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RESUMO

Objetivo: Avaliar a presenca de MMP ativas no FCG de pacientes com doenga
periodontal - grupo de estudo - por comparagao a pacientes com saude periodontal - grupo
de controlo -, a fim de determinar se estas enzimas podem atuar como biomarcadores da

doenga.

Metodologia: Participaram neste estudo cinco pacientes com saude periodontal e
cinco pacientes com periodontite. O fluido foi recolhido por Periopapers em sulcos
gengivais e bolsas periodontais e quantificado no Periotron. A presenca de MMP ativas

nas amostras de FCG foi analisada por zimografia de colagénio.

Resultados: O volume de FCG foi superior em bolsas periodontais (154 + 38
(n=8)) do que em sulcos gengivais (26 £ 17 (n=10)). A incubagao dos géis por um periodo
de tempo alargado permitiu detetar um maior numero de bandas proteoliticas
previsivelmente correspondentes a formas enzimaticas inativas (pro-MMP-8/pr6o-MMP-
13) e ativas (MMP-1/MMP-13 e MMP-2), tendo sido observadas diferengas entre os

grupos estudados.

Conclusio: A utilizagcdo de Periopapers e do Periotron constituiu um método
adequado de recolha e quantificacio de FCG. A atividade proteolitica das MMP
apresentou diferengas entre os dois grupos estudados, o que revela que estas enzimas

podem ser indicadas como biomarcadores da doenca.

Palavras-chave:  doenga  periodontal, fluido crevicular  gengival,

metaloproteinases, biomarcadores



ABSTRACT

Objective: To evaluate the presence of active MMPs in the GCF of patients with
periodontal disease - study group - in comparison with patients with periodontal health -
control group -, in order to determine whether these enzymes can act as biomarkers of the

disease.

Methodology: Five patients with periodontal health and five patients with
periodontitis participated in this study. The fluid was collected by Periopapers in gingival
sulcus and periodontal pockets and quantified in Periotron. The presence of active MMPs

in GCF samples was analyzed by collagen zymography.

Results: The volume of GCF was higher in periodontal pockets (154 + 38 (n=8))
than in gingival sulcus (26 + 17 (n=10)). The incubation of the gels for an extended period
of time allowed to detect a greater number of proteolytic bands predictably corresponding
to inactive (pro-MMP-8/pro-MMP-13) and active (MMP-1/MMP-13 and MMP-2)

enzymatic forms, with differences between the studied groups being observed.

Conclusion: The use of Periopapers and Periotron was an adequate method for
collecting and quantifying GCF. The proteolytic activity of MMPs showed differences
between the two groups studied, which reveals that these enzymes can be indicated as

biomarkers of the disease.

Keywords: periodontal disease, gingival crevicular fluid, metalloproteinases,

biomarkers
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1 Introducdo

I. INTRODUCAO
1. Doenca Periodontal

A doenga periodontal consiste no processo patologico que atinge o periodonto, no
qual se inclui a gengiva, o ligamento periodontal, o cemento radicular e o osso alveolar,
que desempenham uma fung¢do de suporte ao redor das pecas dentarias (Kinane, 2001).
Esta ¢ uma doenga inflamatoéria motivada por infe¢ao bacteriana e induzida pela resposta
imunologica do hospedeiro. A gengivite, que acomete o complexo gengival com sinais
inflamatoérios devido a acumulagdo de placa bacteriana, é a manifestacdo mais branda da
doenca periodontal e pode ser revertida através da implementagdo de praticas de higiene
oral adequadas. Quando nao tratada, a doenca pode evoluir para um estado cronico,
destrutivo e irreversivel, sucedendo a periodontite (Kinane et al., 2007). Neste caso,
bactérias patogénicas invadem os tecidos periodontais mais profundos, desencadeando no
paciente uma resposta imunolédgica intensificada gerada para efeitos protetores. No
entanto, neste processo de resisténcia as bactérias por meio dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, os tecidos periodontais sdo destruidos. Quando instalada, a periodontite causa
perda de inserc¢do periodontal, prossegue com reabsor¢ao do osso alveolar e pode levar a
eventual perda dos elementos dentérios afetados, constituindo a principal causa de perda

dentaria na populagdo adulta (Kinane et al., 2017; Gasner & Schure, 2021).

No decorrer da vida quotidiana, a doenga periodontal tem um impacto negativo
significativo na qualidade de vida relacionada com a saude oral dos individuos portadores
da doenga (Ferreira et al., 2017, Fischer et al., 2020) e gera consideraveis custos de satde
(Helal et al., 2019). A perda dentaria, consequéncia mais grave da periodontite, afeta
negativamente a qualidade de vida geral (Haag et al., 2017; Fischer et al., 2020), na
medida em que acomete a componente funcional, fisica e psicoldgica dos individuos,
pelas dificuldades que causa no ambito da mastigacdo e degluticdo, desconforto e
aparéncia. Deste modo, o diagnodstico precoce e o tratamento da doenca dao um
importante contributo para a promocao da satde geral (Buset et al., 2016; Fischer et al.,

2020).

No ambito da celebracao do Dia Mundial da Saude Periodontal (uma iniciativa da
Federacao Europeia de Periodontologia), a Ordem dos Médicos Dentistas em associagao

com a Sociedade Portuguesa de Periodontologia e Implantes (2021) noticiou que a doenca
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periodontal atinge cerca de 50% da populacdo mundial, constituindo a 6 patologia mais
prevalente no mundo. O desenvolvimento da doenga ¢ silencioso, sem grandes sinais
clinicos e dissociado de dor (Kinane ef al., 2017; Neves et al., 2019), e esse ¢ o principal
motivo encontrado para estes dados epidemiologicos. Assim sendo, os pacientes nao
procuram diagnosticar e tratar a doenga periodontal junto do seu médico dentista, o que
torna fundamental apostar na preven¢do e diagnodstico precoce da doenga, de modo a
travar e controlar prematuramente a sua evolug¢do e diminuir a sua prevaléncia a escala

mundial.

Em Portugal, a prevaléncia da doenga periodontal estd acima da média mundial e
a aumentar continuamente (Machado et al., 2020). Um estudo transversal regional de
apuramento do nivel de periodontite na populagio adulta da regido sul da Area
Metropolitana de Lisboa (Almada-Seixal), através do qual foi possivel concluir que existe
um elevado nivel da doenga na amostra populacional estudada (Botelho et al., 2019),

corrobora os anteriores dados epidemioldgicos.

A Sociedade Portuguesa de Periodontologia e Implantes (2021) refere que sdo
necessarios estudos adicionais, com amostras populacionais alargadas, para ser possivel
caracterizar epidemiologicamente a populagdo portuguesa no dominio da doenca

periodontal.

1.1. Periodontite
1.1.1. Etiologia

A flora bacteriana oral ¢ composta por bactérias comensais que coexistem em
relativa harmonia com o hospedeiro. Porém, quando ocorre acumulagdo de placa
bacteriana no meio oral, pode gerar-se um estado de disbiose através de interagdes no
biofilme, que culmina no crescimento exacerbado de bactérias patogénicas associadas a

doenca periodontal (Lang & Bartold, 2018).

O desenvolvimento da periodontite ocorre devido a presenga de espécies
bacterianas patogénicas nos espagos subgengivais, que desencadeia uma resposta

imunologica inflamatoria, pelas vias inata e adaptativa, por parte do hospedeiro (Kinane

10
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et al., 2007; Amano, 2010; Liang et al., 2011; Silva et al., 2015). A via inata constitui a
primeira linha de defesa do organismo e ¢ capaz de reconhecer e desencadear mecanismos
inflamatérios para eliminar bactérias invasoras. Estes mecanismos sdo aprimorados pela
via adaptativa, produzida por células imunologicas e mediadores inflamatorios com
destaque no cenario de patogénese da periodontite, pois atuam isolada ou conjuntamente
na defesa do hospedeiro e, simultaneamente, na destruicdo do periodonto. Assim, a
regulacdo da progressdo da doenca periodontal ¢ dada pela amplitude da resposta
imunologica do hospedeiro perante a invasdo de bactérias patogénicas aos tecidos
periodontais, bem como pela respetiva suscetibilidade para a doenca, sob influéncia de

fatores genéticos, ambientais e comportamentais (Silva ef al., 2015).

1.1.2. Manifestacoes Clinicas

Ainda que a instalagdo da periodontite seja tipicamente indolor (Kinane et al.,
2017; Neves et al., 2019), ha sinais clinicos que indiciam a sua presenga. Nestes pacientes
ocorre o aumento do sulco gengival dando lugar a formag¢ao de uma bolsa periodontal,
processo motivado por perda de suporte gengival e ligamentar ¢ diminui¢do do nivel
0sseo (Pihlstrom et al., 2005; Neves et al., 2019). Comummente, os doentes apresentam
mau halito, eritema e hemorragia gengival (Laudenbach & Simon, 2014; Neves ef al.,
2019), recessao da margem gengival com consequente exposi¢ao radicular e mobilidade
dentaria aumentada, o que pode conduzir a perda dos dentes acometidos pela doenca
(Kinane, 2001; Neves et al., 2019), e podem ainda relatar a ocorréncia de sensibilidade

dentaria (Laudenbach & Simon, 2014; Neves et al., 2019).

