo humoral contra as bactérias) (Slots et al., 1985). Esta reacao especifica € observada pela

utilizacdo de anticorpos primarios associados a marcadores fluorescentes que se ligam ao
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antigénio, ou pelo uso de um anticorpo secundario marcado que ird reconhecer o anticorpo

primario (Charon e Mouton, 1999).

a. ELISA (Engzyme Linked Absorbent Assay)

O teste de ELISA une a especificidade de uma ligagdao anticorpo-antigénio bacteriano, com a
sensibilidade de uma reagdo enzimatica, permitindo a detecdo de quantidades minimas de uma
determinada substancia com grande confiabilidade (Crowther, 2009).

Os anticorpos (correspondentes as bactérias procuradas) sao colocados numa placa de ELISA e
liquido ou soro gengival € colocado por cima, permitindo a ligagdo especifica dos antigénios
circulantes ao anticorpo. Apds lavagem, ¢ adicionado um anti-anticorpo (anticorpo secundario)
acoplado a uma enzima (geralmente uma peroxidase ou fosfatase alcalina). Havendo formagao
de um complexo, ocorre uma reagdo colorimétrica, cuja intensidade ¢ detetada por
espetrofotometria, permitindo a semi-quantificacdo (determinagdao aproximada do nimero de

bactérias presente) (Crowther, 2009).

b. Microscopia de imunofluorescéncia

Existem dois tipos de anticorpos: os anticorpos monoclonais, que identificam apenas uma tnica
configuragdo molecular, neste caso a bactéria alvo, portanto, ird detetar apenas a espécie com
antigénio especifico; e anticorpos policlonais que reconhecem varias espécies reagindo com
estruturas menos especificas. Assim, por marcacdo dos anticorpos com fluoresceina
(fluorescéncia verde), estes irdo ligar-se as bactérias. Apds fixacao, os anticorpos sao detetados
no microscopio sob luz UV (Sauvetre, 1994).

As principais vantagens dos testes imunoldgicos sao a alta especificidade e sensibilidade para
as bactérias, o tempo de execucdo, mas também a simplicidade e a possivel padronizacao e o
facto de ndo ser preciso usar microrganismos vivos (Netuschil et al., 1996). No entanto, a
visualizagdo dos resultados por microscopia de imunofluorescéncia implica custos aumentados
(Suchett-Kaye et al., 2001). Ela ndo permite uma avaliagdo precisa da atividade da doenca e
nao podemos predizer a evolugdo desta (Greenstein, 1990).

Outra desvantagem ¢ ndo permitir a descoberta de novos agentes patogénicos, uma vez que
utiliza anticorpos especificos para os antigénios em estudo. Ademas ndo permite de estabelecer

antibiogramas a diferenca das culturas (Sixou, 2003).
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2.4. Testes moleculares baseados na analise de acidos nucleicos

2.4.1. Técnicas de hibridacao

As técnicas de hibridagdo baseiam-se no uso de sondas, sequéncias de cerca de 20 nucledtidos,
complementares a segmentos de DNA ou RNA do microrganismo em estudo (ANAES, 2002;
INSERM, 1999). O principio desta técnica € a detecao especifica do microrganismo, através da
hibridagdao da sonda com os genes complementares do antigénio (Charon e Mouton, 1999). A
sonda ¢ geralmente marcada com isétopos radioativos ou marcada por métodos ndo radioativos
(quimicos, enzimaticos ou imunologicos) permitindo assim a sua detecdo (GUIRAUD, 1993).

A utilizacao de sondas moleculares apresenta muitas vantagens, tal como a rapidez de obtengao
dos resultados (1-7dias), mas também a alta especificidade e sensibilidade. A especificidade
desta técnica resulta da capacidade de reconhecimento do DNA alvo, ndo havendo hibridag¢des
inespecificas (com DNA de outras bactérias) que levariam a falsos positivos. A sensibilidade ¢
condicionada pelo tipo de marcagdo da sonda usada na dete¢do do acido nucleico alvo. Outra
vantagem ¢ nao requerer a viabilidade dos microrganismos.

