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RESUMO

Objetivos: Caracterizar a relacao entre a existéncia do polimorfismo do promotor do gene
da metaloproteinase 8 e o desenvolvimento de periodontite, através de um estudo piloto

realizado numa populagdo portuguesa de utentes da Clinica Dentéaria Egas Moniz.

Materiais e Métodos: Selecionou-se uma amostra de 45 individuos, sendo que 21 eram
pacientes periodontais e os restantes 24 tinham saude periodontal. Procedeu-se a recolha
de amostras com células da mucosa jugal, com recurso a um OmniSwab, para posterior
extracdo do DNA respetivo. Efetuou-se a andlise genética para o polimorfismo
MMP-87%, Esta analise foi realizada através das técnicas de PCR (Polymerase chain
reaction) ¢ RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism), seguidas da analise
eletroforética. Adicionalmente, ainda se procedeu a andlise estatistica, por meio do
Software R Statistical 4.0 (R package based on y° test, Statistical Computing and
Graphics, Inc.).

Resultados: Verificou-se que para o polimorfismo MMP-87%

a presenca do alelo
mutado (T) foi significativamente superior no grupo doenga (60%), comparativamente ao
grupo controlo (31%). Neste sentido, existem evidéncias estatisticamente significativas
para afirmar que hd uma correlagdo entre as frequéncias alélicas e a ocorréncia de
periodontite (p = 0,013). Assim, o presente estudo piloto sustenta a hipdtese de que os

alelos T estdo associados a ocorréncia de periodontite.

8-799

Conclusido: Verificou-se que o polimorfismo MMP- estd significativamente

associado a periodontite.

Palavras-chave: periodontite; MMP-8; polimorfismo; genética.






ABSTRACT

Objective: To characterize the relationship between the existence of the polymorphism
in the promoter of metalloproteinase 8 gene and the development of periodontitis, through
a pilot study carried out in a Portuguese population of patients that attended the Egas

Moniz Dental Clinic.

Materials and Methods: A sample with 45 individuals was used, 21 of which were
periodontal patients and the remaining 24 had periodontal health. Samples with cells from
the jugal mucosa were collected, with the help of an OmniSwab, for later extraction of
the respective DNA. Genetic analysis for the MMP-87 polymorphism was performed
through PCR (Polymerase chain reaction) and RFLP (Restriction fragment length
polymorphism) techniques, followed by electrophoretic analysis. Additionally, statistical
analysis was carried out using the R Statistical 4.0 Software (R package based on y2 test,

Statistical Computing and Graphics, Inc.).

Results: It was found that for the MMP-87%° polymorphism the presence of the mutated
allele (T) was significantly higher in the disease group (60%) compared to the control
group (31%). In this sense, there is statistically significant evidence to affirm that there is
a correlation between allele frequencies and the occurrence of periodontitis (p = 0.013).
Thus, the present pilot study supports the hypothesis that T alleles are associated with the

occurrence of periodontitis.

Conclusion: The MMP-87%° polymorphism was found to be significantly associated with

periodontitis.

Keywords: periodontitis; MMP-8; polymorphism; genetics.
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file://///Users/marianafulgencio/Desktop/TESE%20INÊS.docx%23_Toc127133053
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Introducdo

I. INTRODUCAO

1. Periodontite

1.1 Defini¢cao de Periodontite

A doenga periodontal consiste num processo inflamatorio cronico multifatorial,
que se caracteriza pela destrui¢do progressiva do periodonto, podendo manifestar-se de
uma forma reversivel (gengivite) e irreversivel (periodontite) (Almeida et al., 2006;
Bascones-Martinez et al., 2011; Caton et al., 2018; Papanou et al., 2018).

A gengivite ¢ uma condicdo inflamatdria, consequente da acumulagdo de biofilme
microbiano, que estd confinada ao tecido gengival e manifesta-se clinicamente através da
alteracdo da cor da gengiva, que se encontra edemaciada e com presenga de hemorragia
(Almeida et al., 2006; Bascones-Martinez et al., 2011; Chapple et al., 2018; Pihlstrom et
al., 2005). Durante esta fase, verifica-se um desequilibrio entre as defesas do hospedeiro
e as bactérias periodontopatogénicas da microbiota oral, que culmina em alteracdes
vasculares, na forma¢do de um exsudado inflamatorio e na fragilizagdo da estrutura
constituinte do compartimento superior do periodonto (Almeida et al., 2006; Bascones-
Martinez et al., 2011; Chapple et al., 2018; de Morais et al., 2018). A gengivite propicia
a fragilizagdo deste compartimento superior e facilita um maior acesso aos tecidos
subjacentes, por parte dos agentes bacterianos e/ou dos seus subprodutos, podendo este
processo culminar na formag¢ao de bolsas periodontais, com reabsor¢ao 0ssea € migracao
apical do epitélio de unido, caso a causa ndo seja eliminada. Esta situa¢do perpetua o
processo inflamatdrio que pode vir a dar origem a periodontite (Almeida et al., 2006;
Caton et al., 2018; Coventry et al., 2000). De notar que a periodontite ¢ sempre precedida
pela gengivite, no entanto, a gengivite nem sempre evolui para periodontite (Rai et al.,
2008; Trombelli et al., 2018).

A teoria por detras da progressao da doenga periodontal tem sido uma tematica de
debate. Atualmente, concorda-se que a doenga periodontal progride por meio de surtos
intermitentes de atividade (Caton et al., 2018; Socransky et al., 1998). De acordo com
esta teoria, o suporte do tecido periodontal, ou seja, o periodonto, constituido pela

gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar, ¢ perdido durante
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episodios curtos e agudos, seguidos de periodos prolongados de quiescéncia (Hernandez
etal., 2012; Reddy et al., 1997).

Embora a presenca de bactérias anaerdbias gram-negativas seja fundamental para
iniciar a destrui¢do periodontal, a suscetibilidade individual e os fatores ambientais tém
um papel fulcral na manifestacao desta doencga, que se caracteriza pela perda progressiva
e irreversivel do tecido conjuntivo e do osso alveolar (Chapple et al., 2018; Papanou et
al., 2018; Tonetti et al., 2018; Trombelli et al., 2018; Tsai et al., 2017).

E, ainda, importante referir que a periodontite, a par da carie dentaria, constitui
um dos principais motivos da perda de pegas dentdrias em adultos, e tem sido associada
a diversas doengas sistémicas, nomeadamente doengas cardiovasculares, Diabetes
Mellitus (DM), infe¢des pulmonares, artrite reumatoide, entre outras (Franco et al., 2017;

Jepsen et al., 2018; Papanou et al., 2018).

1.2 Etiologia da Periodontite

Tal como supramencionado, a periodontite ¢ uma doenga inflamatoria de etiologia
multifatorial (Li et al., 2016; Sorsa et al., 2018). Diversos estudos aludem para o facto de
pacientes com um deficiente controlo de placa bacteriana apresentarem um maior risco
para o desenvolvimento desta doenga. O papel da colonizacdo bacteriana no
desenvolvimento da periodontite ¢ vastamente documentado na literatura como um fator
necessario, mas nao suficiente para a evolucdo desta patologia (Chou et al., 2011; Khuda
et al., 2021; Umeizudike et al., 2022).

As bactérias periodontopatogénicas sdo fundamentais e responsadveis pelo
estabelecimento deste processo patologico. Estas estdo organizadas num biofilme oral,
que constitui a placa bacteriana, uma substincia esbranqui¢cada, que se deposita
inicialmente na superficie dentaria (placa supragengival) e, posteriormente, a nivel do
sulco gengival (placa subgengival) (Chou et al., 2011; Khuda et al., 2021). Caso nao seja
removida durante a escovagem dos dentes, esta placa pode evoluir para tartaro dentario,
por mineralizag¢do. Desta forma, € possivel afirmar que se verifica uma correlagdo direta
entre a acumulacdo de placa dentaria e o desenvolvimento da gengivite. Contudo, os
mecanismos envolvidos na transicdo da gengivite para periodontite sio mais complexos

(Page & Kornman, 1997; Pihlstrom et al., 2005).
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O perfil bacteriano associado a periodontite ¢ bastante complexo e diverso.
Segundo Socransky et al. (1998), o complexo mais fortemente associado a esta doenca ¢é
o complexo vermelho, que inclui a Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola
(Td) e Tannerella forsythia (Tf). De acordo com a evidéncia, estas sdo as bactérias mais
comumente associadas ao aumento da profundidade das bolsas periodontais (Coventry et
al., 2000; Martinez & Ruiz, 2005; Socransky et al., 1998; Solomon et al., 2017).

Apesar de se considerar que a exposicdo prolongada as bactérias e aos seus
produtos presentes no biofilme oral seja um pré-requisito para a destruicao do periodonto,
apenas a sua presenca nao ¢ suficiente para desencadear o processo patoldgico que leva a
destrui¢éio do periodonto. E também necessario que o hospedeiro seja suscetivel & infe¢io
(Khuda et al., 2021; Murthykumar et al., 2019; Page & Kornman, 1997). A resposta
inflamatoria exacerbada ¢ modulada por intimeros fatores locais e gerais, que podem ser
inatos ou adquiridos. A subsequente destrui¢do tecidual decorrente da progressdo da
periodontite resulta de um desequilibrio entre os mecanismos protetores e destrutivos do
hospedeiro, que sdo desencadeados com a infe¢do. E precisamente a combinagio entre
fatores do hospedeiro/predisposi¢ao do individuo e fatores ambientais, que determina a
patogénese ¢ a taxa de progressao desta doenga (Chou et al., 2011; Holla et al., 2012; Li
et al., 2016; Sahingur & Cohen, 2004).

1.3 Caracteristicas clinicas e histopatologicas

As caracteristicas primdrias da periodontite remetem para a perda de suporte do
tecido periodontal, que se manifesta ndo s através da perda de insercao clinica (CAL),
mas também da perda 6ssea alveolar confirmada e avaliada radiograficamente. Esta perda
de suporte do tecido periodontal é resultante da inflamagdo gengival mediada pelo
hospedeiro (Flemmig, 1999; Papanou et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

Para um paciente ser identificado como um caso de periodontite, sio necessarios
alguns requisitos, nomeadamente que a perda de inserc¢ao interproximal seja detetavel em
2 ou mais localizagdes ndo adjacentes, ou, entdo que a CAL a nivel vestibular ou
lingual/palatina seja igual ou superior a 3 mm com bolsas periodontais, com uma
profundidade de sondagem (PS) superior ou igual a 3 mm em 2 dentes, desde que esta
perda de inser¢ao nao esteja associada a: 1) recessdes gengivais de origem traumatica; 2)

caries dentarias que se estendam até a regido cervical do dente; 3) a presenca de perda de
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CAL na face distal de um segundo molar, associada a mau posicionamento ou a uma
extragdo de um terceiro molar; 4) uma lesdo endo-perio com drenagem através do
periodonto marginal; ou, ainda, 5) ocorréncia de fratura radicular gengival (Papanou et
al., 2018; Tonetti et al., 2018).

O novo esquema de Classificacdo das Doencas e Condi¢des Periodontais e Peri-
implantares baseia-se num sistema multidimensional de estadios e graus da periodontite,
que pode ser adaptado a medida que surgem novas evidéncias. E através deste sistema
que se conclui o diagnostico periodontal definitivo, tanto a nivel clinico, como
radiografico (Caton et al., 2018; Papanou et al., 2018).