1.1.3. Fatores de Risco

Hébitos de higiene oral desadequados (Nazir, 2017; Lang & Bartold, 2018;
Murakami et al., 2018), tabagismo (Zee, 2009; Nazir, 2017; Murakami et al., 2018),
diabetes mellitus (Negrato & Tarzia, 2010; Chapple & Genco, 2013; Preshaw & Bissett,

2013; Casanova et al., 2014; Nazir, 2017), alteracdes hormonais em pacientes do sexo

11
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feminino (Wu et al., 2015; Nazir, 2017; Morelli et al., 2018; Murakami et al., 2018),
administracio de determinados farmacos (Nazir, 2017; Hughes & Bartold, 2018; Soto &
Meyer, 2021) e quadros clinicos de stresse (Segerstrom & Miller, 2004; Reners & Brecx,
2007; Rai et al., 2011; Nazir, 2017) constituem os principais fatores de risco modificaveis
para o desenvolvimento da periodontite. Por outro lado, a idade (Gil-Montoya et al., 2017,
Lopez et al., 2017; Nazir, 2017; Soto & Meyer, 2021) e a hereditariedade (Susin et al.,

2014; Nazir, 2017) constituem os principais fatores de risco nado modificaveis.

1.1.4. Classificacao

A doenga periodontal sob forma de periodontite € clinicamente caracterizada por
perda de inser¢do periodontal interproximal em dois ou mais dentes ndo adjacentes ou
perda de insercdo periodontal superior ou igual a 3 mm em bolsas superiores a 3 mm
detetaveis em dois ou mais dentes, sem que a causa seja recessdo gengival de origem
traumatica, carie dentaria que se estenda a regido cervical do dente, perda de inser¢do
periodontal na face distal de um segundo molar associada ao mau posicionamento ou
extracdo de um terceiro molar, lesdo endoddntica que drene através do periodonto
marginal e ocorréncia de fratura radicular vertical. De acordo com o Workshop Mundial
de Classificag¢do das Doengas e Condi¢des Periodontais e Peri-Implantares, coapresentada
pela Academia Americana de Periodontologia e pela Federagdo Europeia de
Periodontologia (2017), a periodontite em cada paciente ¢ atualmente classificada de
acordo com o estadio e grau em que se insere. O estadio indica a gravidade e
complexidade da doenga, j& o grau esta relacionado com o risco de progressao, podendo
ser modificado pela presenca de fatores de risco (tabagismo e diabetes mellitus). Os
estadios distribuem-se de I a IV, em que o estadio I designa periodontite inicial, o II
periodontite moderada, o III periodontite severa com potencial adicional de perda dentéria
e o IV periodontite avancada com extensa perda dentaria e potencial perda da dentigdo.
Ao estadio determinado devera ser acrescentada a extensao e distribuicao da doenga, que
pode ser localizada (menos de 30% de dentes envolvidos), generalizada (mais de 30% de
dentes envolvidos) ou padrdo incisivo/molar. Relativamente ao grau, existem trés
possibilidades de classificagdo, em que o grau A prevé uma taxa de progressdo lenta, o
grau B uma taxa de progressao moderada e o grau C uma taxa de progressao rapida

(Tonetti et al., 2018).

12
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1.1.5. Diagnéstico

O primeiro desafio na abordagem a doenga periodontal ¢ a realizagdo de um
diagnostico correto e atempado, uma vez que os danos causados pela periodontite sdao
irreversiveis (Kinane, 2001; Neves ef al., 2019). Atualmente, os métodos utilizados para
o diagnostico e reavaliagdo periodontal, que deve ser realizada regularmente na tentativa
de monitorizar a evolucao e otimizar o tratamento da doenga (Stathopoulou et al., 2015;
Neves et al., 2019), sao baseados em achados clinicos e radiograficos (Academia

Americana de Periodontologia, 2015; Saito et al., 2017; Neves et al., 2019).

No entanto, ¢ pretendida uma mudanga de paradigma, uma vez que a avalia¢dao
dos parametros clinicos depende, em grande parte, da experiéncia e destreza do médico
dentista, o que pode desencadear desacordos no diagndstico clinico. Assim, meios de
diagnéstico alternativos baseados em medigdes quantitativas e objetivas sdo necessarios
para auxiliar no rastreio da doenca (Saito et al., 2017). Para além disso, os métodos
clinicos e radiograficos usuais sdo retrospetivos, ou seja, ndo refletem a destruicdo

periodontal causada pela doenga no momento presente e prospetivo a consulta

(Almehmadi & Alghamdi, 2018).

Neste sentido, ao longo dos ultimos anos, varios estudos t€ém contribuido para o
desenvolvimento de novos meios que providenciem o diagndstico precoce e predicao da
evolucdo da doenga periodontal com base na resposta imunoldgica do hospedeiro, com

vista a prevencao do seu desenvolvimento.

A verdadeira importancia do acima referido ¢ encontrar biomarcadores que
indiciem a ocorréncia do processo patologico sem que tenham ocorrido vastos danos
clinicos, isto €, que tenham a capacidade de detetar a doenca em fases subclinicas sem

repercussoes visiveis no periodonto (Barros et al., 2016).

E nesta perspetiva que o fluido crevicular gengival (FCG) ¢ considerado um fluido
oral promissor para o diagndstico da doenga periodontal, uma vez que entre os seus
constituintes existem biomarcadores que podem ser utilizados para indicar a atividade da
doenca em tempo real, contrariamente aos métodos de diagnostico trivialmente utilizados

(Almehmadi & Alghamdi, 2018).
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2. Fluido Crevicular Gengival

2.1. Meio de Diagnostico para a Doenca Periodontal

Os fluidos orais podem prestar-se como base para o desenvolvimento de testes de
diagnostico para a doenga periodontal, devido a facilidade de recolha e abundancia em
biomarcadores locais e sistémicos. Entre eles estd o FCG, um fluido fisiologico oral
gerado a partir dos vasos sanguineos gengivais, com fungdes de higiene dos espagos
subgengivais e de defesa da gengiva por acdo antibacteriana, cuja composi¢do comeca a
assemelhar-se 2 de um exsudado inflamatério aquando da instalagio de um quadro
patoldgico no periodonto (Barros et al., 2016; Bathla, 2017). A composi¢ao do fluido,
descrita na Tabela 1, apresenta-se desigual entre pacientes com satde e doenca
periodontal, bem como durante a progressao da doenca, especialmente ao nivel da
concentragdo de biomarcadores moleculares (Tsuchida et al., 2014; Huynh et al., 2015;
Barros et al., 2016; Bathla, 2017; Khurshid et al., 2017). Assim, prevé-se que esses
biomarcadores possam ser utilizados para determinar o diagnostico e prognostico da

doenga periodontal em cada paciente (Barros ef al., 2016).

Tabela 1 - Composi¢do do FCG (Adaptado de Barros et al., 2016).

Componentes Origem Funcdes

Iniciam a Resposta Inflamatoria

Biofilme Oral do Hospedeiro

Bactérias

Representam a Elevada
Renovagao Celular do Sulco
Gengival
Leucocitos Polimorfonucleares:
Imunidade Inata

Células Epiteliais Epitélio Sulcular e Juncional

Plexo de Vasos Sanguineos

Leucécitos .. . .
Gengivais Monbcitos, Macrofagos e
Linfocitos:
Imunidade Mediada por Células
o , . Resultam de Pequenos Vasos
Eritrdcitos Vasos Sanguineos Gengivais 4

Sanguineos e Danos Capilares

Intervém na Geragao de

Fosfatase Alcalina

Osteoblastos; Osteoclastos;
Fibroblastos; Neutrofilos

Superoxido e na Primeira Linha
de Defesa

Catepsina B Macrofagos Enzima Ativa na Protedlise
Metaloproteinase-8 Neutrofilos Enzima Ativa na Rroteohse de
Colagénio
. . ER avel pela Hidroli
Metaloproteinase-9 Neutrofilos esponsdvel pela Hidrolise da

Matriz Extracelular
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Tabela 1 - Continuagao.