Tem, no entanto, algumas limitagdes, como s6 permitir a detecao das estirpes procuradas, mas

também ser elevada em termos de custo.

2.4.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

O PCR ¢ uma técnica que se baseia na amplificagdo de determinadas sequéncias de um genoma
por uma DNA polimerase, o que permite um limiar de detecdo muito mais baixo do que as
técnicas anteriores. Pode ser usado para detetar uma regido especifica de um gene da bactéria,
determinando assim a sua presenga numa flora complexa. Nao ha restricdes de tempo na
utilizacdo das amostras uma vez que nao € necessaria a presenca de bactérias vivas.

O ponto critico desta técnica ¢ a escolha adequada dos oligonucledtidos (primers) que irao ser
usados na amplificacdo da regido de interesse. O PCR envolve trés etapas: desnaturagcdo do
DNA, emparelhamento dos primers e elongacao ou sintese de DNA. Em cada ciclo de PCR o
numero de moléculas de DNA duplica, sendo, portanto, uma amplificacdo exponencial (Charon
e Mouton, 1999).

Além do PCR convencional, também existe o PCR em tempo real, em que a libertacdo de um
reagente fluorescente durante a sintese de DNA, permite a dete¢do dos produtos de PCR no

decurso da reagdo. Ao contrario da PCR convencional, essa técnica permite a quantificacao do
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numero de agentes patogénicos (o aumento do sinal de fluorescéncia ¢ diretamente proporcional
ao numero de copias de DNA geradas durante o PCR) (Guillot € Mouton, 1996). Estando o
aparelho de PCR acoplado a um computador, ¢ possivel monitorizar e rastrear as curvas de
amplificacdo e a quantificacio precisa. E um método especifico, preciso e sensivel, com um
limiar de detecao de 100 bactérias, mas ¢ acima de tudo rdpido (2-4 horas) e totalmente
automatizado, dai a sua reprodutibilidade.

O teste Affirm DP® de Microprobe pode ser realizado no consultério em menos de 40 minutos.
Este teste permite detetar as bactérias Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides
forsythus e Prevotella denticola. Ocorre o desenvolvimento de cor azul quando as bactérias se
encontram com concentragao superior a taxa de detecao do teste (Yano et al., 1996). Como RT-
PCR existe Meridol Perio Diagnostics® (GABA, Suisse) que deteta os seis microrganismos
envolvidos no desenvolvimento da periodontite. Também mer micro-IDent® e micro-
[Dent®plus (HainLifeScience, Allemagne) podem detetar até¢ 9 microrganismos (Jervoe-Storm

et al., 2005; Verner et al., 2006).

2.5. Testes sobre produtos do metabolismo bacteriano

2.5.1. Testes enzimaticos

Este tipo de teste visa a pesquisa de uma enzima especifica presente numa ou mais bactérias. A
concentracao de determinada enzima no fluido gengival e na saliva esta diretamente relacionada
com a presenca de doenca (Giannobile et al., 2009). Entre estes ensaios enzimaticos esta o teste
do BANA que identifica a presenga de uma enzima semelhante a tripsina, que hidrolisa o
substrato  sintético BANA (benzoil DL-arginina-naftilamida) cuja presenca esta
significativamente relacionada com a profundidade das bolsas e perda de inser¢do superior a 4
mm. Esta enzima € produzida por trés espécies bacterianas: P. gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola (que pertencem ao complexo vermelho). Um dos produtos de degradacao
deste composto ¢ a B-naftilamida, que pode ser visualizada por uma reagao colorimétrica. Deste
modo, a presenga de cor permite detetar indiretamente a presenga dessas bactérias (Charon e
Mouton, 1999). Trata-se de um teste com 90-96% de sensibilidade e 83-92% de especificidade.
No entanto, a estirpe Aggregatibacter actinomycetemcomitans nao pode ser detetada através do
teste do BANA. Verifica-se que o nimero de locais positivos para BANA observados em

pacientes com periodontite diminui apos uma destartarizagao rigorosa (Hemming et al., 1997).
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2.5.2. Testes em compaositos sulfurosos volateis

As bactérias anaerobicas libertam moléculas provenientes da degradagdo de proteinas séricas.
Estes produtos de degradacao estao implicados na halitose, uma das caracteristicas das doencas
periodontais. Os captadores eletroquimicos bioldgicos captam estes produtos da expiracao do
paciente, fornecendo a composigao final dos compositos sulfurosos volateis. Se a concentracao
dessas moléculas for inferior a 100 trata-se de um valor normal, entre 100 e 180 corresponde a
baixa halitose, e um valor superior a 250 diagnostica uma halitose cronica (Rosenberg et al.,
1991).