A periodontite é caracterizada por uma série de alteragdes histopatologicas, que
podem ser classificadas de acordo com o quadro histopatoldgico das Gengivites (Page &
Schroeder, 1976). Segundo esta classificagdo, a progressdo da inflamagdo gengival e
periodontal pode ser avaliada em 4 estadios: lesdo inicial (estadio 1), lesdo precoce
(estadio 2), lesdo estabelecida (estadio 3) e lesdo avancada (estadio 4). Enquanto os
primeiros trés estadios constituem a transicdo de uma gengiva saudavel para uma
gengivite cronica, o ultimo estddio consiste na transicdo de gengivite para periodontite

(Page & Schroeder, 1976; Smith et al., 2010).

Durante estes estadios ocorrem iniimeras alteracdes nos tecidos periodontais, pelo
que se verifica: 1) a presenga de inimeras células inflamatorias, como os neutrofilos e
linfécitos, no interior dos tecidos periodontais; 2) a migragao apical do epitélio juncional,
que leva a formacao e estabelecimento de bolsas periodontais; 3) a perda ossea alveolar
progressiva, que se pode traduzir em mobilidade dentéria e na eventual perda destas pecas
dentarias; 4) apos estas alteragdes, a resposta inflamatéria mediada pelo hospedeiro
culmina na destrui¢ao do ligamento periodontal e do osso alveolar, assim como na rutura
da arquitetura normal tecidular, pela formagdo de um tecido fibroso e denso (Mufioz-

Carrillo et al., 2020; Page & Schroeder, 1976; Smith et al., 2010).
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1.4 Evolucao da Classificagdo das Doencas Periodontais e a nova

Classificacido das Doencas Periodontais e Peri-Implantais

O atual sistema de Classificagao das Doencas e Condi¢des Periodontais e Peri-
implantares ¢ de extrema importancia, ndo s6 para os Médicos Dentistas diagnosticarem
e tratarem adequadamente os seus pacientes, mas também pelo seu papel na investigagao
da etiologia, patogénese, historia natural e tratamento desta patologia (Caton et al., 2018).

Nos ultimos 30 anos, a classificacao da periodontite tem sido, frequentemente,
modificada na tentativa de acompanhar as evidéncias cientificas emergentes. Desde o
Workshop de Classificagdo Internacional de 1999, que introduziu a “Classificacdo de
Doengas e Condigdes Periodontais”, que se tornou evidente que as informacgdes relativas
a forma especifica da periodontite, a gravidade e a extensao da destrui¢cdo periodontal ndo
eram suficientes para caracterizar o impacto desta patologia. Esta classificacio
permaneceu em vigor mais de 17 anos e dividia a periodontite em oito categorias: doencas
gengivais; periodontite cronica; periodontite agressiva; periodontite como manifestagao
de doengas sistémicas; doencas periodontais necrosantes; abcessos do periodonto;
periodontite associada a lesdes endodonticas e defeitos e condi¢des adquiridas ou de
desenvolvimento (Armitage, 1999; Caton et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

Concluiu-se, entdo, que era necessario desenvolver uma nova estrutura de
classificag¢ao da periodontite, uma vez que o seu diagnostico clinico precisava de ser mais
abrangente ao expressar os efeitos desta doenca, assim como ter em consideragdo nao so
os seus efeitos orais, mas também possiveis implica¢des sistémicas. E, ainda, importante
referir que esta classificacdo ndo disponha de uma categoria de doengas peri-implantares
(Caton et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

O novo esquema de classificagdo do Workshop Mundial teve por base a andlise
de evidéncias de estudos populacionais e prospetivos, assim como de investigagdes
cientificas, pelo que surgiu a “Classificacdo de Doengas e Condi¢des Periodontais e Peri-
implantares” (Caton et al., 2018; Papanou et al., 2018). Esta classificagcdo divide-se em
quatro categorias: satde periodontal, doencas e condigdes gengivais (Chapple et al., 2018;
Trombelli et al., 2018); periodontite (Jepsen et al., 2018; Papanou et al., 2018; Tonetti et
al., 2018); outras condic¢des que afetam o periodonto (Jepsen et al., 2018; Papanou et al.,

2018); doengas e condi¢des peri-implantares (Berglundh et al., 2018).
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Considerando as evidéncias atuais referentes a fisiopatologia desta doenga, a
categoria “Periodontite” pode ser classificada em trés formas distintas: Periodontite
necrosante, Periodontite como uma manifestagdo direta de doencas sistémicas e
Periodontite (as formas anteriormente conhecidas como “Periodontite cronica” e
“Periodontite agressiva”) (Caton et al., 2018; Papanou et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

Ao retificar a antiga classificagdo, decidiu-se que a estrutura da nova classificacao
da periodontite devia basear-se num sistema multidimensional de estadios e graus, para
ser facilmente adaptada, a medida que surjam novas evidéncias (Caton et al., 2018).

O diagnéstico diferencial da periodontite é, atualmente, baseado nos sinais ¢
sintomas especificos da periodontite necrosante, ou entdo, na presenga/auséncia de uma
doenga sistémica incomum que altere a resposta imunitaria do hospedeiro. A periodontite
como manifesta¢do direta de uma doenga sistémica deve seguir a classificacdo da doenca
primaria, de acordo com a Classificagao Estatistica Internacional de Doengas e Problemas
Relacionados com a Saude (Albandar et al., 2018; Jepsen et al., 2018). No entanto, a
grande maioria dos casos de periodontite, ndo apresenta caracteristicas locais da
periodontite necrosante, ou caracteristicas sistémicas de um raro distirbio imunologico
como manifestacao secundaria de periodontite. Estes casos devem ser diagnosticados
apenas como periodontite (Papanou et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

Os casos diagnosticados como periodontite sdo, posteriormente, classificados de
acordo com o seu grau e estddio, uma vez que esta patologia dispde de uma variedade de
fendtipos que requerem diferentes abordagens por parte do clinico (Papanou et al., 2018;
Tonetti et al., 2018). Este sistema de classificagdo descreve a apresentacao clinica da
patologia, assim como outros elementos que afetem o tratamento e o progndstico desta
doenga, que possam, potencialmente, ter consequéncias a nivel da saude oral e sistémica.
Desta forma, a mais recente classificacdo permite a incorporagdo de fatores individuais
do paciente, durante o diagnostico da patologia (Caton et al., 2018; Papanou et al., 2018).

Um sistema uniforme de estddios permite definir o estado da periodontite em
varios pontos no tempo, pelo que pode auxiliar no tratamento e ser um fator na avaliagdo
do prognostico (Tonetti et al., 2018). O estadio depende, em grande parte, da severidade
da doenca na sua apresentagdo ¢ da complexidade do seu tratamento. A classificagdao
mediante o estadio, envolve quatro categorias (estadio I, estadio II, estddio III e estadio
IV), sendo que cada estadio apresenta um pior prognostico e tratamento mais complexo,
em relagdo ao estadio anterior. Subdivide-se, ainda, em complexidade e extensdo (Caton

etal., 2018; Papanou et al., 2018). Estas caracteristicas sdo determinadas apos a avaliagao
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de diversas variaveis, incluindo a perda de insercao clinica, a quantidade e a percentagem
de perda dssea visivel radiograficamente, o tipo de perda 6ssea (vertical e/ou horizontal),
a profundidade de sondagem, a presenca e a extensao de defeitos de crista e de furca, a
mobilidade dentéria, a perda dentaria associada a periodontite e, ainda, os fatores de

complexidade presentes no estadio Il e IV, que contribuem para o agravamento do

estadio da periodontite (Caton et al., 2018; Tonetti et al., 2018) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo da Periodontite, mediante o estadio. Adaptado de (Tonetti et al., 2018).

ESTADIO DE PERIODONTITE ESTADIO I ESTADIO II ESTADIO III ESTADIO IV
CAL
INTERPROXIMAL la2mm 3 a4 mm =5mm =5 mm
SEVERIDADE PERDA OSSEA RX 1/3 coronal (< 15%) 1/3 coronal (15 -30%) | Aé /2 ou at:. V3 apical da | 4619 ouaté 1/3 da raiz
raiz
PERDA DENTARIA Nao existe perda dentéria devido a periodontite =4 der.m?s P crd'du,s devido | 25 der,"cs p.erdldo.s devido
a Periodontite a Periodontite
Em adigdo ao estadio IIT de
complexidade:
Em adic@o ao estadio Il de
complexidade: Necessidade de reabilitagiao
- Méxima PS <4 mm ‘Maxima PS <5 mm complexa por:
+PS>6 mm + Disfungio mastigatoria
+ Perda 6ssea vertical + Trauma oclusal 2°
COMPLEXIDADE LOCAL . Perda dssea + Perda 6ssea >3 mm (mobilidade >2)
predomi predomi te + Defeitos de furca * Defeitos de crista severos
horizontal horizontal (I ou I1T) + Colapso de mordida, m4
+ Defeitos de crista posi¢do dentaria, migragio
moderados patologica
+ < 20 dentes
remanescentes
z z Para cada estadio, descrever a extensio como LOCALIZADA (<30% dos dentes envolvidos), GENERALIZADA ou
EXTENSAO E DISTRIBUICAO PADRAO MOLAR/INCISIVOS

O grau subdivide-se em trés niveis: grau A, que corresponde a uma taxa de
progressao baixa; grau B, com uma taxa de progressao moderada; grau C, que representa
uma taxa de progressao rapida (Tabela 2) (Caton et al., 2018).

O grau permite a classificacdo da periodontite com base em critérios primarios,
representados pela evidéncia direta ou indireta da sua progressao. Enquanto a evidéncia
direta de progressao ¢ baseada na informacao longitudinal disponivel, como por exemplo
na forma de radiografias mais antigas, a evidéncia indireta de progressdo baseia-se na
avaliacdo da percentagem de perda 6ssea no dente mais comprometido da denti¢do, em
funcdo da idade do paciente. Por fim, ¢, ainda, relevante referir que alguns fatores de
risco, como os habitos tabagicos e a DM, constituem modificadores de grau, pelo que
contribuem para a sua modificacdo. Se um individuo apresentar fatores de risco
associados a uma maior progressao da doenca ou a uma menor capacidade de resposta ao

tratamento, as informagdes do fator de risco podem ser utilizadas para modificar a
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estimativa do curso futuro da doenca neste paciente (Caton et al., 2018; Tonetti et al.,
2018).

Por ultimo, ¢ pertinente referir que os clinicos devem abordar esta classificagdo
partindo do pressuposto que a taxa de progressao dos seus pacientes ¢ moderada,

correspondente ao grau B. O grau apenas sofre alteacdes mediante as evidéncias diretas

e indiretas de progressao (Tonetti et al., 2018).

Tabela 2. Classificagdo da Periodontite, mediante o grau. Adaptado de (Tonetti et al., 2018).