1 Introducdo

Elastase Derivada de
Neutrofilos

Neutrofilos

Clivagem de Elastina,
Colagénio e Proteoglicanos

Metaloproteinase-12

Macro6fagos

Clivagem de Elastina,
Colagénio e Proteoglicanos

Telopeptideo Carboxiterminal
do Colagénio Tipo I

Fragmentos de Colagénio Tipo I
Provenientes do Osso

Altamente Correlacionado com
a Renovacao Ossea

Regula as Reacgdes Inflamatorias

Interleucina-1p Macrofagos ¢ Estimula a Reabsor¢io Ossea
Tem Agao Anti-Inflamatdria,
Interleucina-4 Basofilos Est4a Envolvida na Inibicao de

Macroéfagos e Diferenciagao de
Células Th2

Interleucina-6

Osteoblastos; Macrofagos;
Células T

Estimula a Formagao de
Osteoclastos e Regula o
Crescimento de Células T ¢ B

Interleucina-8

Células Epiteliais; Macrofagos

Recruta e Ativa Neutrofilos

Interferdo-y

Leucécitos; Linfocitos

Ativa Macrofagos e Suprime
Células Th2

Imunoglobulina A

Células Plasmaticas B

Neutraliza o Antigénio

Imunoglobulina G

Células Plasmaticas B

Neutraliza o Antigénio

Imunoglobulina M

Células Plasmaticas B

Neutraliza o Antigénio

Células Acinares; Leucdcitos

Tem Agéo Antibacteriana e Cria

Lactoferrina . um Ambiente Limitador de
Polimorfonucleares
Ferro
. Leucdécitos Polimorfonucleares; E Resp(.msavlel pela Hidrélise de
Lisozima . Peptidoglicanos da Parede
Macro6fagos .
Celular Bacteriana
E o Recetor Chamariz para o
. Ligante do Recetor Ativador do
Osteoprotegerina Osteoblastos Fator Nuclear kB e Inibe a
Formagao de Osteoclastos
Osteocalcina Osteoblastos Liga-se ao Calcio
Prostaglandina E2 Todos os Tipos de Células Tem Efeitos Pré-Inflamatérios e

Imunomoduladores

Fator de Crescimento
Transformador a

Queratindcitos; Macrofagos

Regula a Reparacao de Tecidos,
Proliferagdo Celular,
Quimiotaxia, Diferenciagdo e
Sintese de Matriz

Fator de Crescimento
Transformador 3

Macro6fagos

Modula a Produgdo de Citocinas
Pro-Inflamatorias

Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases

Queratinocitos; Fibroblastos;
Neutrofilos; Macrofagos

Inibem as Metaloproteinases

Fator de Necrose Tumoral o

Neutrofilos; Macrofagos;
Linfocitos

Atrasa a Apoptose de
Neutrofilos
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Os componentes do FCG estdo envolvidos num conjunto de vias celulares e
moleculares interatuantes. As vias moleculares de maior destaque para o
desenvolvimento da doenga periodontal sdo as que envolvem as metaloproteinases
(MMP), nomeadamente a MMP-8, também chamada de colagenase derivada de
neutrdfilos ou colagenase-2. Amplamente reconhecida como a enzima proteolitica com
principal responsabilidade sobre a destruigdo periodontal ativa, ¢ capaz de degradar o
colagénio tipo I, principal componente da matriz extracelular (MEC) do tecido conjuntivo
periodontal, motivo pelo qual tem sido apontada como um possivel biomarcador da
doenca (Al-Majid et al., 2018). A forma de atuagdo das MMP sobre a doenca periodontal

sera explicada mais adiante.

Nao s6 a composi¢do como também a quantidade de FCG se altera de acordo com
o estado de saude dos tecidos periodontais. No sulco gengival, a quantidade de fluido ¢
menor, que aumenta progressivamente quando ¢ instalado um processo de inflamagao e
destruicdo periodontal (Subbarao er al., 2019). Além da inflamagdo gengival e do
intervalo de tempo apoés cirurgia periodontal (até a completa cicatriza¢do), os principais
fatores estimulantes do fluxo de FCG sdo: periodo circadiano (o fluxo aumenta das 6 as
10 h da manha e depois diminui), escovagem vigorosa, mastigacdo de alimentos duros,
habitos tabagicos, periodo de ovulagdo, presenga de enzimas e hormonas sexuais,
ingestao de contracetivos e aplicagdo topica de histaminas (Bathla, 2017; Khurshid et al.,

2017; Subbarao et al., 2019).

3. Metaloproteinases

3.1. Definicio e Funcio

As MMP sdo uma familia de enzimas proteoliticas dependentes de zinco e calcio,
cuja funcao principal ¢ remodelar a MEC de todos os tecidos do corpo humano (Checchi

et al., 2020; Orozco-Paéz et al., 2021).

O colagénio, a gelatina, a elastina, a laminina, a fibronectina e os proteoglicanos
sdo os principais componentes da MEC que servem de substrato a estas enzimas, que

atuam de modo a degradar as liga¢des peptidicas estabelecidas entre os seus aminoacidos,
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o que resulta na destruicao das fibras que dao suporte e resisténcia a matriz (Checchi et

al., 2020).

As MMP podem ser agrupadas em seis classes, de acordo com a especificidade e
homologia do substrato preferencial: colagenases (MMP-1, MMP-§, MMP-13 ¢ MMP-
18), gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 ¢ MMP-11),
matrilisinas (MMP-7 e MMP-26), MMP de membrana (MMP-14, MPP-15, MMP-16,
MMP-17, MMP-24 e MMP-25) e outras MMP (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,
MMP-23, MMP-27 e MMP-28) (Sternlicht & Werb, 2001; Visse & Nagase, 2003;
Mazzoni et al.,2012; Checchi et al., 2020). Embora tenham substratos preferenciais, estas
peptidases podem atuar sobre varios substratos, entre os quais citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, hormonas, recetores celulares € moléculas de adesao (Laronha et

al., 2020).

3.2. Secrecao e Ativacao

As MMP sao secretadas por varias células no periodonto, as residentes - células
epiteliais, queratinocitos, células do ligamento periodontal, osteoblastos, osteoclastos e

fibroblastos - e as imunologicas, com agdo antibacteriana (Sorsa et al., 2006).

As MMP sdo produzidas como pro-enzimas devido a existéncia de uma ligagao
entre o pro-péptido aminoterminal (pré-dominio), designadamente por um residuo de
cisteina, ao ido Zn** no centro ativo em cada MMP (Boelen et al., 2019; Checchi et al.,
2020), que impede que estas peptidases se liguem ao substrato correspondente. No
entanto, quando ocorre a clivagem desta ligagdo, uma molécula de H>2O ocupa o centro
ativo e as MMP tornam-se ativas e aptas para hidrolisar ligagdes peptidicas (Hu et al.,
2007; Boelen et al., 2019; Checchi ef al., 2020). A ativagdo € realizada por clivagem do
pro-dominio libertando o ido Zn?" da cisteina ou também pode ocorrer por via quimica,
por oxida¢ao do pro-péptido causada pela reagdo com o O (Cavalla et al., 2017; Boelen

et al., 2019; Checchi et al., 2020).
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3.3. Regulacio

Em condigdes fisioldgicas normais, as atividades das MMP sao reguladas por
meio de expressdo genética, nomeadamente ao nivel da transcrigdo, por interagdo com
constituintes especificos da MEC, por ativagdo prdé-enzimatica por outras peptidases
(incluindo outras MMP) ou por inibi¢do enzimdtica por inibidores endogenos como
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP), que controlam as atividades locais das

MMP (Visse & Nagase, 2003; Cui et al., 2017; Laronha et al., 2020).

Existindo um equilibrio entre as MMP e os seus inibidores, ¢ possivel controlar
processos fisiologicos (Laronha et al., 2020). No entanto, uma desregulacdo neste
equilibrio pode levar ao desenvolvimento de processos patologicos, pois em situacdes em
que exista uma sobreproducdo de MMP por células residentes em complementaridade
com células imunologicas recrutadas no processo inflamatério como resposta a uma
lesdo, a acdo inibitoria por parte de TIMP fica fortemente comprometida (Vandenbroucke

& Libert, 2014; Fields, 2019).

As MMP regulam os processos fisioldgicos de reparagdo tecidular (Benjamin &
Khalil, 2012; Silva et al., 2014) e o equilibrio entre a produ¢do de proteinas da MEC e a
sua a¢ao determina a remodelagdo dos tecidos, tanto na condi¢ao de homeostase como na
resposta a uma lesao (Dalton ef al., 2005; Silva ef al., 2014). Em situagdes em que se
manifeste um descontrolo ao nivel da expressdo e cinética de atuacdo das MMP, devido
a altas taxas de sintese e/ou caréncia de mecanismos regulatérios/inibitérios, podem
ocorrer efeitos danosos para o tecido conjuntivo do periodonto. Os tecidos periodontais
tém uma rapida capacidade de remodelacao e adaptagdo as alteracdes mecanicas (Bildt et
al., 2008), todavia, uma resposta imunoldgica inflamatéria intensificada e prolongada,
marcada pela acdo exacerbada das MMP, pode viabilizar a perda das propriedades
mecanicas normais dos tecidos e contribuir para a cronicidade da lesdo (Meyer ef al.,

2008; Murphy & Nagase, 2008; Silva et al., 2014).

3.4. Atuacio como Biomarcadores da Doenca Periodontal

Tem sido detetado no FCG e associado ao inicio e progressdo da doenga

periodontal um elevado numero de bactérias e produtos derivados do hospedeiro, gerados
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como resposta imunologica a sua presenca. Perante a existéncia de bactérias patogénicas
nos espacos subgengivais, ocorre a ativagdo acentuada da resposta imunolédgica
inflamatoria pela via inata, mediada por neutrofilos (leucocitos polimorfonucleares)
(Silva et al., 2015), que representam entre 95 a 97% das células do sistema imunolédgico
no fluido, detendo prevaléncia quantitativa em relagdo a células B (71%), células T

(29%), monécitos (2-3%) e linfocitos (1-2%) (Bathla, 2017).

Os neutrofilos sao os primeiros elementos celulares imunoldgicos a atuar face a
infecao bacteriana e a continuidade da resposta do hospedeiro ¢ baseada principalmente
na sua acdo. Embora a sua fungdo seja essencialmente protetora, quando se da a
disseminag¢do de bactérias patogénicas no periodonto ocorrem alteragdes na sua expressao
e estes passam a ter capacidade de adesdo, resposta de quimiotaxia e fun¢do fagocitica.
Dos seus granulos citoplasmaticos, onde estdo armazenadas enzimas, sdo libertadas as
MMP-8 e MMP-9, que quando se associam a outras MMP produzidas por fibroblastos e
ativadas no FCG, originam a cascata de ativagdo das MMP, proporcionando a degradagao

exacerbada do tecido conjuntivo do periodonto (Chibebe ef al., 2008; Silva et al., 2015).