Os tratamentos nao cirtrgicos de periodontia e a utilizacao de raspadores de lingua limitam esta
técnica, uma vez que reduzem os niveis dos compostos a detetar, levando a falsos negativos.
Também podem surgir falsos positivos resultantes da presenca de outros produtos volateis como

a acetona, o etanol e o metanol (Lemaitre et al., 1991).

2.6. Microscopia Otica (fundo preto e contraste de fase)

Esta técnica permite o exame direto da flora subgengival, por analise ao microscopio das
bactérias presentes num determinado local ou numa mistura de amostras, no prazo de uma hora.
O microscopio de contraste de fase tem maior resolugdo do que o microscopio a fundo preto.
Este método permite determinar os diferentes tipos de bactérias presentes e quantifica-las, quer
sejam moveis (espiroquetas, bacilos moveis), ou imoéveis (coccus, bacilos ndo moveis), €
também determinar a densidade microbiana média e a mobilidade global. Os resultados
observados em locais sdos e zonas com doenca serao diferentes, permitindo distinguir dois tipos
de flora: flora compativel e flora incompativel com a saude periodontal. No primeiro caso,
observa-se elevado numero de cocci e de filamentos ndo moveis, com formagao caracteristica
em espiga de milho. Na flora incompativel, encontram-se espiroquetas e bastonetes moéveis
(Charon e Mouton, 1999).

As vantagens desta técnica sao de ser um exame direto, simples, rapido, ndo invasivo, barato e
sem necessidade de coloragdo. No entanto, ndo existe correlacao entre as espécies bacterianas
detetadas, e a profundidade das bolsas periodontais, € a quantificacdo das bactérias ndo permite
avaliar o grau da doenca (Wolf et al., 2005).

As principais desvantagens deste teste, sdo ndo permitir a distingdo entre espécies bacterianas

que apresentem a mesma morfologia (observagao subjetiva), € ndo determinar a presenga de
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bactérias do complexo vermelho (P. gingivalis e T. forthysia) (Byrne et al., 2009). Mais ainda,
ndo permite a quantificacao direta (pouca especificidade). Devido as limitagdes descritas, este
teste nao pode ser considerado como um meio de diagnostico fiavel, ndo ajudando na escolha

da antibioterapia adequada (Wolf et al., 2005).

2.7. Testes baseados na reacao do hospedeiro

Embora a periodontite e a gengivite sejam de origem infeciosa, a resposta do hospedeiro tem
um papel importante na génese destas doengas, envolvendo um grande nUmero de
intervenientes da inflamacao e da imunidade, presentes, na maioria, no fluido gengival e na
saliva. A resposta do hospedeiro ¢ principalmente protetora. No entanto, uma resposta
descontrolada (forte ou fraca demais) pode levar a destrui¢ao do periodonto. Isto ¢ regulado por
um grande nimero de mediadores quimicos, como citocinas € os seus recetores, derivados do
acido araquidoénico e metaloproteinases da matriz (MMP) (Pihlstrom et al., 2005; Sorsa et al.,
2010). Os linfécitos T, os monocitos, e também as células endoteliais, os fibroblastos e os
queratdcitos, segregam citocinas pro-inflamatorias: a interleucina-1, interleucina-6,
interleucina-8, e o fator de necrose tumoral- o (TNF-a) (Ouhara et al., 2006).

A interleucina-1 participa na destrui¢do do tecido (perda dssea e inibigdo da formacgao Ossea) e
consequente perda de inser¢ao (Okada e Murakami, 1998). A sua expressao ¢ induzida por
bactérias do complexo laranja de Socransky, por produtos bacterianos como
lipopolissacarideos, pela P. gingivalis fimbrae, pelo TNF-a e por si proprio (Bolstad et al.,
1996).