GRAU A GRAU B GRAU C
GRAU DE PERIODONTITE (Taxa de progressiao | (Taxa de progressio - .
[ty RO derads) (Taxa de progressio ripida)
EVIDENCIA Informagdo Evidéncia d h
DIRETA DE longitudinal (perda v ::;::aenf;;:c:ma <2 mm em 5 anos >2 mm em 5 anos
PROGRESSAQ éssca gy, ou CAL) P
% perda ossea/idade <025 025al >1
CRITERIOS
PRIMARIOS
li;:gﬁgflgli Destruigio excede o que seria
PROGRESSAO Depositos densos de | Destruigéo proporcional exg?:;.::l ?(I,f: d:;;cgf;:il‘:)ssde
Fendtipo do caso biofilme com niveis com os depositos de . . .
baixos de destruici biofi especificos sugestivos de periodos
2ix0s de destruigao lolime de rapida progressio e/ou doenga
de inicio precoce
Habitos Tabagicos Nio fumador < 10 cigarros/dia > 10 cigarros/dia
MODIFICADORES FATORES DE
DE GRAU RISCO ]
Diabetes Normoglicémico Hb:i;;i:; em HbAlc = 7% em diabéticos

1.5 Fatores de risco

Embora o principal fator etiologico que leva ao desenvolvimento da periodontite
seja a elevada presenga de bactérias gram-negativas anaerobias nos tecidos mais
profundos, ha variacdes individuais na etiologia e no curso da doenga, dado que a resposta
imuno-inflamatoria depende de fatores demograficos, sociais, ambientais,
comportamentais, sistémicos e genéticos (Almeida et al., 2006; Hernandez et al., 2012;
Pihlstrom et al., 2005; Solomon et al., 2017). Verifica-se que alguns individuos aparentam
ser mais suscetiveis ao desenvolvimento da periodontite que outros. Contudo, os fatores
de risco atuam de forma muito pessoal, pelo que o mesmo conjunto de fatores que leva a
uma maior suscetibilidade para a periodontite num individuo, pode ndo ser 0 mesmo

noutras pessoas (Genco, 1996; Solomon et al., 2017; Stabholz et al., 2010).
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Um fator de risco pode definir-se como uma caracteristica ou ocorréncia associada
ao aumento da taxa de incidéncia de uma determinada doenga. Quer isto dizer que este
fator tem um efeito prejudicial direto, ao potencializar ou aumentar a probabilidade do
desenvolvimento da doenga (Darby, 2022; Dyke & Dave, 2005). Apesar dos fatores de
risco estarem associados a uma doenca, ndo implicam que sejam a sua causa (Darby,
2022; Genco, 1996).

Estima-se que a progressao da doenca periodontal seja o resultado da interagao
entre multiplos fatores de risco (Darby, 2022). Estes podem ser classificados em
modificaveis ou ndo modificaveis. Relativamente aos primeiros, estes sdo, geralmente,
de natureza ambiental ou comportamental, enquanto os fatores de risco ndo modificaveis
sdo intrinsecos ao individuo e, por essa mesma razdo, ndo conseguem ser facilmente
alterados (Dyke & Dave, 2005; Genco, 1996).

No que concerne aos fatores de risco modificaveis, incluem-se, por exemplo, os
microrganismos especificos, o deficiente controlo de placa bacteriana, o tabagismo e a
DM. Por outro lado, os fatores de risco nao modificaveis compreendem a predisposi¢ao
genética, a resposta imunitaria, a idade, o género, a raga/etnia, entre outros (Genco, 1996;
Pihlstrom et al., 2005; Solomon et al., 2017).

Atendendo que o tabagismo e a DM sdo considerados como os principais fatores
de risco para o desenvolvimento da periodontite, 0 Médico Dentista deve instruir os seus
pacientes relativamente ao papel que desempenham nesta doenca e incentiva-los a
cessarem o habito tabdgico e a controlarem a DM (tomar regularmente a medicagdao
prescrita, ir a consultas frequentes do médico especialista, avaliar os niveis de
hemoglobina glicada, etc) (Darby, 2022; Dyke & Dave, 2005; Pihlstrom et al., 2005;
Solomon et al., 2017).

No que diz respeito a vertente genética, inumeros estudos evidenciam uma
associacao entre determinados polimorfismos e a patogénese desta doenga. No entanto, a
influéncia de alguns polimorfismos ainda nao ¢ clara, pelo que sdo necessarios mais

estudos (Stabholz et al., 2010).

21



Associagdo do polimorfismo do promotor do gene da metaloproteinase 8 com a periodontite — estudo piloto

1.6 Prevaléncia da doenca periodontal

A doenca periodontal constitui um problema de saude publica, dada a sua elevada
prevaléncia mundial. No entanto, as estimativas da sua prevaléncia variam amplamente
entre inimeros estudos (Papanou et al., 2018).

Esta grande variacao deve-se a inconsisténcia dos critérios utilizados em cada
estudo, nomeadamente as diferencas verificadas no tamanho das amostras, no grupo
etario escolhido, na raca e nas condigdes socioecondmicas da populagdo estudada, nos
critérios utilizados para diagnosticar a doencga, na duragdo do estudo, entre outros. Sendo
assim, ¢ possivel afirmar que um dos maiores desafios neste tipo de investigacdes
epidemioldgicas reside em recorrer a critérios universalmente aceites (Machado et al.,
2020; Nazir et al., 2020).

Verifica-se que a doenca periodontal atinge tanto paises desenvolvidos, como
paises em desenvolvimento, e estima-se que afete cerca de 15-20% da populacdo mundial
(Luchian et al., 2022). Os dados epidemiologicos facultados pela Organizacdo Mundial
de Saude sugerem que a prevaléncia e a gravidade desta doenca tendem a ser mais
elevadas nos grupos etarios mais velhos, quando comparados com grupos etarios mais
jovens. Vérios estudos sugerem, ainda, que o género masculino e individuos de raga negra
sdo mais propensos a desenvolver esta doenca (Khuda et al., 2021; Nazir, 2017; Petersen
& Ogawa, 2005).

Nas duas ultimas décadas, a prevaléncia da doenca periodontal aumentou cerca de
57.3% anivel mundial, o que faz com que seja urgente e necessario aplicar estratégias de
prevencio, de forma a reduzir a sua elevada incidéncia e prevaléncia. E importante realcar
que esta doenga acarreta inimeras consequéncias que podem afetar ndo s6 a fungdo
mastigatdria e a estética, mas também a satide geral e a qualidade de vida dos individuos
por ela afetados (Machado et al., 2020; Nazir, 2017; Papanou et al., 2018).

Relativamente aos dados obtidos em Portugal, num estudo conduzido por
Machado et al. (2020), verificou-se que a prevaléncia da periodontite foi superior a média

mundial entre 2004 e 2017, sendo que em 2017 excedeu os valores mundiais por 8.5%.
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2. Marcadores inflamatorios na periodontite

2.1 Caracterizacio das metaloproteinases de matriz (MMPs)

A saude periodontal requer um equilibrio entre as enzimas responsaveis pela
destruicao tecidular, como as metaloproteinases de matriz (MMPs) e os seus inibidores
(Holla et al., 2012; Murthykumar et al., 2019; Rai et al., 2008; Weng et al., 2016). As
MMPs constituem uma familia de enzimas estruturalmente relacionadas, mas
geneticamente distintas, capazes de degradar quase todas as proteinas da matriz
extracelular (MEC), incluindo o colagénio, elastina, lamina, fibronectina, gelatina,
glicoproteinas de matriz e proteoglicanos e, ainda, proteinas ndo matriciais (Emingil et
al., 2014; Khuda et al., 2021; Majumder et al., 2019; Sorsa et al., 2016, 2018; Uitto et al.,
2003).

As MMPs sdao endopeptidases dependentes de célcio e zinco, que desempenham
um papel crucial em varios processos bioldgicos, nomeadamente na proliferacao celular,
remodelagdo de tecidos, cicatrizagdo de feridas, morfogénese, angiogénese e apoptose.
Apesar de serem essenciais nestes processos fisioldgicos, também estdo associadas a
patologias, como € o caso da periodontite e da artrite reumatdide (Al-Majid et al., 2018;
Hernandez et al., 2021; Khuda et al., 2021; Li et al., 2016; Luchian et al., 2022; Weng et
al., 2016).

Remodulacao
tecidular
(MMP-3, -10,
-13, -14, -22,
-26, -28)

Apoptose Resposta
(MMP-7, -9, imune (MMP-
-10, -14, -23, ) 1,-12,-13,-14,

-25 =24, -25)

Funcoes
fisiologicas
das MPPs

Cicatrizaciao

de feridas . Morfogénese
(MMP-1, -8, (MMP-14, -15)
-10, -11, -19)

Angiogénese
(MMP-2, -16,
-19)

Figura 1. Fun¢des das MMPs. Adaptado de (Khuda et al., 2021).
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Até a data identificaram-se 28 membros desta familia, em que 25 se encontram
presentes em humanos e que se podem dividir em cinco grupos, de acordo com a sua
especificidade de substrato (Li et al., 2016; Luchian et al., 2022; Sorsa et al., 2016; Yan
& Boyd, 2007). Estes grupos incluem as colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e
MMP-18), que degradam o colagénio em gelatina; as gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9),
que degradam a gelatina; as estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), que
degradam o colagénio, a gelatina e certas glicoproteinas; as MMPs do tipo membranar
(MT-MMPs) (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 ¢ MMP-25) e outras
MMPs nao classificadas (Hernandez-Rios et al., 2016; Li et al., 2016; McCrudden et al.,
2016). A maioria destas MMPs ¢ secretada na sua forma pro-inativa e sdo
subsequentemente processadas por outras enzimas proteoliticas durante o processo
inflamatorio, de modo a gerar formas ativas (Al-Majid et al., 2018; Franco et al., 2017,
Holla et al., 2012; Murthykumar et al., 2019; Uitto & Raeste, 1978).

A atividade das MMPs ou matrixinas ¢ regulada por inibidores enddgenos, os
inibidores de metaloproteinases tecidulares (TIMPs), pelo que alteragdes na homeostase
entre MMPs e TIMPs podem levar a progressdo da doenca/inflamacgdo (Alotaibi et al.,
2020; Hernandez-Rios et al., 2016; de Morais et al., 2018; Sorsa et al., 2016; Tsai et al.,
2017).

Em condigdes fisioldgicas, as MMPs sdo fortemente reguladas e desempenham
um papel fundamental na remodelacdo da MEC e na reparacdo tecidular. O ligamento
periodontal € protegido do ataque proteolitico mediado pelas MMPs por meio dos TIMPs
(Chou et al., 2011; Heikkinen et al., 2016; Ingman et al., 1994; Lee et al., 1995).

Por outro lado, quando se verificam condig¢des patoldgicas, deixa de haver um
equilibrio na regulacdo da atividade das MMPs (Emingil et al., 2014; Luchian et al., 2022;
de Morais et al., 2018). As MMPs degradam, entdo, os componentes da matriz
extracelular, da membrana basal e de serpinas protetoras, contribuindo para alteragdes
significativas nas citocinas, na ativacao dos osteoclastos, na regeneracao tecidular e na
perda de insercdo do tecido conjuntivo (Khuda et al., 2021; Murthykumar et al., 2019;
Tsai et al., 2017). Em situagdes patogénicas os niveis dos TIMPs sdo baixos e, portanto,
inadequados para inibir a atividade das MMPs. Além disto, ocorre, ainda, a mobilizagao
e ativacao de células inflamatorias, como os linfocitos e os neutrédfilos, a alteracao de
imunomoduladores e a secre¢do de proteases inflamatérias (Alotaibi et al., 2020; Al-

Majid et al., 2018; Herndndez et al., 2012; Khuda et al., 2021; Rai et al., 2008).
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Na periodontite, as MMPs s3o ativadas durante a inflamagdo e induzem a
degradagdo excessiva da MEC, do ligamento periodontal e do osso alveolar, o que pode
levar a perda de pecas dentarias (Birkedal-Hansen, 1993; Ingman et al., 1994; Lee et al.,
1995; Tsai et al., 2017; Uitto et al., 2003).

E, ainda, importante referir que a destruigdo periodontal é causada pela colagenase
intersticial MMP-8 e ndo pelas enzimas bacterianas (Al-Majid et al., 2018; Umeizudike
et al., 2022). No entanto, as bactérias presentes ao nivel da placa bacteriana sdo capazes
de estimular as células hospedeiras a secretarem MMPs, o que resulta num dos
mecanismos indiretos de destruicdo tecidular associados a periodontite (Checchi et al.,
2020; Luchian et al., 2022; Tsai et al., 2017). Por esta razdo, uma melhor compreensao
da regulagdo da atividade das MMPs, em condi¢des fisioldgicas e patologicas, €
importante para caracterizar as diferentes formas da periodontite (Marcaccini et al., 2010;
Yan & Boyd, 2007).