Localmente, durante o processo inflamatorio, os lipopolissacarideos bacterianos
estimulam os monocitos a libertar mediadores inflamatorios como MMP adicionais,
nomeadamente colagenases, que acentuam a destruicdo local do colagénio tipo I (Chibebe

et al.,2008).

As espécies reativas de Oz também induzem a ativagdo das principais MMP por
oxidagdo enzimatica direta (Cavalla et al., 2017; Boelen et al., 2019; Checchi et al.,
2020). As bactérias patogénicas e os seus fatores de viruléncia, as citocinas e as
prostaglandinas potenciam a desgranulagdo de neutrofilos, o que resulta na libertagao da
mieloperoxidase (MPO) a partir dos seus granulos primarios (Scott & Krauss, 2012;
Leppilahti et al., 2014; Alfakry et al., 2016; Cavalla et al., 2017). Por sua vez, a MPO ¢
capaz de catalisar a conversdo de HOCI que tem, para além da sua atividade
antibacteriana, uma importante acao na regulacao do catabolismo e degradagao do tecido
conjuntivo, através da alteracdo no equilibrio peptidases/antipeptidases (Alfakry et al.,
2016; Cavalla et al., 2017; Checchi et al., 2020). Por outro lado, o HOCI pode ativar a
pro-MMP-8 e a pro-MMP-9, dependendo do réacio oxidante/enzima (Cavalla et al., 2017,

Checchi et al., 2020). Estes mecanismos podem ser compreendidos através da Figura 1.
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Figura 1 - Cascata de ativagdo das MMP no catabolismo do tecido conjuntivo durante a periodontite. A -
O dente ¢ as suas estruturas de suporte. B — Os circulos completos e parciais, com os respetivos nimeros,
representam MMP especificas como pro-enzimas ou como enzimas ativas. As barras castanhas representam
as fibras de colagénio. A membrana ¢ delimitada pela MMP-14 que ativa a pro-MMP-13 para degradar
colagénio tipo I, constituinte principal da MEC do ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar.
A MMP-13 ativa a pr6o-MMP-9, que por sua vez pode ativar a pr6-MMP-2 e a pro-MMP-13. A MMP-2 e
a MMP-9 processam posteriormente a gelatina resultante da atividade da colagenase. A MMP-13 pode
sofrer autoativacdo por autoproteodlise. As espécies reativas de O,, como HOCI e H»O,, provenientes de
fagocitos, também podem modificar o equilibrio de peptidases/antipeptidases, ativando pro-MMP e

inativando TIMP e MPO (Adaptado de Checchi et al., 2020).

Checchi et al. (2020), num artigo de revisdo sobre o papel desempenhado pelas
MMP na instalagao da doenca periodontal, mostraram que ao longo dos ultimos anos
varias MMP tém apresentado envolvimento na degradacdo dos tecidos periodontais,
sendo que as mais comummente encontradas no FCG sao a MMP-8 e a MMP-9. A
presenca da MMP-8 ¢ a mais relatada em casos de periodontite, representando cerca de
80% das colagenases identificadas no fluido. Na sua forma ativa, ¢ a principal colagenase
derivada de neutrofilos responséavel pela degradacdo do colagénio gengival e ligamentar
e destrui¢do dos tecidos periodontais. Por outro lado, a MMP-9 ¢ presumivelmente a
gelatinase com maior envolvimento no processo de reabsor¢do Ossea. Os autores
destacaram que estes dados provém de estudos que t€ém procurado comparar os niveis de
MMP-8 e de MMP-9 em pacientes com saude periodontal, gengivite e periodontite, para
apurar se estas enzimas podem atuar como biomarcadores da doenga. Nos pacientes
periodontais tém sido encontrados niveis mais elevados de MMP-8 e de MMP-9 nos

fluidos orais.
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Para além destas, outras MMP podem atuar no desenvolvimento da doenca

periodontal, no entanto estes dados carecem de mais estudos de investigacao.

A acdao das MMP sobre o desenvolvimento da doenga ¢ presumivel, e tendo em
conta que apenas a sua forma ativa ¢ cataliticamente apta para atuar de forma destrutiva,
tem sido sugerido que terapias inibidoras da sua agdo podem constituir potenciais

estratégias para tratar ¢ melhorar o prognostico da periodontite.

3.5. Atuacido como Reguladores da Doenca Periodontal

Para além da sua agdo proteolitica, as MMP regulam o processo de inflamacao
periodontal. Durante a progressdo da doenga, podem ser ativadas em cascatas
independentes ou cooperativas (Hernandez Rios et al., 2009; Hernandez et al., 2010;
Buduneli & Kinane, 2011; Cavalla ef al., 2017) e da sua agdo resultam fungdes anti ou
pro-inflamatodrias, que levam, respetivamente, a homeostase ou a patologia dos tecidos

periodontais (Cavalla et al., 2017).

Existe evidéncia em como as MMP ativas podem processar e regular a
biodisponibilidade e/ou fungdes biologicas de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento com envolvimento na doenga periodontal (Van Den Steen ef al., 2003; Van
Lint et al., 2005; Tester et al., 2007; Lin et al., 2008; Korpi et al., 2009; Hernandez et al.,
2011; Cavalla et al., 2017). As citocinas modelam a resposta celular durante a inflamagao
periodontal, e quando se acoplam aos seus recetores em células alvo, viabilizam a
sinalizagdo intracelular e modificam a expressdao genética. Do mesmo modo, as
quimiocinas induzem o trafego regulado de varios tipos de células especificas para os
tecidos inflamados (Da Costa et al., 2015; Cavalla et al., 2017). A abundancia relativa e
o balango de citocinas/quimiocinas sdo os responsaveis finais pelas alteragdes tecidulares
durante a progressao da periodontite, sendo que o ultimo pode determinar o carater,
intensidade e duragdo da resposta gerada pelo hospedeiro (Cavalla ef al., 2014; Stadler et
al., 2016; Cavalla et al., 2017). A Figura 2 representa o modo como as MMP podem

regular a inflamacgdo e destruicao periodontal.
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Figura 2 - Regulagdo da inflamagéo e destrui¢do periodontal pelas MMP. CK/CC - Citocinas/Quimiocinas;
OB - Osteoblastos; OC - Osteoclastos; M@ - Macrofagos; Th - Linfécitos T Auxiliares CD4 +. As MMP

libertam CK/CC da MEC, aumentando a sua biodisponibilidade ¢ modificando a sua bioatividade. Por outro
lado, as MMP também podem clivar CK/CC, gerando produtos incompletos que podem atuar como
antagonistas competitivos. A abundancia relativa de CK/CC favorece a infiltracdo de neutroéfilos,
macrofagos e linfocitos Th1/Thl7, determinantes na destrui¢do inflamatoria dos tecidos periodontais. As
MMP podem regular a cicatrizagdo de lesdes, libertando fatores angiogénicos - como o VEGFA - da MEC
ou por meio da modificagdo da sinaliza¢do do fator de crescimento transformador - TGF-B1. As MMP
também regulam a reabsor¢do 6ssea: a MMP-13 ativa a pro-MMP-9 secretada por OC, que por sua vez
inativa a galectina-3 - inibidora da osteoclastogénese - e favorece o ligante do recetor ativador do fator

nuclear kB — RANKL e a sinalizagdo de TGF-B1 (Adaptado de Cavalla ef al., 2017).

H4 cada vez mais evidéncias em como as MMP sdo preponderantes no
desenvolvimento da doenga periodontal, desde a sua atividade proteolitica até a regulagao
e modulacdo de fungdes biologicas moleculares envolvidas no desenvolvimento da
doenga. E possivel presumir que a MMP-8 ¢ a MMP-9 sio as MMP de maior relevancia
clinica, pois sdo as mais frequentemente relatadas nos tecidos periodontais como reflexo
da gravidade e progressdo da doenca, bem como da resposta a terapéutica por parte do
hospedeiro. No entanto, o conhecimento atual sobre a complexidade do processo de

envolvimento das MMP com a doenga periodontal estd longe de ser concluido.

Deste modo, o principal objetivo deste estudo piloto consiste em avaliar a
presenca de MMP ativas no FCG de pacientes com doenga periodontal por comparagao
a pacientes com satde periodontal, a fim de determinar se estas enzimas podem atuar

como biomarcadores da doenga.
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II. METODOLOGIA
1. Consideracoes Gerais

Este estudo de investigagdo aplicada, designado por “As Metaloproteinases como
Biomarcadores da Doenca Periodontal - Estudo Piloto”, estd integrado no projeto
cientifico aprovado e financiado pelo programa Egas Moniz/CiiEM investiga
“Relationship between metalloproteinases 8 and 9 promoter gene polymorphisms, protein
activity and periodontitis susceptibility in a Portuguese population”, do Investigador

Principal Madalena Oom, associado do CiiEM.

O estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do MIMD/Comissdo de Etica do
IUEM (Processo Interno N° 922) e autorizado pela Direcdo da Clinica Dentéaria Egas
Moniz (CDEM) para o acesso aos dados clinicos dos pacientes, bem como para a recolha
de amostras para fins de investigacdo, tendo decorrido na clinica universitiria e nos

laboratdrios deste instituto entre os meses de fevereiro e julho de 2021.

2. Selecio dos Participantes com Critérios de Inclusdao e Exclusao

Os participantes do estudo foram selecionados por conveniéncia a partir dos
pacientes referenciados para a consulta de Triagem ou de Periodontologia da CDEM,
segundo critérios de inclusdo e exclusdo previamente estabelecidos. Foram incluidos no
estudo pacientes adultos, com saude periodontal - para integrar o grupo de controlo - e
com periodontite - para integrar o grupo de estudo. Foram excluidos pacientes em periodo
de gestacdo ou em periodo de amamentagdo, pacientes portadores de aparelho
ortodontico, pacientes submetidos a tratamento periodontal ha menos de seis meses e

pacientes com perda ponderal (cancro e/ou doenga inflamatoéria cronica).

Previamente ao come¢o da fase experimental, todos os participantes foram
devidamente informados e esclarecidos, mediante comunicacao verbal, dos objetivos e
procedimentos necessarios a realizacdo do estudo e a confidencialidade de todas as
informagdes recolhidas. A aceita¢do da participacdo voluntaria converteu-se na assinatura

do Termo de Consentimento Informado (Anexo 1).
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Todos os dados apurados permanecem confidenciais e estdo acessiveis Unica ¢

exclusivamente aos investigadores com envolvimento direto no projeto.

3. Avaliacio Periodontal dos Participantes

Para afericdo do seu estado periodontal, os participantes do estudo foram
submetidos a avaliacdo clinica através do preenchimento do periodontograma (Anexo 2),
com recurso a um kit basico e a uma sonda periodontal graduada CP-12. Para cada
elemento dentario foram analisados parametros clinicos como indice de placa, indice
gengival, profundidade de sondagem, hemorragia a sondagem, nivel da margem gengival,
mobilidade dentaria e presenca de lesao de furca (quando aplicavel). A defini¢ao de caso
de periodontite foi definida de acordo com a Academia Americana de Periodontologia e

a Federacao Europeia de Periodontologia (Tonetti ef al., 2018).

Alguns participantes foram adicionalmente submetidos a avaliagdo radiogréfica,
através da realizacdo do status radiografico composto por radiografias apicais, com a

utilizacdo de paralelizadores radiograficos anteriores e posteriores.

Para confirmagdo dos critérios de inclusdo foi consultada a ficha clinica dos
participantes, realizada a avalia¢do periodontal (na auséncia da avaliacdo radiografica foi
considerada apenas a avaliagdo clinica) e aplicado um questionario de recolha e registo

de dados (Anexo 3).

4. Recolha e Quantificacio de Amostras de Fluido Crevicular Gengival

A recolha e a quantificagdo de amostras de FCG foram realizadas utilizando
metodologias amplamente reconhecidas (revistas por Wassall e Preshaw (2016)). Foram
introduzidos Periopapers (Oraflow, Inc.®) em localizagdes dentdrias selecionadas e

medidos os respetivos volumes de FCG no Periotron (Oraflow, Inc.®).

Para a recolha do fluido foram escolhidas duas localizagdes em cada participante,
correspondentes a sulcos gengivais nos pacientes incluidos no grupo de controlo ¢ a

bolsas periodontais nos pacientes incluidos no grupo de estudo.
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Posteriormente, procedeu-se a remog¢ao da saliva por meio do isolamento dos
locais de recolha das amostras com rolos de algodao e aplicagao de jato de ar suave, ¢ a

remocao da placa dentaria supragengival visivel com bolas de algodao esterilizadas.

O Periopaper foi introduzido até que uma leve resisténcia fosse sentida, ndo
excedendo 1-2 mm de profundidade durante 30 s (Figura 3). As amostras em que se

suspeitou ou verificou contaminagao salivar ou hemorragica foram descartadas.

De seguida, o Periopaper foi rapidamente transferido para o Periotron
(previamente calibrado) para determinag¢do do volume de fluido recolhido (Figura 3),
colocado no Tubo Eppendorf codificado, armazenado em gelo e transportado de imediato

até a camara a -80 °C onde permaneceu até a sua andlise em laboratério.

O Periotron foi ajustado ao valor zero usando um Periopaper sem qualquer adigao
e desinfetado com 4lcool etilico a 70% apos a quantificacdo de cada amostra, de modo a

minimizar o risco de leituras cruzadas entre pacientes.

A ol

Figura 3 - Método de recolha e quantificacdo de FCG com recurso ao Periopaper (a esquerda) e ao

Periotron (a direita).

Os parametros clinicos para preenchimento do periodontograma foram aferidos,
no minimo, com uma semana de antecedéncia ao dia da recolha de FCG, pois a
manipulacdo dos tecidos gengivais com uma sonda periodontal imediatamente antes da
recolha do fluido poderia provocar hemorragia e contaminacao das amostras, e, por outro

lado, o risco de flutuagdes volumétricas por estimulacdo mecanica.

Os valores gerados pelo Periotron em unidade arbitraria (UA) podem ser
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interpretados como uma medida do grau de inflamagdo dos tecidos gengivais (Bathla,
2017). Segundo o autor, valores compreendidos entre 0-20 indicam que os tecidos
gengivais se apresentam saudaveis; entre 21 a 40 com inflamagao leve; entre 41 a 80 com

inflamag¢ao moderada; ¢ entre 81 a 200 com inflamagao severa.

O Periotron foi calibrado segundo as instru¢des do fabricante. Na calibragdo foi
utilizado soro de cavalo para mimetizar o mais possivel o FCG humano. Os valores

obtidos, em triplicado, foram ajustados a uma equagao polinomial de 4° grau conforme

indicacdo do fabricante (Figura 4).
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y =-40,236x* + 84,336x3 - 97,703x2 + 221,31x + 1,6627
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Figura 4 - Curva de calibracdo do Periotron.

Para determinar o volume de FCG, os valores quantificados pelo Periotron em UA

foram convertidos para valores de volume em pL, por referéncia a curva de calibragao.

5. Analise da Atividade das Metaloproteinases por Zimografia
A) Preparacao dos Géis

Para a execucdo da zimografia foram preparados géis de poliacrilamida

constituidos por duas fases, a de concentracdao a 4% acrilamida e a de resolucao a 10%
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acrilamida (Bio-Rad®). Isto permitiu que as MMP contidas nas amostras de FCG
colocadas em cada poco fossem concentradas antes da separa¢do, aumentando a sua
resolugdo. A fase de resolugdo em cada gel foi preparada com incorporagdo de 0,5 mg/ml
de colagénio (Collagen, Type I solution from rat tail, Sigma-Aldrich®), substrato das
colagenases (MMP referenciadas com um maior grau de envolvimento com a doenca

periodontal).

B) Preparaciao das Amostras

As amostras recolhidas por meio de Periopapers descongelaram em gelo, foram
diluidas em tampao fosfato salino (PBS) estéril, centrifugadas, diluidas com tampao de
amostra ndo redutor e aplicadas nos géis. Em cada gel foi também colocado um marcador
de massa molecular (NZY Colour Protein Marker I, NZY Tech®). Para controlo interno foi
utilizada a MMP-8 (MMP-8, Human Neutrophil, Sigma-Aldrich®) apds ativacdo com

acetato de p-aminofenilmercuirico (Sigma-Aldrich®) a 37 °C por 1 h.

C) Zimografia

A eletroforese decorreu por 15 min a 80 V e por, aproximadamente, 2 h a 180 V
em tampao Tris/Glicina/SDS (Bio-Rad®). Apés o seu término, os géis foram retirados do
sistema de eletroforese (Bio-Rad®) e lavados por duas vezes, durante 30 min, com
agitacdo suave em solugdes aquosas contendo 2,5% do detergente ndo io6nico Triton X-
100 para remogdao do dodecil sulfato de sdédio (SDS) e renaturagdo das enzimas. De
seguida, os géis foram incubados em condi¢des Otimas para digestdo do colagénio em
solucdes de incubacao contendo Tris-HCI 50 Mm pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 1
mM ZnCl; e 0,02% Brij 35 a 37 °C, durante periodos de tempo variaveis. Apos incubacao,
os géis foram corados com solugdes de azul brilhante Coomassie Blue R-250 (Bio-Rad®)
por 1 h e descorados em solucdes de descoloragdo (Bio-Rad®) igualmente por 1 h, até
serem visiveis areas de atividade proteolitica, ou seja, bandas incolores em contraste com

o fundo azul dos géis.
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D) Analise dos Géis

Os géis foram analisados por densitometria através do programa informatico
Imagel, apds serem fotografados. A massa molecular das bandas foi calculada por
comparagdo com as bandas do marcador a partir da curva de calibragdo correspondente

(exemplo no Anexo 4).
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III. RESULTADOS

1. Caracterizacao da Amostra Populacional

A amostra do estudo foi constituida por 10 participantes distribuidos por dois
grupos: o grupo de controlo e o grupo de estudo. O grupo de controlo incluiu cinco
pacientes com saude periodontal, entre os quais dois pacientes do sexo masculino e trés
do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 22 e os 60 anos. O grupo de estudo
incluiu cinco pacientes com periodontite, entre os quais um paciente do sexo masculino

e quatro do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 20 e os 67 anos.