O TNF-a esta envolvido em muitas doengas inflamatorias cronicas e na destrui¢ao dos tecidos
que as acompanham, estimulando a produgdo de colagenases pelos fibroblastos que degradam
o colagénio tipo 1 das células, ativa os osteoclastos, e apesar de partilhar acdes com a
interleucina-1, ¢ ainda mais agressivo para os tecidos (Charon, 2009).

A- interleucina-6 influencia a resposta imune e inflamatoéria, estando envolvida na secrecao de
anticorpos. Participa da homeostase 6ssea, estimulando os osteoclastos. Esta interleucina foi
encontrada em grandes quantidades na periodontite. O fluido gengival de locais ativos contém
mais interleucina-6 do que os locais em repouso (Trindade et al., 2013).

A interleucina-10 desempenha um papel protetor durante a periodontite, inibindo a sintese de
metaloproteinases da matriz por fibroblastos e macrofagos e acelerando a sintese de inibidores
das metaloproteinases. Estimula a producao de elementos antagonistas da interleucina-1, e

diminui a produgao de interleucina-1 e de TNF-a (Charon, 2009).
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O 4cido araquidonico € o precursor essencial de varias classes de moléculas de sinalizagdo:
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos. As prostaglandinas estimulam a
inflamacao, regulam o fluxo sanguineo para certos 6rgaos, controlam o transporte de ides
através das membranas, modulam a transmissdo sinaptica e induzem o sono (Sigal, 1991;
Lands, 1991).

A prostaglandina E2 estd envolvida na reabsorcdo Ossea e na destruicao dos tecidos. Além disso,
ela inibe a producao de certas citocinas como o TNF-a. Para evitar inflamacao excessiva, pode
levar a alvedlise e estimular a cicatrizacao. Esta prostaglandina ¢ induzida por IL-1 e TNF-a
(Okada e Murakami, 1998).

Biomarcadores de fluidos orais que foram estudados para diagnodstico periodontal incluem
proteinas do hospedeiro (por exemplo, imunoglobulinas), marcadores fenotipicos, células
hospedeiras (por exemplo PMN), hormonas, bactérias e produtos bacterianos, ides € compostos
volateis.Os testes baseados na resposta do hospedeiro, permitem uma avaliagdo através da
dosagem destes produtos libertados durante a agressdo bacteriana, e encontrados no fluido
gengival ou mesmo na saliva. O fluido gengival ¢ um exsudado inflamatodrio sérico presente no
sulco ou nas bolsas, originario da inflamagdo das estruturas periodontais, sendo que a sua
composi¢ao depende de fatores locais e gerais relacionados com o estado de satide periodontal
do individuo (Deneshmann e Wade, 1976; Champagne, 2003).

Os testes tém como objetivo contribuir para o estabelecimento de um diagnoéstico e ajudar no
prognostico, gracas a substancias do fluido gengival que detém um grande potencial para servir
como indicadores de doenca periodontal e cicatrizacdo poés-terapia. Idealmente, estas
substancias devem complementar as analises microbioldgicas e permitir a identificacdo de
pacientes em risco de doenca ativa, ou permitir uma avaliacdo do efeito terapéutico. Estdo
comercializados testes para a medi¢do da temperatura das bolsas periodontais, da aspartato
aminotransferase e de proteases neutras. No entanto, o interesse clinico destes testes ainda nao
esta enraizado (Etienne et al., 2003).

Periotron® ¢ um teste baseado na medigao do volume do fluido gengival, o que reflete o estado
de inflamagdo (Tsuchida e Hara, 1981; Pellat, 1991).