Durante o processo inflamatorio da doenga periodontal, o periodonto sofre uma
destruicao que resulta no aumento dos niveis de varios tipos de enzimas proteoliticas nos
tecidos, incluindo as MMPs. Embora varias MMPs tenham uma contribui¢do significativa
para a progressao da doenga periodontal (como as MMP-2, -7 e -14), as matrixinas mais
associadas a condicao patoldgica periodontal sdo as colagenases (Khuda et al., 2021;
Sorsa et al., 1990, 2016; Uitto & Raeste, 1978). Como as colagenases intersticiais sao as
unicas proteases do hospedeiro capazes de degradar a tripla hélice do colagénio tipo I, II
e III, também estdo associadas ao inicio da degradagdo proteolitica que ocorre na
periodontite (Ingman et al., 1994; Uitto & Raeste, 1978; Sorsa et al., 1990).

Evidéncias significativas sugerem que estas enzimas compreendem a via mais
importante da destrui¢do tecidular associada a periodontite, devido ao seu papel na
degradagdo patologica do colagénio, que ¢ a principal proteina estrutural da MEC
(Checchi et al., 2020; Li et al., 2016; Majumder et al., 2019; Murthykumar et al., 2019).

Estas matrixinas podem, ainda, atuar por meio da regulacao de outras cascatas de
ativacdo de MMPs. Este mecanismo podera até ser mais significativo na destrui¢do do
tecido periodontal do que na atividade colagenolitica direta, uma vez que uma mudanga
subtil na regulacdo destas enzimas pode resultar numa ativagao generalizada de MMPs e,
consequente destrui¢ao tecidual (Herndndez et al., 2012; Luchian et al., 2022).

Apesar de se estar a dar um especial realce ao papel das MMPs na periodontite,
estas também atuam em varias outras doencas cronicas inflamatdrias, como € o caso da

artrite reumatoide, psoriase, aterosclerose e doenga de Crohn. O sistema imunitario
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produz uma resposta inflamatéria excessiva e prolongada, que resulta na ativa¢do das
MMPs. Como estas enzimas contribuem para a degradacdo dos componentes da matriz
celular, levam a destruicdo da integridade estrutural do tecido afetado e ao
desenvolvimento da doenga crénica. As MMPs estdo, também, envolvidas no processo
de recrutamento e ativacdo de células do sistema imunitdrio, como os neutrofilos e
macrofagos, e na libertagdo de citoquinas pro-inflamatorias, que amplificam ainda mais
a resposta inflamatoria do organismo e contribuem para a progressao da doenca (Khuda

etal., 2021; Luchian et al., 2022; Manicone & Mcguire, 2008).

2.2 MMP-8

As colagenases sdo enzimas capazes de destruir a conformagdo em tripla hélice
do colagénio e, assim, iniciar a sua degradacdo. A primeira colagenase descrita foi isolada
de leucoécitos polimorfonucleares humanos em 1968 e foi chamada de PMNL-colagenase
ou colagenase de neutrofilos. Posteriormente, descobriu-se que esta enzima também fazia
parte da matriz extracelular noutros tecidos e, nesse sentido, recebeu o nome de
metaloproteinase de matriz 8 (MMP-8). Apds a descoberta de uma terceira forma de
colagenase humana (MMP-13), a colagenase de neutrofilos ou MMP-8 tornou-se
comumente referida como colagenase 2 (Luchian et al., 2022; McCrudden et al., 2016;
Khuda et al., 2021).

Esta enzima ¢ sintetizada durante a diferenciacdo de granuldcitos na medula 6ssea
e ¢ armazenada, intracelularmente, como uma pré-enzima latente em granulos especificos
de leucocitos polimorfonucleares (Marcaccini et al., 2010; Murthykumar et al., 2019).
Estes granulos sdo ativados e secretados seletivamente juntamente com mediadores pro-
inflamatorios, em resposta a inflamacdo, desencadeada pela presenga de bactérias
periodontopatogénicas e respetivos fatores de viruléncia (Al-Majid et al., 2018; Holla et
al., 2012; Luchian et al., 2022).

A MMP-8 ¢ produzida, principalmente, por neutrdfilos, mas também por outras
células, nomeadamente endoteliais, epiteliais, plasmaticas, Osseas, macrofagos e
fibroblastos gengivais (Chou et al., 2011; Franco et al., 2017; Hernandez et al., 2012;
Hernandez-Rios et al., 2016; Khuda et al., 2021; Passoja et al., 2008; Sorsa et al., 1994).
Na periodontite, os neutrdfilos sdo a principal fonte de colagenase, mas as células

epiteliais também tém um papel consideravel. Estas podem produzir niveis elevados de
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MMP-8, que podem facilitar ndo s6 a migragdo apical e a extensdo lateral do epitélio
juncional, mas também a subsequente perda de insercio do tecido conjuntivo
(Murthykumar et al., 2019; Sorsa et al., 2018). O papel dos fibroblastos também ¢
importante, uma vez que sao responsaveis pela producao de componentes da matriz
extracelular e, como s3o capazes de secretar a MMP-§, podem levar a degradagdo do
tecido periodontal (Luchian et al., 2022).

A MMP-8 ¢ sintetizada na sua forma pro-inativa, devido a interagao do residuo de
cisteina a nivel do pro-dominio, com o ido de zinco do dominio catalitico. Esta interagao
¢ conhecida por “interruptor de cisteina”. A interrup¢ao desta interagdo envolve uma
alteracdo na conformacdo da enzima, através da remocdo proteolitica do pré-dominio,
que resulta na exposicdo do dominio catalitico e, consequentemente, na ativacao da
MMP-8. Apos a sua ativagdo, ndo so ¢ capaz de hidrolisar o colagénio, como também
hidrolisar outros substratos, como peptideos gelatinosos, fibronectina, proteoglicanos,
fibrinogénio e inibidores de serpina (Luchian et al., 2022; Murthykumar et al., 2019;
Passoja et al., 2008; Sorsa et al., 2016).

A atividade da MMP-8 ¢ regulada por multiplos mecanismos, como a ativagao
proteolitica j& mencionada, a presenca de varios inibidores e vias de sinalizacdo.
Especificamente na periodontite, a sua atividade ¢ responsavel pela degradagcdo do
colagénio tipo I, que ¢ o principal componente das fibras do ligamento periodontal, mas
também pela degradagdo do colagénio tipo III, que se encontra presente nas fibras
reticulares do ligamento periodontal (Chou et al., 2011; Ingman et al., 1994; Sorsa et al.,
2016, 2020; Umeizudike et al., 2022). Estes tipos de colagénio sdo responsaveis por cerca
de 60% do conteudo do tecido conjuntivo gengival, no periodonto saudavel. Assim, a
sintese e ativacdo da MMP-8 sdo etapas importantes na destruicdo patologica da matriz
extracelular, associada a periodontite (Ingman et al., 1994; Murthykumar et al., 2019; Rai
et al., 2008).

Acredita-se que o aumento descontrolado da expressdo, libertacdo e ativacao da
MMP-§, juntamente com outras MMPs e proteinases, possa induzir a inflamagdo
associada a destruicdo tecidular na periodontite, assim como noutras doengas
inflamatoérias (Khuda et al., 2021; Luchian et al., 2022).

A MMP-8 esta envolvida na destrui¢ao irreversivel dos tecidos moles e duros, e
por isso associada ao desenvolvimento de bolsas e a perda de inser¢@o periodontal, pelo
que leva, eventualmente, a perda dentaria (Herndndez et al., 2012; Sorsa et al., 2018).

Posto isto, ¢ considerada um mediador chave do processo de degradacao tecidular do
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periodonto (Ingman et al., 1994; Rai et al., 2008; Séguier et al., 2001). Niveis elevados
de MMP-8 em fluidos orais, especialmente na sua forma ativa (aMMP-8), estdo altamente
associados com a inflamacao e refletem a doenga periodontal, especialmente nas fases
clinicas ativas (Al-Majid et al., 2018; Herndndez-Rios et al., 2016; de Morais et al., 2018;
Sorsa et al., 2016). A forma ativa demonstrou, ainda, ter uma associacao mais forte com
o estado periodontal, permitindo uma maior precisdo no diagnostico desta patologia,
comparativamente a sua forma total ou latente (Lee et al. 1995; Sorsa et al., 2016, 2018).

Numerosos estudos demonstram uma relagdo entre a MMP-8 ¢ o inicio e
progressao da periodontite, sugerindo que niveis elevados desta enzima sdo capazes de
refletir a gravidade e o curso da doencga, assim como a resposta ao tratamento (Chou et
al., 2011; Heikkinen et al., 2016; Lee et al., 1995; Luchian et al., 2022; Sorsa et al., 2006).
Paradoxalmente, para além dos efeitos destrutivos a nivel dos tecidos, pode, também,
exercer uma atividade anti-inflamatéria de defesa do organismo, processando
quimiocinas e citocinas de natureza anti-inflamatéria (Holla et al., 2012; Murthykumar et
al., 2019; Sorsa et al., 2018; Takashiba & Naruishi, 2006; Tsai et al., 2017). Assim, niveis
fisiologicos basais estdo associados a homeostase tecidular (Herndndez et al., 2012; Sorsa
etal., 2016, 2020; Umeizudike et al., 2022).

De facto, a MMP-8 tem sido referida como um dos biomarcadores mais
promissores para a periodontite em fluidos orais e, conjuntamente com a MMP-9, ¢ a
MMP mais abundante nos tecidos periodontais (Franco et al., 2017; Luchian et al., 2022;
Romero-Castro et al., 2020). Adicionalmente, a MMP-8 também exerce a fungdo de
mediador noutras doengas cronicas inflamatorias, nomeadamente na artrite reumatoide,
asma, cancro oral, aterosclerose e artrose (Al-Majid et al., 2018; Khuda et al., 2021;

Séguier et al., 2001; Umeizudike et al., 2022).

2.3 MMP-8 como um biomarcador na periodontite

O diagnostico precoce da periodontite ¢ muito importante para o planeamento do
tratamento. No entanto, atualmente, o diagnodstico da periodontite ainda depende de
métodos de diagnostico tradicionais, que incluem a profundidade de sondagem,
verificacdo do nivel de inser¢dao periodontal (NIP), hemorragia a sondagem, indice de
placa, indice gengival e avaliagdo radiografica (Hernandez et al., 2012, 2021; Khuda et

al., 2021; Reddy et al., 1997; Sorsa et al., 2018, 2020). Como Tonetti et al. descrevem,
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existem algumas limitagdes em relagdo a utilizacdo destes métodos tradicionais para o
diagnostico da periodontite. Nao so sdo invasivos e demorados, como também apenas sdo
capazes de fornecer evidéncias em relacao a destruicdo tecidular passada, € nao em
relagcdo a sua atividade, extensdo e padrao de progressao atuais (Hernandez et al., 2021;
Khuda et al., 2021; Sorsa et al., 2018, 2020; Umeizudike et al., 2022). Quer isto dizer que
estes métodos também tém uma baixa sensibilidade para detetar a periodontite nos seus
estadios iniciais. Adicionalmente, alguns destes métodos sdo altamente influenciados
pelo treino e experiéncia do profissional de saude, pelo que ird haver variagdes entre
diferentes operadores. Ha, ainda, a considerar que a destrui¢ao do periodonto nem sempre
segue um padrao previsivel ou linear, que possa ser medido com precisdo através da perda
Ossea radiografica e/ou perda de inser¢do periodontal (Hernandez et al., 2021; Sorsa et
al., 2020; Umeizudike et al., 2022).