2. Analise Volumétrica das Amostras Recolhidas

Em cada participante foram selecionadas duas localiza¢cdes dentarias para recolha
e quantificacdo de FCG, correspondentes a sulcos gengivais nos pacientes do grupo de
controlo - profundidade de sondagem menor ou igual a 3 mm - (Tabela 2) e a bolsas
periodontais nos pacientes do grupo de estudo - profundidade de sondagem superior a 3
mm - (Tabela 3). Os dois grupos foram posteriormente comparados por referéncia aos

resultados obtidos (Figura 5).
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Tabela 2 - Resultados da recolha e quantificagdo de FCG no grupo de controlo.

Grupo de Controlo

Diagnéstico o Profundidade Volume de

Idade Sexo Periodontal Amostra Dente Localizacio de Sondagem FCG
(mm) (UA) (nL)
Saude C.1A 11 MV 3 30 0,13
3 P periodontal — CAB 21 MV 3 16 0,08
Satude C2A 11 MV 1 1 0,02
. F Periodontal C.2B 21 MV 1 6 0,04
Satude C3A 11 MV 3 28 0,13
. M Periodontal C.3B 21 MV 3 45 0,21
Saude C4A 11 MV 2 17 0,08
22 F Periodontal C.4B 21 MV 2 53 0,25
55 M Saude C.5A 11 MV 3 44 0,20
Periodontal C.5B 21 MV 3 24 0,11

F — Feminino; M — Masculino; MV — Mesio-Vestibular; UA — Unidade Arbitraria.

Tabela 3 - Resultados da recolha e quantificagdo de FCG no grupo de estudo.

Grupo de Estudo
Diagnéstico o Profundidade Volume de
Idade Sexo Periodontal Amostra Dente Localizacio de Sondagem FCG

(mm) (UA) (nL)

47 F Periodontite E.1A 27 MV 7 Er -
1v/C E.1B 37 CL 7 198 1,40
Periodontite E.2A 11 MV 8 104 0,56

20 F vV/C E2B 11 DV 10 Er -
Periodontite E.3A 43 MV 6 182 1,08
20 F 1/C E3B 42 DV 6 125 0,60
Periodontite E.4A 25 DV 6 103 0,56
47 F I11/C E.4B 27 MV 6 162 0,92
67 M Periodontite E.5A 16 DP 9 172 0,99
1V/B E.5B 16 CP 6 183 1,09

F — Feminino; M — Masculino; MV — Mesio-Vestibular; CL — Centro-Lingual; DV — Disto-Vestibular;
DP — Disto-Palatino; CP — Centro-Palatino; UA — Unidade Arbitraria; Er — Erro.
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Figura 5 - Volumes de FCG quantificados pelo Periotron. Os circulos cor de rosa representam as medigdes
em sulcos gengivais do grupo de controlo e os circulos cor de laranja e vermelhos representam as medigdes
em bolsas periodontais do grupo de estudo (em pacientes com periodontite classificada como estadio 11l e
IV, respetivamente). As barras pretas representam a média de volumes medidos. O simbolo * representa as

medicdes das amostras E.1A e E.2B, superiores aos valores gerados pelo Periotron.

Por comparagao, o volume médio de FCG ¢ superior em bolsas periodontais, 154
+ 38 (n=8), do que em sulcos gengivais, 26 £ 17 (n=10). Dentro do grupo de estudo,
foram encontradas diferencas no volume de FCG recolhido em bolsas correspondentes a
pacientes com periodontite severa (estadio III), 143 + 36 (n=4), e avanc¢ada (estadio IV),
164 £ 42 (n=4). Note-se que quantidades volumétricas acima da escala numérica gerada
pelo Periotron impediram a leitura do volume das amostras E.1A e E.2B, correspondentes

a bolsas periodontais de pacientes com periodontite avangada.

3. Analise da Atividade Proteolitica das Amostras Recolhidas

Para andlise da atividade proteolitica das MMP presentes no FCG foi utilizada a

técnica de zimografia, que consistiu na separagao das enzimas da amostra por eletroforese
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desnaturante em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) polimerizados na presenca de
colagénio. Este tipo de eletroforese permite a separagdao de proteinas com base na sua

massa molecular. A presenca do colagénio permitird evidenciar a atividade das MMP.

Antes da analise do FCG foi realizado um gel de calibragdo para a MMP-§ para
permitir a quantificacdo da sua presenca nas amostras e ser usada como controlo interno
nos géis (Figura 6). Este gel contém oito pocos onde foram colocadas quantidades
crescentes de MMP-8. Na Figura 6 vé-se, entre 63 ¢ 75 kDa, uma banda clara como
resultado da atividade da MMP-8, num fundo escuro correspondente a coloragao do
colagénio ndo degradado pelo azul de Coomassie. A partir da intensidade das bandas foi

possivel obter o grafico da Figura 7.

M 100 75 50 25 15 10 4 1
(ng)

Figura 6 - Gel de calibragdo para identificacdo e quantifica¢do da enzima MMP-8.
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Figura 7 - Curva de calibragdo da enzima MMP-8.
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A Figura 7 mostra que nestas condi¢des € possivel quantificar a MMP-8 até 30 ng, pois

para quantidades superiores ocorre saturacao.

Numa primeira abordagem foi testada a preparagdo da amostra de FCG a colocar
no gel. Foram testados varios métodos, como a colocacao direta do Periopaper no pogo
do gel, a incubagdo do Periopaper em tampdo de amostra nao redutor e colocagdo da
totalidade da amostra ou de uma dilui¢do da amostra no gel, e também a extracdo da
amostra do Periopaper por incubag¢ao em tampao PBS estéril por 5 min em gelo, seguido
de centrifuga¢ao a 10 000 rpm por 2 min. Este Gltimo método foi selecionado por ser

aquele que permitiu obter melhores resultados.

Para iniciar o projeto, foram selecionadas 10 das 20 amostras recolhidas, cinco do

grupo de controlo e cinco do grupo de estudo.

Foram investigadas as seguintes amostras:

e Grupo de Controlo — C.1A, C.2A, C.3A, C.4A e C.5A (Figura 8 e 10).

e Grupo de Estudo — E.1A, E.2A, E.3A, E.4A e E.5A (Figura9 e 11).

As amostras recuperadas dos Periopapers foram diluidas cerca de 250x em PBS
estéril, mas de acordo com o volume medido no Periotron, de forma a que as amostras

pudessem ser diretamente comparadas.
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Figura 8 - Gel de eletroforese com amostras do grupo de controlo incubado por 19 h. M corresponde ao

marcador de massa molecular € C ao controlo com MMP-8. As setas indicam as bandas de atividade
proteolitica.
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Figura 9 - Gel de cletroforese com amostras do grupo de estudo incubado por 19 h. M corresponde ao

marcador de massa molecular € C ao controlo com MMP-8. As setas indicam as bandas de atividade

proteolitica.
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Figura 10 - Gel de eletroforese com amostras do grupo de controlo incubado por 6 h. M corresponde ao

marcador de massa molecular ¢ C ao controlo com MMP-8. As setas indicam as bandas de atividade

proteolitica.

E.1A

E.2A

E3A

E.4A

245
180

135

100
75

63

48

Figura 11 - Gel de eletroforese com amostras do grupo de estudo incubado por 6 h. M corresponde ao

marcador de massa molecular e C ao controlo com MMP-8. As setas indicam as bandas de atividade

proteolitica.
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Inicialmente, e com base no gel em que foi usada a MMP-8, foi experimentada a
incubagdo dos géis por um periodo longo para tornar mais visiveis as bandas de digestdo
do colagénio (19 h). Nestes géis (Figura 8 e 9) surge uma larga mancha de colagénio
digerido, ndo sendo possivel observar bandas discretas. Assim, para tentar melhorar a
resolucao foram realizados outros géis, usando as mesmas amostras diluidas, incubados
por um periodo mais curto (6 h). Embora nestes géis (Figura 10 e 11) se consigam
distinguir bandas de maior massa molecular, as bandas mais pequenas e menos intensas

deixam de ser observadas.

Ao comparar as amostras de controlo e de estudo nos géis de incubagdo mais
longa, verificamos que entre as localizacdes saudéaveis sdo detetaveis duas bandas em
todas as amostras (70 = 1 kDa e 65 £ 1 kDa) e uma terceira visivel apenas em duas
amostras (48 £ 0,7 kDa). Também observamos alguma diferengca nas intensidades
relativas das bandas dentro da mesma amostra. Pelo contrario, estas bandas sdo, de uma
forma geral, ndo visiveis nas localizagdes patologicas. Nestas amostras, embora muito

ténues, parecem surgir varias bandas de menor massa molecular.

Nos géis de incubagdo mais curta, verificamos que entre as localiza¢des saudaveis
sao detetaveis trés bandas com diferentes intensidades (> 245 kDa, 140 + 4,4 kDa e 100
+ 2,2 kDa). Estas sdo bandas muito largas que poderdo incluir varias proteinas nao
resolvidas. O mesmo se observa nas localizagdes patologicas. De modo geral, as bandas
parecem menos intensas nas amostras correspondentes a localizagdes patologicas. As
bandas mais intensas e de maior massa molecular ndo se distinguem quando os géis sao

incubados por um periodo mais longo.