Hé ainda uma sonda térmica automatica (Periotemp®, Abiodent, EUA), que, quando inserida
nas bolsas periodontais, permite medir a temperatura subgengival média. A temperatura nas
bolsas periodontais ¢ superior a temperatura de um sulco sao (Haffajee et al., 1992). No entanto,
apesar de poder detetar locais ativos, especialmente durante a fase de manutengao, este teste ¢
muito pouco sensivel (muitos falsos negativos), mas altamente especifico, o que implica um

baixo valor diagndstico.
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2.8. Testes genéticos e apreciacio do risco

Existem sindromes genéticos associados a certas formas de periodontite severa como as
sindromes de Chdiak-Higashi, de Papillon-LeFevre, e d’Ehlers-Danlos (Hans e Mehta, 2011).
Uma tinica mutagdo genética num unico /ocus pode alterar a sensibilidade a doenga periodontal
(De Carvalho et al., 2009). Também existem outros fatores de risco a ter em consideracdo
(Pihlstrom et al., 2005), como a interacao do gene com o ambiente, uma vez que sdo fatores
importantes na avaliacao do risco familiar (Kinane e Hart, 2003).

Face a um agente agressor, a resposta inter-individual ¢ diferente, devido a polimorfismos
genéticos de certos fatores do hospedeiro (Kornman et al., 1997). Boughman et al. (1992)
estimam que criangas com periodontite agressiva localizada tém em 40-50% dos casos irmaos
com presenca da doenga.

Parkhill et al. investigaram a frequéncia do polimorfismo para IL-1B-3953 na populagdo
caucasiana com periodontite agressiva em comparagdo com um grupo controle. Este estudo
mostra que a frequéncia desse alelo ¢ significativamente maior em pacientes com periodontite
agressiva

O teste PST, permite identificar estes polimorfismos, por exemplo no gene que codifica a sintese
da Interleucina 1 (Charon, 2009). Estudos de Parkhill et al. (2005) mostram que pacientes com
periodontite agressiva apresentam de maneira significativa, maior frequéncia do alelo
polimorfico do gene da interleucina-13, quando comparados com um grupo saudavel. Doentes
com interleucina-1 positivo apresentam mais sangramento a sondagem que o grupo com
Interleucina-1 negativo. Isto indica uma predisposi¢ao de certos individuos para uma resposta
hiper-inflamatéria dos tecidos periodontais (Lang et al., 2000). Este teste permite a dete¢ao
precoce do aparecimento de doenga periodontal, permitindo aconselhar meios de prevengao e
gerir os fatores de risco identificados. A desvantagem deste teste ¢ a sua sensibilidade e
especificidade limitada (Kornman et al., 1997). Para além deste, outros polimorfismos
genéticos podem representar risco para doenga periodontal (Nibali et al., 2010; Shao et al.,
2009).

A Interleukin Genetics, Waltham, Massachusetts, produz testes de suscetibilidade genética para
periodontite crénica grave. Individuos identificados como "genotipo positivo" sdo mais
suscetiveis a ter o fenotipo de sobre-expressao desse gene. Isto mostra que a gendmica pode ser

aplicada na previsao de predisposi¢do a periodontite em certas populagdes de pacientes.
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2.9. Exploracio das funcoes bioldgicas

Em pacientes com doengas sistémicas, a medicacao pode interferir com os atos de tratamento
dentarios e vice-versa. Pode entdo ser necessaria uma exploragdo das principais fungdes
fisiologicas (prescricdo de um exame biologico). Uma anamnese rigorosa € precisa ¢
indispensavel.

Nos doentes que tomam anticoagulantes, antiagregantes, hemofilicos ou com antecedentes
familiares de hemofilia, ou em pacientes com sangramento importante ou prolongado, a
exploracdo da hemostase ¢ importante para evitar riscos de hemorragia. Esta engloba a
hemostase primaria, que consiste na quantificagao das plaquetas, na determinagao do tempo de
sangramento e na exploracao biologica da coagulacao.

Esta exploragdo bioldgica visa as vias envolvidas na cascata de coagulagdo. A via endogena
pode ser avaliada por teste baseado na medigdo do tempo de coagulagdo de um plasma
sanguineo na presenca de um substituto de plaquetas (cefalina) e um ativador de particulas
(silica, caulino). O teste baseia-se na avaliagdo, em percentagem, do tempo de coagulagao do
sangue a 37°C, chamado taxa de protrombina (TP), medindo a eficicia de varios fatores
envolvidos na coagulagdo (fatores VII, V, X e protrombina). Em pessoas sob tratamento com
anticoagulantes como anti-vitamina K (AVK), o resultado ¢ expresso em INR (International
Normalized Ratio) (Chris et al., 2009).