Os métodos de diagndstico, idealmente, deveriam ser capazes de poder identificar
individuos e as localizagdes dentarias mais suscetiveis a patologia, de prever o grau de
destruicdo futura e de monitorizar a resposta a terapia periodontal. Contudo, estes
métodos ainda estdo a ser desenvolvidos (Heikkinen et al., 2016; Hernandez et al., 2021;
Khuda et al., 2021). Para estes novos métodos de diagndstico, o papel dos biomarcadores
moleculares ¢ muito importante, uma vez que podem aumentar a precisao do diagndstico
precoce da periodontite e, provavelmente, contribuir para uma melhor avaliacdo do grau
e estadio desta patologia. De notar que a potencial incorporagdo de biomarcadores validos
foi recentemente proposta no ultimo sistema de classificacao periodontal (Hernandez et
al., 2012, 2021; Tonetti et al., 2018).

De facto, no ultimo sistema de Classificacao de Doencas ¢ Condi¢des Periodontais
e Peri-implantares, ficou como recomendacdo a necessidade do desenvolvimento e
validacdo de ferramentas de diagnostico ndo invasivas, como a inclusdo de
biomarcadores, de forma a preencher a lacuna existente no diagnodstico periodontal
(Papanou et al., 2018; Tonetti et al., 2018; Umeizudike et al., 2022). Esta recomendacao
tem em vista melhorar o diagndstico precoce do risco de degradagdo periodontal, pelo
que vai auxiliar, principalmente, a identificar individuos suscetiveis e a prever o risco de
progressao futura (Chapple et al., 2018; Hernandez et al., 2012; Khuda et al., 2021; Sorsa
et al., 1990, 2016, 2020).

Tém-se feito estudos para identificar biomarcadores adequados para o diagnodstico
da periodontite e, um dos mais promissores, ¢ indubitavelmente a MMP-8. Pensa-se que

a MMP-8 poder4 ser utilizada para prever, diagnosticar e classificar a doenga periodontal,
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bem como para avaliar as fases de destruicdo ativas e de laténcia, monitorizar a eficacia
do tratamento e definir o periodo ideal entre as consultas de tratamento periodontal de
suporte (Franco et al., 2017; Hernandez et al., 2012; Sorsa et al., 2018, 2020). Por isso, a
MMP-8 ja ¢ considerada como um potencial biomarcador para o diagnostico clinico (em
consulta) de pacientes com periodontite (Hernandez-Rios et al., 2016; Khuda et al., 2021;
Luchian et al., 2022; Murthykumar et al., 2019).

Uma quantidade significativa e, cada vez maior de publicagdes internacionais tem,
repetidamente e consistentemente, evidenciado que os niveis da colagenase MMP-8 no
fluido crevicular gengival (FCG) estao relacionados com a patologia do periodonto, ou
seja, com o estado de saude periodontal, gengivite e periodontite (Chou et al., 2011;
Heikkinen et al., 2016; Luchian et al., 2022; Sorsa et al., 2018, 2020). Demonstrou-se a
existéncia de uma correlagdo positiva entre a atividade da aMMP-8 (MMP-§ ativa) nos
fluidos orais e a profundidade das bolsas periodontais, assim como a hemorragia a
sondagem e a perda de suporte do tecido periodontal (Al-Majid et al., 2018; Khuda et al.,
2021; Luchian et al., 2022; Sorsa et al., 2016).

Os estudos de Alassiri et al. (2018), Kiili et al. (2002), Lee et al. (1995), Romanelli
etal. (1999) e Sorsa et al. (2006, 2016) demonstram que a presenca de niveis elevados de
aMMP-8 em fluidos orais permite diferenciar a periodontite da gengivite. A diferenca
entre os niveis de aMMP-8 e MMP-§ total (tMMP-8) ¢ imprescindivel, uma vez que
reflete o grau de destrui¢do da MEC que ocorre a nivel dos tecidos periodontais. Enquanto
niveis elevados de aMMP-8 sdo um indicador especifico da periodontite, niveis elevados
de MMP-8 total podem ser encontrados tanto em pacientes com periodontite, como com
gengivite (Al-Majid et al., 2018; Hernandez et al., 2021; Sorsa et al., 2018).

A subida dos niveis de aMMP-8 no FCG precede a perda de inser¢do periodontal,
o que significa que estd a ocorrer uma degradacdo continua da MEC e que,
provavelmente, ira ocorrer uma perda de insercao periodontal no futuro. Desta forma, a
medicao dos niveis de aMMP-8 no FCG pode ser bastante util para o diagndstico precoce
e prognostico da periodontite. Assim, a destrui¢do ativa do tecido periodontal associada
a uma elevagdo patoldgica dos niveis de aMMP-8 pode ser identificada, de uma forma
nao invasiva, nos fluidos orais (Al-Majid et al., 2018; Franco et al., 2017; Hernandez-
Rios et al., 2016; Murthykumar et al., 2019; Sorsa et al., 2016, 2018, 2020; Zhang et al.,
2018).

O estudo de Gupta et al. (2023) mostrou uma forte associagao entre a aMMP-8 e

a periodontite subclinica, pelo menos duas vezes superior a do método clinico tradicional
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de hemorragia a sondagem. Concluiram, por isso, que este novo método poderia reduzir
o risco de subtratamento da periodontite (Umeizudike et al., 2022).

A nivel salivar e oral, aMMP-8/MMP-8 também podera ser um O&timo
biomarcador, uma vez que os seus niveis sdo significativamente mais elevados em
pacientes com periodontite, comparativamente aos pacientes sem a doenca. No entanto,
a combinagdo da dete¢cdo de aMMP-8/MMP-8 e de interleucina 6 (IL-6) parece ser mais
fidvel como marcador de diagnoéstico salivar (Sorsa et al., 2018, 2020).

Embora os biomarcadores possam fornecer informacdes clinicas adjuvantes
relevantes, pelo que a sua aplicagdo deverd ser considerada no futuro, atualmente, o
exame clinico periodontal continua a ser necessario, uma vez que ainda ndo pode ser
substituido por nenhum outro meio de diagndstico periodontal (Hernandez et al., 2012;

Umeizudike et al., 2022).

3. Polimorfismos genéticos

3.1 Definicao de polimorfismo

Polimorfismo genético pode ser definido como a presenca de duas ou mais
variantes de uma sequéncia nucleotidica especifica de DNA, que pode ocorrer entre
diferentes individuos ou populagdes (Kinane et al., 2005; Teama, 2018).

Na espécie humana, diploide, as duas diferentes formas de um gene, também
denominadas de variantes alélicas ou alelos, podem diferir na sua sequéncia de
nucledtidos. Desta forma, o polimorfismo genético traduz-se numa diferenca na
sequéncia de DNA entre individuos, grupos ou populagdes, em que o alelo menos comum
ocorre em pelo menos 1% da populagdo. As diferengas na sequéncia de nucleotidos mais
frequentes referem-se apenas a um unico par de bases, mas também podem ser diferencas
em varios pares de bases ou sequéncias repetidas (Ismail & Essawi, 2012; Kinane & Hart,
2003; Kinane et al., 2005; Teama, 2018).

Ao contrario das mutagdes, os polimorfismos genéticos sdo geralmente
considerados variantes normais na populagdo. A principal diferenga entre uma mutacao e
um polimorfismo genético reside na frequéncia e origem da variagdo, na sequéncia de

DNA. Uma mutagdo corresponde a uma alteragcdo na sequéncia do DNA, que geralmente
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¢ rara, e pode ocorrer espontaneamente ou ser o resultado da exposi¢do a certos fatores
externos, como a radiacdo, por exemplo. As mutagdes, com prevaléncia inferior a 0.1%
da populagao mundial, podem ter numerosos efeitos na sobrevivéncia e reprodugdo do
organismo (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005; Ismail & Essawi, 2012).

Alelos diferentes do mesmo gene podem produzir proteinas idénticas ou
diferentes, designadas por isoformas. A alteragdo de um nucledtido numa variante alélica
pode, ou ndao, modificar o aminoacido codificado por um codao. Quando o polimorfismo
genético ocorre na regido codificante de um gene e nao modifica o aminoacido, esta
alteracdo ¢ considerada "silenciosa" ou “sinonima” e, geralmente, ndo tem qualquer
consequéncia bioldgica. O facto de existirem “coddes sindnimos”, ou seja, coddes que
codificam o mesmo aminodcido resultante da redundancia do codigo genético, faz com
que o novo codao originado possa codificar o mesmo aminoacido, apesar da alteracao de
um dos nucledtidos. Quando a mudanga é considerada “ndo silenciosa” ou “nao
sinébnima”, as alteragdes ocorrem em regides codificantes do gene, e a modificagdo do
nucledtido resulta em alteragdes na sequéncia de aminoacidos da proteina produzida.
Como consequéncia, os polimorfismos genéticos podem alterar (ou ndo) a funcdo e
estrutura da proteina, dando origem a proteinas disfuncionais que alteram caracteristicas
fenotipicas de um individuo (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005).

Os produtos proteicos especificos dos dois alelos polimorficos de um mesmo gene
podem funcionar de formas diferentes, podendo esta alteracdo funcional ser exacerbada
pela exposicao a certos fatores, nomeadamente pela dieta, pelo tabagismo ou por fatores
bacterianos. Certos polimorfismos genéticos podem aumentar ou diminuir o risco de uma
pessoa contrair uma determinada doenca, se a proteina afetada pertencer a um processo
biologico, como a resposta inflamatéria a um agente microbiano especifico. A
contribuicdo de um alelo para uma certa enfermidade, depende da magnitude do seu efeito
em promover o desenvolvimento da doenca. As diferencas alélicas determinam a
variabilidade genética entre individuos (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005).

Os tipos de variantes genéticas que contribuem para doencas complexas sdo,
comummente, os polimorfismos genéticos. Todavia, na maioria dos casos, esta
associagdo nao constitui uma relagdo causa-efeito. De facto, certos alelos estdo
frequentemente correlacionados com individuos que padecem de uma determinada
enfermidade, quando comparados com pacientes controlo. Contudo, ndo existe uma
correlacdo direta entre a presenca de um alelo especifico e a ocorréncia de uma doenca.

E importante realcar que alelos relacionados com uma determinada patologia também se
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encontram presentes em individuos ndo afetados por essa mesma doenca. Do mesmo
modo, individuos que padecem da doenga nem sempre possuem o alelo especifico
associado. Assim sendo, a presenca do alelo associado a uma determinada patologia num
certo individuo, ndo pode inferir o diagnéstico dessa mesma doenga (Kinane & Hart,
2003).

Efetivamente, os polimorfismos genéticos contribuem para o processo de uma
determinada doenga. Nao obstante, esta contribui¢cdo € apenas relativa e, em determinadas
situagdes, sao necessarios diversos polimorfismos para se desenvolver o fenotipo da
doencga em causa. A etiologia de numerosas patologias ¢ altamente complexa, pelo que é
extremamente dificil quantificar as contribui¢des especificas dos multiplos componentes
nela envolvidos, incluindo o efeito das variantes genéticas. Consequentemente, o
significado clinico de um individuo que apresenta um determinado polimorfismo genético
associado a uma determinada doenga, ainda ndo ¢ claro (Kinane & Hart, 2003; Kinane et
al., 2005).