As bandas do controlo interno MMP-8 podem ter massa molecular que varia entre
44 kDa (forma ativa) e 58 kDa (pro-forma nao ativa). Estes dois tamanhos podem variar
devido a graus de glicosilacdo (Inanc et al., 2017) que ddo tamanhos diferentes as
amostras. Embora, aparentemente, nenhuma das bandas das amostras investigadas pareca
coincidir com as bandas do controlo, estas sdo alargadas, podendo conter mais do que

uma banda de tamanhos muito proximos e que nao estao resolvidas nos géis.
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IV. DISCUSSAO

Este estudo foi iniciado pela investigacdo do FCG como um meio de diagndstico
para a doenca periodontal, por intervencdo de 10 participantes selecionados por
conveniéncia, distribuidos por dois grupos consoante apresentagao de saide periodontal
- grupo de controlo - ou de periodontite - grupo de estudo. Os grupos foram comparados
com base no volume médio de fluido estimado para as localizagdes dentarias
selecionadas, correspondentes a sulcos gengivais no grupo de controlo e a bolsas

periodontais no grupo de estudo.

Para a recolha de FCG foi adotado o método de introducdo de Periopapers nos
locais selecionados por este ser de facil aplicagdo ¢ minimamente invasivo, amplamente
reconhecido e testado (Wassall & Preshaw, 2016; Saito et al., 2017). O Periotron foi
posteriormente utilizado para medir os volumes de FCG recolhidos. Este aparelho gera
medi¢des quantitativas e objetivas para cada localizacdo, que podem ser utilizadas para

fins de diagnostico periodontal (Sehdev et al., 2017).

Os resultados do nosso estudo mostram que as ponderagdes obtidas pelo Periotron
foram ao encontro das avalia¢des clinicas e radiograficas realizadas, uma vez que a
quantidade de fluido em bolsas periodontais foi superior em relagdo a sulcos gengivais.
Os valores obtidos foram convenientemente enquadrados na escala do Periotron, que
determina, em proporcionalidade, o nivel de inflamac¢ao dos tecidos periodontais. O grupo
de estudo apresentou, para locais com doenca, um valor volumétrico médio de 154 + 38
(n=8), que se enquadra no intervalo de valores ponderado pela escala do Periotron como
espelho da inflamagdo severa apresentada por estes pacientes. Contrariamente, o grupo
de controlo apresentou, para locais com satde, um valor volumétrico médio de 26 = 17
(n=10), ligeiramente acima do intervalo de valores ponderado como reflexo de saude
gengival. Todavia, as oscilacdes volumétricas apresentadas neste grupo podem ser
explicadas por alguns fatores inerentes aos participantes. De modo a minimizar o viés
provocado pelo periodo circadiano, em que o fluido aumenta das 6 as 10 h da manha e
depois diminui (Bathla, 2017; Khurshid et al., 2017; Subbarao et al., 2019), as medic¢des
de FCG foram realizadas no mesmo periodo, durante a tarde (das 15 as 19 h). O
estabelecimento de um horario padronizado visou eliminar o possivel efeito das variagdes
do horario diurno; no entanto, os restantes fatores, como estimulagdo mecanica, habitos

tabagicos e alteragdes hormonais em pacientes jovens do sexo feminino (Bathla, 2017;
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Khurshid et al., 2017; Subbarao et al., 2019), ndo foram controlados, e poderao ter tido

efeito nos valores obtidos para ambos os grupos.

No ambito das diferengas encontradas por comparacao volumétrica de FCG entre
localizagdes saudaveis e patologicas, a literatura apoia os resultados obtidos por este
estudo. Uma investigacdo conduzida por Bevilacqua et al. (2016) mostrou resultados
idénticos e concluiu que os tecidos periodontais patologicos produziram maior quantidade
de fluido do que os saudaveis. No entanto, os autores categorizaram 0S grupos
comparativos no mesmo paciente na tentativa de minimizar o erro decorrente da
variabilidade interpaciente por referéncia a estudos anteriores, como a investigagcdo
realizada por Bhardwaj e Prabhuji (2013), em que ndo foi garantida a auséncia de
varincia entre pacientes dos grupos estudados. Os mesmos resultados e as mesmas
conclusdes foram obtidos por Sehdev ef al. (2017). Todavia, estes autores consideraram
de igual modo as possiveis variagdes volumétricas entre pacientes e selecionaram, pelo
menos, quatro locais para recolha de amostras em cada paciente, correspondentes a locais

com saude ¢ doenga.

Especificamente em relagdo a condig¢des de periodontite, é de realgar que existe
um efeito heterogéneo entre os pacientes e as bolsas periodontais que apresentam, sendo
que cada uma constitui um ambiente irregular caracterizado por padrdes estruturais,
histologicos e microbioldgicos Unicos. Apesar disso, € possivel afirmar de forma unanime
que o volume de FCG aumenta com a presenca de lesdes inflamatdrias ativas e ndo com
as estruturas histologicas das localizacdes dentarias, e que as bolsas com maior
profundidade de sondagem nao sdo necessariamente as mais inflamadas (Bevilacqua et
al., 2016). No nosso estudo, € possivel afirmar que a determinacdo volumétrica de FCG
proveniente de locais com saude e doenga periodontal com recurso a Periopapers e ao
Periotron constituiu um método de diagndstico periodontal fidvel, coincidindo com a

avaliacdo clinica realizada.

Para além da analise do volume de FCG, também foi utilizada uma abordagem
experimental para a andlise da atividade proteolitica das MMP no fluido. Multiplos
estudos de investiga¢do destacaram a acdo da MMP-8 e da MMP-9 como biomarcadores
da doenca periodontal nos fluidos orais (Chibebe et al., 2008; Silva et al., 2015; Cavalla
et al., 2017; Al-Majid et al., 2018; Checchi et al., 2020), pela pesquisa destas enzimas

com recurso a diferentes métodos, separadas ou associadas no FCG e na saliva. Estudos
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recentes tém-se dedicado, na sua maioria, a pesquisa de colagenases com menor foco em

gelatinases.

No nosso estudo, as MMP foram investigadas como biomarcadores da doenca
periodontal, com maior incidéncia na pesquisa de colagenases, como a MMP-8. Foi
utilizada a técnica de zimografia com recurso a inclusdo de colagénio para detetar as
enzimas de interesse. Genericamente, os resultados evidenciam bandas de grande massa
molecular, que podem ser dimeros ou complexos proteicos (Snoek-van Beurden & Von
den Hoft, 2005), pois a MMP de maior massa molecular ¢ a gelatinase MMP-9, cuja pro-
enzima possui 92 kDa (Bencsik ef al., 2017). As formas inativas e ativas das colagenases
MMP-1, MMP-8 e MMP-13, tém em geral massas moleculares inferiores a 75 kDa - as
formas inativas tém, aproximada e respetivamente, 57, 75 e 65 kDa e as ativas 52, 57 e
48 kDa (Bencsik et al., 2017). Neste sentido, sera mais interessante utilizar um periodo
de incubacdo mais longo que permita evidenciar melhor a atividade das formas
enzimaticas ativas inicialmente presentes nas amostras. Podemos por as hipoteses, com
base na massa molecular, que as bandas de hidrolise de colagénio com cerca de 70 e 65
kDa detetadas nas amostras saudaveis correspondem a formas inativas das colagenases
MMP-8 ou MMP-13. Durante o processo de renaturagdo, as pro-enzimas sao ativadas e
ddo origem a hidrélise do colagénio. A MMP-1 ou MMP-13 poderdo estar presentes nas
amostras e corresponder as bandas que detetamos com massa molecular com cerca de 48
kDa. Uma vez que as gelatinases MMP-2 e MMP-9 também podem degradar o colagénio
tipo I, embora este ndo seja o seu substrato preferencial (Checchi et al., 2020), sera

possivel atribuir as bandas a formas inativas ou ativas destas MMP.

E de realcar que as MMP podem ser modificadas apés a transcricio por
glicosilagdo, o que lhes altera ligeiramente a massa molecular (Boon et al., 2016). Ainda
assim, ndo parece ter sido detetada nenhuma banda correspondente a forma ativa da

MMP-8 nas amostras patoldgicas.

As colagenases estdo associadas a uma maior dificuldade de identificacdo por
zimografia, sendo por isso necessaria uma incubagdo por um periodo superior para detetar
a sua presenca nas amostras (Snoek-van Beurden & Von den Hoff, 2005). A literatura
defende que a duragdo da incubacdo deve diferir consoante as MMP investigadas (Tajhya
et al., 2017), de modo a obter resultados otimizados e especificos para cada tipo

enzimatico. A técnica de zimografia tem a vantagem de poder detetar varias MMP nas
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suas formas inativas ou ativas mas, por outro lado, quando ¢ realizada de modo isolado,
ndo ¢ a mais adequada para identificar inequivocamente estas enzimas. Mesmo a
comparagdo da migragdo das MMP com conhecidos controlos de massa molecular nao
garante a identificacdo enzimatica (Hu & Beeton, 2010). Neste sentido, outros métodos
para confirmar a presenga e quantificar as MMP nas amostras de FCG poderao ter de ser
utilizados. Embora as massas moleculares das MMP sejam conhecidas, para que as
identifiquemos de modo fidedigno serd necessario recorrer a métodos mais especificos,

como a utilizagdo de anticorpos (Fischer & Riedl, 2019).