Estes testes sdo importantes pois auxiliando a anamnese, permitem dar informagdes sobre o
doente e a sua doenca sistémica e adaptar o tratamento dentario em fun¢ao dela (Pascal, 2015).
Testes bioquimicos também podem auxiliar a anamnese, como por exemplo a exploracao do
metabolismo glicidico nos diabéticos ou em doentes com fatores de risco pelo diabetes. Estes
podem fazer-se com a medicao da glicemia em jejum, ou dosagem da hemoglobina glicada,
permitindo avaliar a qualidade do equilibrio de um paciente diabético tratado. Os diabéticos,
por serem doentes de afecdo sistémica, precisam de cuidados particulares (Mealey e Oates,
20006).

Também o metabolismo hepatico deve ser levado em consideracdo, quando sdo prescritos
determinados medicamentos potencialmente hepatotoxicos ou com excrec¢ao/desintoxicagdo
hepatica, uma vez que um grande nimero de fatores da coagulagdo, € sintetizado a nivel
hepatico (Anagnostou et al., 2011).

O metabolismo renal, com exames sanguineos e urindrios, permite a dosagem da creatina,
dando o debito da filtragdo renal, que nos permite ajustar o tratamento e adaptar a posologia,

em caso de insuficiéncia renal (Rerhrhayel et al., 2010).
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Todos estes testes biologicos sdo essenciais para o atendimento do paciente, ajudando num
tratamento personalizado e diminuindo o risco de erros e de complicagdes (Anagnostou et al.,

2011).

II1. DISCUSSAO

A capacidade de monitorizar o estado de satude, o inicio e a progressao da doenga e o resultado
do tratamento por meios nao invasivos ¢ um objetivo muito desejavel na promocgao e prestagcao
de servicos de saude. Os testes biologicos na area da medicina dentdria podem ser utilizados na
fase de diagndstico, de prognostico, de tratamento em si e na fase de controlo da doenca e de
manutengdo. Como a periodontite ¢ uma doen¢a multifatorial que inclui o aparecimento de
bactérias e a interagdo com o hospedeiro, ¢ improvavel que um tnico biomarcador seja capaz
de prever a atividade da doencga periodontal.

Na fase de diagndstico, os biomarcadores permitem identificar os diferentes perfis microbianos
das diferentes infecdes periodontais. Isso permite identificar os individuos em risco de
desenvolver doenca periodontal, antecipando o aparecimento e¢ a evolugdo das lesdes
periodontais (Baehni et al., 1996). Permitem também evitar complicagdes, explorando as
fungdes bioldgicas nos pacientes com doenca sistémica e/ou medicacao, que possa interferir na
boa préatica dos tratamentos dentarios.

Na fase de prognostico, estes testes permitem avaliar os resultados da terapia. Na fase de
tratamento permitem a personalizagdo do tratamento, por possibilitar a detecdo bacteriana
precisa (Socransky e Haffajee, 1994). O estudo de Vemer (2007) permitiu demonstrar uma forte
diferenca entre a antibioterapia baseada nos testes de sensibilidade aos antibidticos e as
recomendacdes da ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des Produits de
Santé) (Verner, 2007).

Na fase da manutencdo, permitem verificar a eficidcia dos tratamentos mecanicos e a
estabilidade da doenga, avaliando a auséncia dos patogénios acima do limiar de detecao (Van
Winkelhoff e Winkel, 2005; Wolf et al., 2005).

As limitagdes apontam para o uso quotidiano destes testes. Estes meios de diagndstico
bacteriologico tém certos limites relacionados a prépria conceg¢do de doengas periodontais
como envolver infe¢des polimicrobianas mistas, presenca de associagcdes bacterianas,
envolvimento de microrganismos oportunistas, evolucdo ciclica, e variagdo da flora
dependendo do local. Dificuldades técnicas também podem surgir como o tamanho da amostra,

o meio de transporte e a fiabilidade dos testes (Listgarten, 1992).
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A escolha do biomarcador mais apropriado ainda pode ser dificil no estado atual do
conhecimento. Ha dificuldade em determinar os locais a serem amostrados e quando devera ser
feita a amostragem.