As variagdes genéticas podem estar presentes em um ou mais locais de um gene,
pelo que as alteragdes funcionais que possam vir a ocorrer vao depender dessas
localizagdes. Assim, os polimorfismos dos genes humanos podem-se encontrar a nivel da
regido promotora, dos exdes ou regides codificantes, a nivel dos intrdes ou sequéncias
intervenientes e, ainda, a nivel das 5’ e 3’-Untranslated Transcribed Region do RNA
mensageiro (MRNA) (5° e 3’-UTR) (Jaber et al., 2004; Takashiba & Naruishi, 2006). Se
o polimorfismo se encontrar no promotor, pode afetar a atividade transcricional, que se
pode expressar pela quantidade de proteinas sintetizadas pelo gene em questdo, o que, por
sua vez, pode afetar a sua fungdo (Jaber et al., 2004; Kinane et al., 2005). Se o
polimorfismo se encontrar na regido codificante de um gene, podem-se verificar dois
cenarios distintos. No primeiro cenario, ocorre uma alteracdo silenciosa que nao afeta a
func¢do da proteina, enquanto no segundo cendrio, em que a alteragdo nao ¢ silenciosa, a
func¢do da proteina pode ser afetada. Por outro lado, no caso do polimorfismo se encontrar
no intrdo, o processo de splicing pode ser afetado de vérias formas, nomeadamente
criando novos locais de clivagem ou alterando o reconhecimento dos locais de clivagem
ja existentes. Estas alteracdes podem provocar a inclusao ou exclusdo de exdes na
molécula final do mRNA, que irda afetar a sequéncia de aminoacidos da proteina
produzida e, eventualmente, a sua funcionalidade. Por fim, caso o polimorfismo ocorra a
nivel da regido 3’-Untranslated Transcribed Region do mRNA pode afetar a estabilidade

do mRNA e, consequentemente, a sua semi-vida, o que diminui a quantidade de proteina
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expressa. A ocorréncia de um polimorfismo nesta regido pode, ainda, alterar a regulagdo
da tradugdo mRNA a nivel dos ribossomas (Jaber et al., 2004; Kinane & Hart, 2003;
Kinane et al., 2005; Takashiba & Naruishi, 2006; Teama, 2018).

A variabilidade gendmica pode estar presente em diversas formas, tais como
polimorfismos de nucledtido tnico (SNPs), polimorfismos de insercdo e delecdo,
variagoes copy number (CNV) e polimorfismos do tipo repetitivo em fandem. Quando se
encontram sobre esta ultima forma, dividem-se em microssatélites de short tandem repeat
(STR) e em minissatélites de variable number of tandem repeats (VNTR) (Ismail &
Essawi, 2012; Jaber et al., 2004; Teama, 2018). Os polimorfismos genéticos podem ser
utilizados como marcadores moleculares, mas também para o mapeamento de doencas e
para a farmacogenética (Ismail & Essawi, 2012; Takashiba & Naruishi, 2006; Teama,
2018).

3.2 Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Numa populacdo, as moléculas de DNA com os diferentes alelos de um mesmo
gene tém sequéncias de nucledtidos diferentes, num determinado local do gene. As
diferencas incluem substitui¢oes, inser¢des e exclusdoes de nucleotidos. No caso de
substitui¢do de um nucledtido, este pode ser substituido por qualquer um dos restantes 3
tipos de nucledtidos. Por exemplo, na mesma populacdo, algumas moléculas de DNA
podem ter um par de bases timina-adenina (T)-(A) num determinado local, enquanto
outras t€ém o par de bases citosina-guanina (C)-(G), nesse mesmo local. Esta diferenca
constitui um polimorfismo de nucledtido tnico (Ismail & Essawi, 2012; Matsuda, 2017;
Teama, 2018).

O SNP caracteriza-se, entao, pela substitui¢ao de um tnico nucleétido num local
especifico do gene, em que, para dois alelos diferentes, podem existir trés gendtipos
distintos, em individuos da mesma populagdo (Brookes, 1999; Emingil et al., 2014;
Takashiba & Naruishi, 2006; Teama, 2018; Yousefi et al., 2018).

Os SNPs tém sido vastamente estudados devido a sua importancia a nivel da
variagdo, adaptacdo e evolucdo do genoma humano. Podem ainda ser um marcador
genético bastante util em estudos evolutivos, no mapeamento de doengas humanas e na
genética de populacdes, devido a sua grande abundancia e estabilidade. A identificacao

de SNPs pode, ainda, contribuir para um diagnostico prévio e terapia personalizada
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(Brookes, 1999; Leaché & Oaks, 2017; Matsuda, 2017; Teama, 2018; Yousefi et al.,
2018).

SNPs constituem a forma mais comum de polimorfismos no genoma humano,
uma vez que ocorrem em pelo menos 1% da populacdo mundial. Para além de conferirem
diversidade entre individuos, sdo relevantes para a predisposicdo genética e patogénese
de determinadas patologias, nomeadamente para a periodontite (Ismail & Essawi, 2012;
Leaché & Oaks, 2017; Matsuda, 2017; Teama, 2018; Yousefi et al., 2018).

Segundo os dados disponiveis na literatura, estima-se que existam cerca de 10
milhdes de SNPs no genoma humano. Considera-se, também, que o genoma de um
individuo apresente cerca de 4 a 5 milhdes de SNPs, uma vez que, em média, se estima
que ocorra um SNP a cada 300 nucleétidos (Brookes, 1999; Ismail & Essawi, 2012;
Kinane et al., 2005). A maior parte dos SNPs estdo em regides ndo codificantes do
genoma, devido ao facto de apenas uma pequena por¢ao do genoma codificar proteinas
(Ismail & Essawi, 2012; Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005; Teama, 2018).

Algumas regides do genoma apresentam mais SNPs, comparativamente a outras,
sendo que estes se se situam em regides entre os genes (intergénicas), mas também dentro
do proprio gene (intragénicas) (Teama, 2018). Em alguns casos, a forma variante de um
gene pode conferir uma vantagem evolutiva a uma determinada espécie e, eventualmente,
acabar por ser incorporada no DNA da maioria dos seus elementos. Os efeitos desta forma
variante, podem ser tanto benéficos, como prejudiciais, dependendo das circunstancias
presentes. Maioritariamente, ambas as formas (progenitora e variante) sobrevivem e
coexistem na populacdo da espécie, o que leva a polimorfismos genéticos, incluindo os
SNPs (Ismail & Essawi, 2012).

A detecdo de SNPs ¢ indispensavel para a compreensdo da base genética de
doencas complexas, pelo que os métodos utilizados devem ser altamente especificos e
sensiveis. A grande maioria requer a andlise de padrdes de fragmentos de DNA
resultantes da hidrolise por enzimas de restrigao, que reconhecem e hidrolisam sequéncias

especificas de DNA (Ismail & Essawi, 2012; Matsuda, 2017).
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4. Associacio dos polimorfismos genéticos e a periodontite

4.1 O papel da genética na periodontite

A variacdo genética e as exposigdes ambientais constituem os principais
determinantes das diferencas fenotipicas entre individuos (Darby, 2022; Holla et al.,
2012). A populagao humana apresenta suscetibilidades diferentes a doencas, e a base para
essa suscetibilidade diferencial pode ter uma componente genética e/ou ambiental
(Kinane & Hart, 2003). De facto, a maioria das doengas humanas apresenta uma
componente genética na sua etiologia. No entanto, a forma e a extensdo dessa
contribui¢ao pode variar muito, de acordo com a doenca em causa (Kinane & Hart, 2003;
Lietal., 2016).

Uma variante alélica pode ter grandes implicagdes para as caracteristicas de uma
doenga, que podem variar entre determinar a sua etiologia a apenas ter um efeito menor
nessa mesma doenca. Para avaliar o efeito de uma variante genética numa patologia, ¢
necessario entender a forma como os genes contribuem para as doengas genéticas (Darby,
2022; Kinane & Hart, 2003; Pihlstrom et al., 2005). No caso da periodontite, estes
desempenham, claramente, um papel significante na sua predisposicdo e progressao e
espera-se que, no futuro, a identificacdo destes genes especificos possa ter um valor
diagnostico e terapéutico (Chou et al., 2011; Heikkinen et al., 2016; Kinane et al., 2005;
Weng et al., 2016).

O risco de desenvolver uma determinada doenca, no caso concreto a periodontite,
ndo ¢ igual para todos os individuos de uma populacdo, uma vez que ha uma variedade
de fatores — microbianos, ambientais, comportamentais e sistémicos — que influenciam o
risco de se chegar a desenvolver a patologia (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005;
Solomon et al., 2017; Tonetti et al., 2018). As diferencas na resposta do hospedeiro entre
individuos ndo se limitam apenas a resposta imune, mas também se podem manifestar
através de diferengas na resposta inflamatdria ou em aspetos basicos da imunidade inata.
Assim, uma série de variagdes genéticas na resposta do hospedeiro pode aumentar a
suscetibilidade a doenga periodontal, caso a placa bacteriana se acumule na regido do
sulco gengival (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005; Pihlstrom et al., 2005; Tsai et
al., 2017).
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Um numero significativo de evidéncias clinicas e cientificas comprovam que os
fatores genéticos sdo importantes determinantes da suscetibilidade e progressao da
periodontite. O suporte para esta afirmacao tem por base estudos realizados em humanos
e animais, que indicam que os fatores genéticos influenciam as respostas inflamatorias e
imunes em geral, e, mais especificamente, a resposta a periodontite (Herndndez et al.,
2012; Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005; Solomon et al., 2017; Takashiba &
Naruishi, 2006). Efetivamente, a doenga periodontal ¢ iniciada pelos microrganismos
existentes na placa bacteriana que, por sua vez, se acumula na regido do sulco gengival.
Contudo, ¢ a resposta do hospedeiro que vai determinar a progressao da gengivite para
periodontite (Passoja et al., 2008; Chou et al., 2011; Karthikeyan et al., 2019; Tsai et al.,
2017). Quer isto dizer que, apesar de serem os fatores microbianos e ambientais a
iniciarem ¢ modularem a doenga periodontal, ¢ a resposta individual, influenciada pelo
perfil genético de cada individuo, que vai determinar a progressao da doenga periodontal.
A resposta do hospedeiro ¢ determinada até certo ponto pela experiéncia anterior
(imunidade adquirida), mas ¢ predominantemente influenciada pela composi¢do genética

da pessoa (Kinane & Hart, 2003; Kinane et al., 2005; Weng et al., 2016).

4.2 Polimorfismos genéticos na periodontite

Considerando as diferencas de suscetibilidade existentes entre individuos, gerou-
se, ao longo dos Ultimos anos, a hipotese de que o “background” genético de um individuo
era capaz de influenciar o caracter progressivo e a gravidade do processo inflamatério
associado a periodontite. Efetivamente, os polimorfismos genéticos tém a capacidade de
influenciar a imunidade inata e adaptativa, podendo, assim, ser determinantes para o
desfecho de uma determinada doenga (Heikkinen et al., 2016; Kinane et al., 2005;
Pihlstrom et al., 2005; Tsai et al., 2017). Diversos SNPs tém sido associados ao risco de
progressao da periodontite, entre estes, destacam-se os localizados nas interleucinas, nos
recetores de superficie como a familia Fcy, na cicloxigenase 2 (COX-2) e em alguns
membros da familia das metaloproteinases de matriz, nomeadamente na MMP-8 e nos
seus inibidores (TIMPs) (Jiang et al., 2014; Song & Lee, 2013; Stabholz et al., 2010;
Weng et al., 2016).

Os polimorfismos genéticos das MMPs tém despertado a atencdo de muitos

investigadores, devido ao papel essencial que estas metaloproteinases desempenham na
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remodelagdo e destruicdo do tecido periodontal (Heikkinen et al., 2016; Lee et al. 1995;
Majumder et al., 2019). Atendendo ao papel crucial da MMP-8 ao nivel dos tecidos
periodontais, gerou-se, ainda, a hipdtese de que os polimorfismos no gene da MMP-8
poderiam afetar a expressao ou atividade desta metaloproteinase e, consequentemente,
influenciar ndo s6 a gravidade, mas também a predisposi¢do para a periodontite (Alotaibi
etal., 2020; Chou et al., 2011; Li et al., 2016; Passoja et al., 2008; Sorsa et al., 2016; Tsai
etal., 2017; Weng et al., 2016). Esta hipotese €, atualmente, apoiada por diversos estudos
que referem um aumento da frequéncia de SNPs em MMPs, em pacientes periodontais.
Contudo, existem outros estudos que refutam esta associacdo, visto terem obtido
resultados que demostram pouca ou nenhuma associag¢ao entre SNPs em genes de MMPs
e a etiopatogenia da periodontite (Emingil et al., 2014; Li et al., 2016; Majumder et al.,
2019; Tsai et al., 2017).