O aparecimento de bandas tao evidentes e intensas nos géis do grupo de controlo
ndo era previsivel, no entanto, no processo de manipulagdo das MMP, estas podem ter
sofrido ativacdo através da passagem da forma enzimatica inativa para ativa (Hu &
Beeton, 2010). Assim sendo, no processo de renaturacao dos géis as MMP das amostras
saudaveis podem ter sido ativadas. Como estas peptidases degradam a matriz extracelular
quando ativas e foram descritas como envolvidas em processos patoldgicos para além da
doenga periodontal, como distirbios cerebrais, displasias esqueléticas, osteoartrite,
doencgas cardiovasculares e desenvolvimento de tumores (Malemud, 2006; Cui et al.,
2017), ¢é possivel que as bandas que surgem nos controlos saudaveis correspondam a
formas inativas destas enzimas. Estas sdo segregadas para o exterior das células e
mantidas inativas por associagdo com TIMP ou até ativacdo por véarias peptidases,

incluindo outras MMP (Cui et al., 2017).

Bildt et al. (2008) realizaram um estudo muito semelhante no qual também
investigaram a presen¢ca de MMP no FCG de pacientes com satide e doenga periodontal.
Os autores encontraram grandes quantidades de complexos proteicos de MMP-2 ativas e
fragmentos colagenoliticos, com niveis mais elevados no FCG de pacientes com
periodontite. Os nossos resultados atuais mostram, de igual modo, a presenca de dimeros
ou complexos proteicos responsaveis pela acentuada digestdo do colagénio, o que
resultou em largas bandas colagenoliticas no inicio dos géis incubados por 19 h. Estas
bandas foram observadas em amostras saudaveis e patoldgicas, todavia, sem diferencas
significativas entre os grupos. Isto pode querer dizer que MMP-2 ativas estiveram
presentes em todas as amostras do nosso estudo a semelhanca dos resultados obtidos por
Bildt et al. (2008), embora sem diferencas aparentes entre os dois grupos estudados. Os

autores mostraram também que no FCG proveniente de localizagdes patoldgicas foi
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detetado um maior nimero de MMP, mas surpreendentemente algumas destas enzimas
foram mais abundantes em amostras saudaveis. Estes dados vao ao encontro do que
encontramos no nosso estudo, especialmente nos géis incubados por 19 h, em que
verificamos um maior numero de bandas no grupo de estudo, mas uma maior atividade
proteolitica no grupo de controlo. Os autores realizaram varias técnicas de pesquisa
enzimdtica, como zimografia com incorporacdo de colagénio, zimografia com
incorporagdo de gelatina, zimografia reversa e western blotting. De modo geral,
concluiram que a pro-MMP-2, a pr6-MMP-9, a MMP-1 e a MMP-§ estiveram presentes
em todas as amostras. No gel com colagénio detetaram bandas com 55 e 43 kDa e bandas
mais largas com 30 e 35 kDa. A banda de 55 kDa foi identificada por western blotting
como a MMP-8 ativa ¢ as bandas de menor massa molecular foram apontadas como
possiveis fragmentos da MMP-8, presentes a niveis pouco significativos no FCG. A
banda de 43 kDa ndo foi identificada por western blotting, mas segundo os autores
corresponde, presumivelmente, 8 MMP-1 ativa. Nao foram encontradas bandas com
massas moleculares correspondentes a pro-MMP-1 (58 kDa), a pro-MMP-8 (64 kDa), a
pro-MMP-13 (60 kDa) e 8 MMP-13 ativa (48 kDa) por zimografia ou western blotting.
Estes resultados refor¢am as nossas hipoteses de ter detetado a pro-MMP-8 ou pr6-MMP-
13 e a MMP-1 ou MMP-13 ativa. Os autores nao relataram a presenca de bandas

especificas com > 245, 140 e 100 kDa que encontramos nos géis incubados por 6 h.

Outros estudos ja reportaram também a presenca das colagenases MMP-1 e MMP-
13 e das gelatinases MMP-2 e MMP-9 ativas em locais saudaveis e patoldgicos,
aumentadas em condi¢des de periodontite (Ejeil et al., 2003; Rai ef al., 2010). Por outro
lado, os estudos de Mc Crudden et al. (2017) e de Kasuma et al. (2018) mostraram apenas

o aumento de MMP-8 ativa em doentes periodontais.

Os resultados do nosso estudo mostram que as MMP apresentam caracteristicas
propicias a sua referéncia como biomarcadores da doenca periodontal, pois foram
verificadas diferengas entre as amostras de pacientes com saude e doenga, mesmo através
da andlise de um muito pequeno numero de amostras. Deste modo, o trabalho de
investigacdo deve continuar analisando um maior conjunto amostral. No entanto,
considera-se que para a identificacdo rigorosa das MMP presentes no FCG sdo
necessarios estudos comparativos adicionais que facam uso de métodos de incubacao

otimizados e complementares a zimografia, como a utilizagdo anticorpos, que
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identifiquem especificamente cada tipo de MMP. Estes poderao ser os pontos de partida

para os proximos avangos do projeto de investigacdo no qual este estudo esta integrado.
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V. CONCLUSAO

Neste estudo, o FCG foi analisado como meio de diagnéstico para a doenga
periodontal e aparentou ser promissor para a distingao entre pacientes saudaveis e doentes
no ambito das condigdes periodontais. E possivel afirmar que a determinagio volumétrica
de FCG proveniente de locais com satide e doenga periodontal com recurso a Periopapers
e ao Periotron constituiu um método de diagnodstico periodontal fidvel, coincidindo com

a avaliacdo clinica realizada.

A exploragdo da atividade proteolitica das MMP por zimografia foi igualmente
promissora, pois apesar das limitagdes apresentadas permitiu verificar diferengas entre os
dois grupos estudados, o que revela que estas enzimas possuem caracteristicas auspiciosas
como biomarcadores da doenga periodontal. No entanto, sdo necessarios estudos
adicionais, com métodos de incubacdo otimizados e recursos complementares, como a
utilizacdo de anticorpos, para ser possivel identificar com precisdo quais as MMP

diretamente envolvidas com a doenga.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1 - Termo de Consentimento Informado.

S
S UP%O
P

7y

EGAS MONIZ

RATIVA 5

OO

o]

Consentimento Informado
Cédigo| IMP:EM.PE.17_03

Monte de Caparica,__de de

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do curso de Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Instituto
Universitario Egas Moniz sob a orientacdo do Prof. Doutor Ricardo Alves, solicita-se
autorizacao para a participacao no estudo “Relagao entre polimorfismos no promotor
dos genes das metalopeptidases 8 e 9, atividade proteolitica e a suscetibilidade a
periodontite numa populacao Portuguesa” a pacientes da Clinica Universitaria Egas

Moniz.

O estudo tem como objetivo avaliar os fatores de risco genéticos para a periodontite
(inflamacao e perda de osso a volta do dente) a partir de amostras recolhidas da
mucosa oral e fluido crevicular (liquido produzido pela gengiva) assim como

potenciais marcadores para o diagndéstico precoce da doenca.

A sua participagao consiste em: i) exame oral, habitual em consultas; ii) realizagéo
de um pequeno questionario e iii) recolha de uma amostra da mucosa oral por meio
duma zaragatoa e duas recolhas de fluido crevicular, antes e apds tratamento
cirurgico. A recolha do fluido crevicular demora apenas alguns minutos, sera efetuada

de forma nao invasiva, com desconforto minimo, usando tiras de papel esterilizadas.

A participagdo neste estudo € voluntaria. A sua n&o participagdo nao lhe trara

qualquer prejuizo.

Os resultados deste estudo poderao contribuir para definir critérios de diagnéstico
precoce da periodontite, determinacdo da severidade da doenga e a capacidade de

detetar precocemente recidivas.

A informagédo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou
publicacao, e sera apenas tratada pelos responsaveis e/ou outros colaboradores do

projeto. A sua recolha é anénima e confidencial.



As Metaloproteinases como Biomarcadores da Doenga Periodontal — Estudo Piloto

Anexo 1 - Continuagao.

(Riscar o que néo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido

sobre as condigdes do mesmo e que nao tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tutor legal



Anexo 2 - Periodontograma.
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Anexo 3 - Questiondrio de recolha e registo de dados.

LNSIU:S;?“RIO Relacdo entre polimorfismos no promotor dos genes das metalopeptidases 8 e 9,

EGAS MONIZ atividade proteolitica e a suscetibilidade a periodontite numa populacao Portuguesa

Questionario para selecdo dos participantes

Proc n2: Codigo de amostra:
Sexo:F__ /M __
Idade:

N2 de dentes:

Periodontite: SIM (1 nAo [J

Gravidez ou amamentacio: SIM (1 nAo [0 NAO Aplicavel [
Aparelho ortodéntico: SimM (] nAo (]

Ultimo tratamento periodontal ha menos 6 meses: SIM O nio O

Perda ponderal (cancro e/ou doenca inflamatoria cronica): SIM O ndo O

se sim, Qual?

Outras doencas/patologia: (exemplo diabetes, hipertensdo)

A Preencher pelo Coordenador do Projeto de investigacdo:

Cumpre critérios de Inclusdo SIM O wnio O
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Anexo 4 - Curva de calibracdo do marcador de massa molecular (exemplo).
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