Assim, pode-se concluir que, embora varios testes mostrem beneficios potenciais (Tabela 3),
fornecendo pistas sobre os componentes do tecido em risco, a maioria dos testes ou
biomarcadores fornece pouca ou nenhuma informacgao adicional, com alto custo. Também esté
claro que nenhum marcador isolado foi capaz de atender a todos os critérios necessarios para a

avaliacao do estado clinico do periodonto.

IV. CONCLUSAO

A periodontite € considerada uma doenga infeciosa multifatorial, em que as bactérias
desempenham um papel essencial. Atualmente, a infecdo periodontal aparece cada vez mais
como fator de perturbagdo do equilibrio homeostatico, podendo causar manifestagdes
patologicas distantes do foco original. A fisiopatologia destas doencgas segue o mesmo fio

comum: um estado inflamatorio.

Entre os diversos testes descritos, a cultura bacteriana continua a ser o método de referéncia
Gold Standard, gracas a identificacdo precisa de bactérias, a possibilidade de avaliar a
sensibilidade aos antibidticos e a possibilidade de antibiogramas. No entanto, o RT-PCR ¢
considerado por muitos autores como o novo Gold Standard devido a facilidade de uso, alta
sensibilidade e especificidade. A melhor abordagem parece ser o uso destas duas técnicas: a
cultura para o diagndstico e o estabelecimento de uma antibioterapia adaptada uma vez que

permite antibiogramas, € o RT-PCR durante as fases de manutencao e reavaliagao.

A 1identificagdo bacteriana confirma o diagndstico de periodontite estabelecido por exames
clinicos e radiograficos. O objetivo desta identificagdo também pode ser avaliar a carga
bacteriana, a composi¢do da placa subgengival em microrganismos patogénicos, estabelecer
um antibiograma e verificar a erradicacao desses microrganismos antes do tratamento corretivo
complexo, regeneracdo, implantologia e ortodontia.

Esta revisdo narrativa permite afirmar que o potencial dos testes bioldgicos ndo se encontra
totalmente explorado no consultério e em laboratorio, devido a existéncia de multiplas

limitagdes. Em teoria, sdo muitas as vantagens, no entanto, na pratica, o uso destes testes no
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consultério de Medicina Dentaria ainda ndo ¢ aplicavel. O presente periodo de pandemia de
Sars-Cov 2 demonstra claramente a importancia do desenvolvimento desses testes.

Nas epidemias de saude geral, como a epidemia de Sars-cov 2, face a um agente agressor
desconhecido e na auséncia de tratamento possivel, a utilizacdo destes testes € o meio principal
de gerir a epidemia. De facto, uma das limitacOes na gestdo de epidemias ¢ a falta de testes
eficazes e a sua produc¢do em larga escala. Neste caso, a amostragem ¢ feita na cavidade
oronasal, sendo o risco de contaminacdo pelos médicos dentistas o mais elevado quando
comparado com outras profissoes.

Esta epidemia levanta ainda mais a questdo do papel e da importancia dos testes na pratica
diaria da medicina. A questao de desenvolver estes testes e aperfeicoar a sua utilizagao no futuro
deve ser tratada. Varios esforcos estdo a ser realizados com o intuito de desenvolver um teste
ideal, mas a sua utilizagdo real como um diagnodstico ao lado da cadeira do médico dentista
ainda ¢ ilusoria. Portanto, o desenvolvimento de um amplo espectro de marcadores € o objetivo

principal da pesquisa periodontal como afirma Shantipriya et al. (2011).
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ANEXOS:

Figura 1. Os complexos bacterianos (Socransky, 1998)

il
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Figura 2. Exemplos de culturas bacterianas.
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Figura 3.
colonias puras de Porfiromonas Colonias puras
gingivalis (Wolf, 2005). de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans (Wolf, 2005).
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Figura 4. Exemplo de antibiograma.
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Tabela 1. Amostragem com cone de papel estéril de uma bolsa periodontal, para anélise
bacteriana (Bouchard, 2015).

auséncia de contato com saliva e secagem do
Isolamento local da amostragem; isolamento com rolos de
algodao;

secagem com ar

inser¢do dos cones de papel até a base da
Amostragem bolsa periodontal e sem fazer muita pressdo
recolhendo as bactérias anaerobicas (do
complexo vermelho).

transporte em menos de 15 segundos para ndo
desnaturar as propriedades para a cultura
bacteriana.