O gene MMP-8, que codifica a proteina MMP-8, encontra-se localizado no brago
longo (q) do cromossoma 11, na posi¢ao 22.2-22.3 (11q22.2-q22.3) e ¢ atualmente um
potencial e promissor candidato a marcador genético na periodontite, devido ao papel
significativo que a MMP-8 desempenha na destrui¢do patologica da matriz extracelular
(Chou et al., 2011; Franco et al.,, 2017; Holla et al., 2012; Luchian et al., 2022;
Murthykumar et al., 2019; Rai et al., 2008; Sorsa et al., 2016).

A localizagao especifica dos polimorfismos do gene MMP-8 pode variar. Um
polimorfismo no promotor pode afetar a ligacao dos fatores de transcri¢do ao gene que,
por sua vez, podem afetar a expressao do mesmo (Alotaibi et al., 2020; Emingil et al.,
2014; Tsai et al., 2017). Como tal, foi possivel identificar alguns polimorfismos de
nucleotido nico na regido promotora deste gene, nas posicoes -799C/T (rs11225395) e
-381A/G (rs1320632). Identificou-se, também, o polimorfismo +17C/G (rs2155052) que
ndo se situa no promotor, uma vez que se localiza numa zona do gene apos o inicio da
transcricao do gene ((transcription start site (TSS)) (Chou et al., 2011; Holla et al., 2012;
Murthykumar et al., 2019).

Recentemente, multiplas investigagdes tém tido como objetivo demonstrar a
associacdo das variagdes alélicas no gene da MMP-8, particularmente ao nivel dos SNPs
nas posicoes -799 C/T, -381 A/G, +17 C/G, com a periodontite. Todavia, apenas se
verificou uma correlagdo significativa no polimorfismo MMP-8 -799 C/T (Emingil et al.,
2014; Heikkinen et al., 2016; Li et al., 2016). O polimorfismo bialélico localizado na
regido -799 caracteriza-se pela substitui¢do da base azotada citosina (C) por uma base

azotada timina (T). A substituicdo de um nucledtido por outro diminui a afinidade da

38



Introducdo

ligagdo de um repressor transcricional, que resulta no aumento dos niveis de mRNA e da
atividade da MMP-8. Verifica-se, ainda, que o alelo T provoca um aumento da
transcricdo, na ordem de 1.8 vezes, quando comparada com pacientes portadores do alelo
C (Chou et al., 2011; Emingil et al., 2014; Lee et al., 1995; Seguier et al., 2001; Weng et
al., 2016).

5. Técnicas laboratoriais para a analise dos polimorfismos

5.1 Técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)

A técnica de PCR transformou, radicalmente, a ciéncia desde o momento em que
foi descoberta por Mullis, em 1983 ¢, devido ao seu amplo uso, ¢ importante entender os
seus principios basicos (Templeton, 1992; Valones et al., 2009). Esta técnica permite a
amplificacdo de fragmentos especificos de DNA, através de uma amostra pequena de
material genético, mesmo quando o DNA de origem tem uma qualidade relativamente
baixa (Mullis, 1990).

A reagdo em cadeia de polimerase tornou-se, rapidamente, numa das técnicas mais
utilizadas no ramo da biologia molecular, visto que imita o processo in vivo de replicagao
do DNA (Bermingham & Luettich, 2003). Consiste, entdo, num método rapido e facil de
gerar um numero ilimitado de copias de qualquer fragmento de DNA, mesmo quando o
material genético se encontra danificado, com um elevado nivel de precisdao (Joshi &
Deshpande, 2011).

Cada ensaio de PCR requer a presenga de DNA, primers, nucledtidos e DNA
polimerase (uma enzima chave que une os nucledtidos individuais, para originar o
produto PCR). A presenca de cada um destes quatro componentes, com uma funcao
especifica, ¢ fulcral para a realizagdo da técnica de PCR. Posto isto, os nucleotidos, que
incluem as quatro bases, agem como blocos de construcao usados pela DNA polimerase
para criar o produto de PCR. Os primers, que sdo pequenos fragmentos de DNA com uma
sequéncia de nucleotidos complementar a sequéncia presente no DNA que se pretende
amplificar, servem, entdo, como um ponto de extensdo para a DNA polimerase iniciar a

formacao de copias (Canene-Adams, 2013; Garibyan & Avashia, 2013).
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E importante destacar o papel da DNA polimerase, dado a sua capacidade de
permanecer ativa apds a sua exposicao repetida a 94°C, durante a etapa da desnaturagao.
Desta forma, o uso de polimerases de DNA termoestaveis permitiu a automatizagao da
técnica de PCR, tornando-a altamente desejavel (Bermingham & Luettich, 2003).

Esta técnica compreende trés etapas distintas: desnaturag¢do, hibridacdo ou
annealing e extensdo. Como o nome indica, remete para uma reagdo em cadeia. Quer isto
dizer que ¢ constituida por numerosos ciclos, nos quais estas trés fases sao repetidas, na
mesma ordem, para cada ciclo (Templeton, 1992).

Na primeira fase, ocorre a desnaturacdo do DNA. A solucdo de reagdo ¢ aquecida
auma temperatura de 94°C, que ¢ a temperatura acima do ponto de fusao das duas cadeias
de nucledtidos complementares da molécula de DNA, que se pretende amplificar. Esta
temperatura permite, entdo, que as moléculas de DNA se separem em duas cadeias
individuais, provocando, assim, a sua desnaturacdo. Na segunda fase, a temperatura ¢é
reduzida para um intervalo entre os 37°C a 55°C, que permite que os primers especificos
se liguem as cadeias de nucleotidos resultantes da desnaturacdo do DNA. Esta segunda
etapa ¢ a hibridacdo ou anmealing e ocorre, apenas, nos locais com sequéncias
complementares aos primers. Nesta fase, a temperatura mais baixa ¢ utilizada para
amplificacdes que ndo necessitam de uma alta especificidade ou rigor, enquanto a mais
elevada ¢ aplicada em situagdes que exigem maior especificidade ou rigor. Por ltimo, na
terceira fase, a temperatura ¢ novamente elevada, desta vez a 72°C, para que a enzima
DNA polimerase seja capaz de estender os primers. Este processo de extensao ocorre por
meio de uma reacao de molde, em que os nucledtidos complementares que vao formar a
nova cadeia sdo ligados, covalentemente, por acdo da DNA polimerase (Garibyan &
Avashia, 2013; Joshi & Deshpande, 2011). Como resultado do PCR, ocorre um aumento
exponencial no nlimero total copias do material genético, uma vez que este duplica a cada
ciclo em que hé repeticao das trés fases (Canene-Adams, 2013; Templeton, 1992).

A técnica de PCR detém varias vantagens, nomeadamente o facto de ser simples,
altamente sensivel e produzir resultados rapidamente (Joshi & Deshpande, 2011). Dispde,
ainda, do potencial para produzir milhdes de copias de um produto especifico (Garibyan
& Avashia, 2013). Na maioria das aplicagdes, € a sequéncia e a combinacao dos primers
que determinam o sucesso geral do ensaio (Bermingham & Luettich, 2003).

No entanto, também apresenta algumas limitagdes. Uma vez que ¢ altamente
sensivel, qualquer contamina¢do da amostra por vestigios de DNA poderd produzir

resultados enganadores. Os primers também podem apresentar algumas limitagdes. Por
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um lado, sdo necessarios conhecimentos prévios para os projetar, pelo que esta técnica
apenas pode ser aplicada na identificacdo da presenca ou auséncia de genes conhecidos
(Bermingham & Luettich, 2003). Por outro lado, os primers podem emparelhar nao
especificamente com sequéncias semelhantes, mas ndo completamente idénticas ao DNA
alvo. Por fim, outra limitagdo inclui, ainda, a incorporagdo de nucleo6tidos incorretos na
sequéncia de PCR pela DNA polimerase. Contudo, esta tltima limitagdo apresenta uma
taxa de ocorréncia baixa (Garibyan & Avashia, 2013).

O método mais utilizado para visualizar e analisar o produto de PCR ¢,
efetivamente, a eletroforese em gel de agarose, que separa os produtos de DNA com base
no seu tamanho e carga. Este método, muito simples, permite a confirmacao da presenga
e determinac¢do do tamanho do produto de PCR. Em cada andlise eletroforética tem de se
usar marcadores moleculares, ou seja, um conjunto de fragmentos de DNA, com
tamanhos conhecidos, para a determinagao do tamanho do produto (Garibyan & Avashia,

2013).

5.2 Técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

A técnica Restriction Fragment Lenght Polymorphism baseia-se na digestdo de
DNA, por meio de endonucleases de restri¢ao, € ¢ comumente utilizada para genotipagens
de SNPs (Chuang et al., 2008; Southern, 1975).

Para efetuar uma anélise PCR-RFLP ¢ necessdrio cumprir algumas etapas. A
primeira envolve a amplifica¢do do fragmento de DNA, que contém a variagdo que se
pretende estudar. Seguidamente, adiciona-se uma enzima de restricao a esta solucao, cuja
funcdo ¢ a hidrélise do fragmento amplificado (Rasmussen, 2012). As enzimas de
restrigdo mais comumente utilizadas nesta técnica sao as endonucleases de restricao do
tipo II (Brettschneider, 1998). Estas reconhecem sequéncias de 4-6 pares de bases e
hidrolisam o DNA numa sequéncia nucleotidica especifica, designada de local de
reconhecimento da endonuclease de restrigao (Teama, 2018). Caso a enzima de restri¢ao,
apropriada para a variagao que se pretende analisar, seja capaz de reconhecer o local, ird
hidrolisar o fragmento no local de reconhecimento, produzindo fragmentos de restricdo
especificos, de tamanhos esperados. Recorrendo a técnica de eletroforese em gel, os
fragmentos resultantes sdo, entdo, separados de acordo com o seu tamanho, o que permite

que o fragmento que se pretende analisar seja distinguido dos restantes (Chuang et al.,
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2008). O padrao de fragmentos produzidos ¢ comparado com uma amostra de referéncia.
Quaisquer diferencas nos padrdes de fragmentos podem ser utilizadas para identificar
variacoes genéticas, como SNPs, inser¢oes, delecdes, entre outros (Bermingham &
Luettich, 2003).

A analise PCR-RFLP apresenta as vantagens de ter um baixo custo associado e de
ndo exigir equipamento complexo (Rasmussen, 2012). Todavia, as desvantagens incluem
dificuldades na identifica¢do da variagao exata, caso varios SNPs afetem o mesmo local
de reconhecimento de enzimas de restricdo, ¢ a necessidade de utilizar endonucleases
especificas. Além disso, uma vez que envolve varias etapas, incluindo a separacdo por
eletroforese, esta técnica é considerada relativamente demorada. Por ultimo, destaca-se a
limitacdo da utiliza¢do desta técnica em analises simultaneas de um elevado niimero de
SNPs diferentes. Esta limitacdo prende-se com a necessidade de recorrer a um par de

primers ¢ enzimas de restricao especificos, para cada SNP (Brettschneider, 1998).
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I1. OBJETIVOS E HIPOTESES DO ESTUDO

O presente estudo tem como objetivo avaliar, através da realizagdo de um estudo

piloto, a possivel relagdo entre a presenga do polimorfismo genético MMP-87%% &1

€o
desenvolvimento de periodontite, numa populagao portuguesa de pacientes da Clinica
Dentaria Egas Moniz.