Dois tipos de tubos:

Transporte um tubo seco (verde) para analise por técnicas
moleculares,

um tubo contendo um meio que permita a
conservacdo de bactérias para culturas
(amarelo).
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Tabela 2. Etapas de identificagdo e diferenciagdo das estirpes bacterianas (Bouchard, 2015).

Identificacao

Diferenciacao

- Dispersio da amostra: importante guardar a
viabilidade bacteriana.

- Dilui¢ao: permite realizagdo de culturas primarias
com densidade menos importantes de patogenos,
facilitando a analise.

- Cultura: inseminacdo de 100ul em meios com
agar ndo especificos (ndo seletivos) ou especificos
(seletivos) a uma espécie em particular.

- Incubagao: em meios anaerobicos, controlados
com bandas de azul de metileno que coram de
branco na presenga de O-.

- Repicagem das bactérias: selecdo de bactérias
isoladas para fazer culturas puras (Figura 3, Figura
4)

- Identificacao propria: as bactérias formam CFU
que permite as diferenciar pelo aspeto.

- Por morfologia:
forma, Surface, consisténcia, cor.

- Transmissao da luz:

visivel macroscopicamente, com lupa binocular, sob
luz UV ou com Microscopio de imersdo para ver a
mobilidade de certas espécies.

- Coloracao com corantes:
de Gram ou blue de metileno por exemplo.

- Reacao aos testes enzimaticos:
oxidase, catalase

- Caractere antigénico:
procurando Antigenos especificos & Anticorpos
especificos conseguimos destacar alguns patogenos.
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Tabela 3. Resumo das caracteristicas dos testes biologicos.

TESTES Vantagens Desvantagens Cimiarde | Viabil | [cmpo para
. . resultados
detecdo idade
. .| >Cust o nd
> Técnica de referéncia >Cg:nolexi dade do Em meio ndo
«Gold Standard» o tocrc))lo seletivo: a5
Culturas >Antibiograma prot . 10410 Nio
> Técnica ni >Nao padronizavel. E . semanas
écnica ndo - A L m meio
direcionada >Naio aplicavel as bactérias ) 3
ndo cultivaveis seletivo: 10
>Velocidade >Técnica direcionada r?lllil;?ss a
Imunolégicos | >Padronizagdo possivel | >Hibridizagdes cruzadas 103-10% Sim aleumas
>Amostras ndo vitais Sem antibiograma £
horas
>Velocidade
N i i 102 a 100
>Padronizagdo >Técnica direcionada
Sondas >Barato >Hibridizac¢des cruzadas (dependendo | gjpy 1 a 30 horas
>Detecdo de bactérias | >Sem antibiograma do tipo de
ndo cultivdveis sonda)
>Muito rapido e
sensivel, especifico >Instrumentacio
v(%rggosto €OMoO NOVo dispendiosa.
PCR ): L >Técnica direcionada 10 . 2 a 4 horas
>Padronizagdo [ Sim
, >Sem antibiograma
possivel. e . .
>Deteciio barata de >Quantificagdo precisa
bactérias ndo (PCRRT)
cultivaveis.
>Répido >A técnica visa um unico
o N . 4 Cercade 15
Enzimatico > Padronizagdo grupo de espécies (semas | 10 . .
. e Nao minutos
possivel. distinguir)
> Barata >Sem antibiograma
>Detecdo de tipos de
bactérias e sua
Microscopico mob111d~ade. . > Nenhuma distingdo entre .
>Detecdo do tipo de - Imediato

flora.

>Barato.
>Motivacdo do
paciente

diferentes espécies
bacterianas
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