As hipoteses de estudo estabelecidas foram as seguintes:

o Hipdtese nula (H0): Nao se verifica uma associagdo entre o polimorfismo

MMP-8" no promotor do gene MMP-8 ¢ o desenvolvimento da periodontite;

o Hipdtese alternativa (H1): Verifica-se uma associa¢ao entre o polimorfismo

MMP-8 7’ no promotor do gene MMP-8 ¢ o desenvolvimento da periodontite.
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III. MATERIAIS E METODOS

1. Consideracoes éticas

O presente estudo de investigacdo, denominado “Associagdo do polimorfismo do
promotor do gene da metaloproteinase 8 com a periodontite — estudo piloto” esta
integrado no projeto MMP89POLYACT, financiado pela EM/CiiEm Investiga, com o
titulo “Relationship between metaloproteinases 8 and 9 promoter gene polymorphisms,
protein activity and periodontitis susceptibility in a Portuguese population”.

A Comissdo de Etica do Instituto Universitario Egas Moniz (IUEM) aprovou o
projeto por unanimidade, com o nimero de processo interno n® 922 (Anexo 1).

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios da Declaracao de
Helsinquia, revista pela ultima vez em outubro de 2013.

No decorrer da recolha de amostras, foi lido e assinado por todos os participantes
um Termo de Consentimento Informado (Anexo 2), de forma a esclarecer os objetivos e
a metodologia do estudo em causa. Todos os participantes que integraram o presente
estudo tomaram conhecimento dos procedimentos envolvidos e do caracter voluntério da
sua participagao.

Foram tomadas medidas adequadas para a protecdo dos dados dos pacientes,
nomeadamente a atribuicdo de niimeros a cada paciente, assim como a restricdo da
acessibilidade a estes dados, apenas por parte dos investigadores e responsaveis
diretamente associados a investigacdo. Todas as informacdes obtidas foram mantidas em
confidencialidade, incluindo o anonimato dos pacientes. As amostras foram descartadas

no fim da investigacdo, apos a sua analise laboratorial.

2. Caracterizacao do estudo

O presente estudo piloto trata-se de um estudo transversal controlado analitico.
Esta investigacdo ¢ considerada uma investigagcao primadria do tipo fundamental, baseada
numa metodologia mista e com um desenho de estudo experimental. A mesma consiste
na analise de material genético recolhido em pacientes da Clinica Dentaria Egas Moniz,
para posterior analise e avaliagdo da possivel relagao entre a existéncia do polimorfismo

genético MMP-87%° com a periodontite, na populacio portuguesa.
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3. Local de realizacio do estudo

A colheita do material genético decorreu no contexto das consultas de
Periodontologia e de Triagem na Clinica Dentaria Egas Moniz, localizada no IUEM. Por
sua vez, a analise laboratorial deste material foi efetuada no Laboratorio de Biologia

Molecular do IUEM.

4. Selecao da amostra

Relativamente a amostra deste estudo, foram selecionados pacientes a partir da
consulta de Periodontologia e Triagem, na Clinica Dentaria Egas Moniz, para
constituirem os dois grupos de estudo. Esta seleg¢do ocorreu segundo a Nova Classificagao
de Doengas Periodontais, na qual a periodontite ¢ diagnosticada clinicamente, quando
existe uma perda de inser¢do em 2 ou mais pontos interproximais nao adjacentes, ou perda
de inser¢ao de > 3 mm em pelo menos 2 dentes (exceto os casos em que esta perda de
inser¢do se deva a trauma, lesdes cariosas, fratura radicular vertical, lesdo endo-perio
drenada através do periodonto marginal, bem como os casos em que esta perda se
encontra localizada na face distal de um segundo molar devido ao mau posicionamento
ou a extracdo de um terceiro molar). Desta forma, previamente a recolha das amostras,
todos os candidatos foram submetidos a uma avaliagdo periodontal, através do
preenchimento do Periodontograma. A partir dos dados obtidos, determinou-se o
diagnostico de cada participante do estudo.

A selecdo dos pacientes foi, ainda, realizada segundo critérios de inclusao e
exclusdo, definidos previamente a recolha das amostras. Tendo por base estes critérios
foi elaborado um questionario (Anexo 3), lido pelo operador e preenchido em
conformidade com as respostas do paciente.

O primeiro grupo foi constituido por pacientes com saude periodontal, que
integraram o grupo controlo, enquanto o segundo grupo foi composto por pacientes
diagnosticados com periodontite (grupo de teste).

E importante referir que todas as avaliacdes clinicas neste estudo foram realizadas
pelo mesmo operador, de forma a ndo existirem variagdes na recolha das amostras.

Assim sendo, foram selecionados no total 45 pacientes (N=45), com idades

compreendidas entre os 21 e 81 anos, em que 21 foram diagnosticados com periodontite
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e 24 apresentavam saude periodontal, constituindo o grupo de teste e o grupo de controlo,
respetivamente. Nesta amostra 29 participantes sdo do género feminino e 16 do género

masculino.

5. Ciritérios de inclusao

Para os critérios de inclusdo selecionaram-se pacientes adultos, quer com saude
periodontal (que integraram o grupo controlo), quer diagnosticados com periodontite (que
integraram o grupo de estudo), que aceitaram participar no estudo e assinaram o

Consentimento Informado.

6. Critérios de exclusio

No que diz respeito aos critérios de exclusdo, estes integram pacientes com perda
ponderal, ou seja, pacientes com qualquer doenca inflamatdria cronica que ndo a
periodontite, pacientes com cancro, pacientes em periodo de gestagcdo ou em periodo de
amamentagdo, pacientes com aparelho ortodontico, pacientes que tenham sido
submetidos a tratamento periodontal nos ultimos seis meses e, ainda, pacientes com
menos de 10 dentes remanescentes na cavidade oral.

Foi aplicado um questiondrio para sele¢do dos participantes, para aferir o

cumprimento dos critérios definidos (Anexo 3).

7. Protocolo Clinico

Com o proposito de confirmar o cumprimento dos critérios de inclusdo, o diério
clinico de todos os candidatos foi consultado, antes de se iniciar o processo de recolha da
amostra.

ApoOs serem eleitos para fazerem parte deste estudo, os pacientes foram
informados do objetivo do mesmo e da metodologia de natureza indolor, segura e rapida

da recolha de amostras, através de um Consentimento Informado, que assinaram.
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7.1 Colheita de material genético

Com recurso a um OmniSwab (Whatman FTA), um swab estéril de utilizagao
unica, foram recolhidas células da mucosa oral. O processo de recolha passou por esfregar

firmemente a extremidade almofadada do OmniSwab, contra a mucosa jugal do paciente

(Figura 2).

Figura 2. Colheita de material genético da mucosa jugal com recurso a um OmniSwab (Whatman FTA).

O facto desta extremidade ser removivel por meio de um ejetor (Figura 3), ndo so
facilitou a recolha, como também a extracdo de DNA, diretamente a partir da parte
almofadada. Apds a recolha das amostras, as mesmas foram colocadas dentro de tubos de
“eppendorf” de 2 ml, previamente numerados, que foram colocados em gelo e,

posteriormente, armazenados no frio, a uma temperatura de -20°C.

Ejetor Cabo Parte Almofadada
(2 cm) (12.7 cm) (2.2 cm)
L 1 :

Figura 3. Representag@o esquematica de um OmniSwab (Whatman FTA).

Posteriormente, procedeu-se a extracdo de DNA das amostras e a analise genética,
por meio da técnica de PCR — RFLP (Polymerase Chain Reaction seguida de Restriction
Fragment Length Polymorphism), no laboratorio de Biologia Molecular do TUEM. E
importante referir que as amostras recolhidas foram unica e exclusivamente utilizadas

para este estudo piloto, tendo sido descartadas apos a realizacdo da analise laboratorial.
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7.2 Extracio de DNA

Procedeu-se a extracdo de DNA com base no “Protocol: Isolation of Total DNA
from Surface and Buccal Swabs” retirado do QIAamp DNA Investigator Handbook.
Primeiramente, realizou-se o processo de lise celular, que consistiu na adi¢ao de 20 pl de
proteinase K (Figura 4) e 600 pl de Buffer ATL (Figura 5) a todos os tubos “eppendorf”
com amostras, utilizando micropipetas devidamente calibradas. Posteriormente, cada
tubo “eppendorf” foi colocado no vortex por um periodo de 10 segundos, para

homogeneizar as amostras (Figura 6).

Figura 4. Proteinase K. Figura 5. Buffer ATL. Figura 6. Vortex.

De seguida, as amostras foram colocadas num bloco incubador (Figura 7), a uma
temperatura de 56°C por um periodo de 1 hora, e com agitacdo no vortex, a cada 10
minutos, durante 10 segundos.

Para se removerem as gotas com material que ficaram nas paredes internas dos
tubos “eppendorf’, as amostras foram, brevemente centrifugadas (Figura 8).
Adicionaram-se 600 ul de Buffer AL (Figura 9) e as amostras foram, seguidamente,
homogeneizadas no vértex durante 15 segundos. E impreterivel que a amostra e o tampao
AL estejam completamente misturados, alcangando-se, assim, uma solu¢do homogénea,

assegurando, deste modo, a eficécia da lise.
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Figura 7. Bloco incubador. Figura 8. Centrifugadora. Figura 9. Buﬁer AL.

A amostra foi de novo incubada a uma temperatura de 70°C durante 10 minutos.
Durante a incubagdo, os tubos “eppendorf” foram agitados no vortex a cada 3 minutos,
por um periodo de 15 segundos, de forma a garantir a lise celular. Procedeu-se a uma
breve centrifugagao e adicionaram-se 300 ul de etanol (96-100%). As amostras foram,
novamente, agitadas durante 15 segundos, seguindo-se uma nova centrifugagdo, para
garantir a remogdo do material que ficou aderente as paredes dos tubos “eppendorf”. E
fundamental que a amostra e o etanol estejam completamente misturados, numa solugdo
homogénea.

Tanto o Buffer ATL como o Buffer AL sdo tampdes de lise. Por esta razao, a
adicao de ambos os tampdes a amostra provocou a rutura da membrana celular. Como
resultado, obtiveram-se extratos celulares contendo as moléculas de DNA de cada uma
das amostras, em cada tubo “eppendorf”.

O passo seguinte, da extracdo do DNA, consistiu na transferéncia de 700 pl de
cada uma das amostras para uma coluna QIAamp MinElute (inserida num tubo coletor de
2 ml) (Figuras 10 e 11). Esta etapa requereu especial atengdo e precisdo, de forma a ndo
se tocar nem molhar a membrana de silica. Procedeu-se a centrifugacdo a 8000 rpm
durante 1 minuto e, cuidadosamente, descartou-se o material que ndo ficou retido na
coluna, e voltou-se a inserir a coluna QIAamp MinElute no tubo coletor de 2 ml. Nas
amostras com mais de 700 pl o processo foi repetido até ao ponto em que ja nao existia

mais amostra.
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Figuras 10 e 11. Coluna QIAamp MinElute inserida num tubo coletor de 2 ml.

De seguida, adicionaram-se 500 pl de Buffer AW1 (Figura 12) sem tocar na
membrana e procedeu-se a centrifugacdo durante 1 min, a 8000 rpm. Apds a
centrifugacdo, descartou-se, mais uma vez, o tubo coletor de 2 ml que continha o
remanescente obtido durante esta etapa, e colocou-se a coluna QIAamp MinElute num
novo tubo coletor de 2 ml. Este passo foi repetido, mas ao invés de se adicionar Buffer
AWI1, adicionaram-se 700 pl de Buffer AW?2 (Figura 13). Como ambos estes Buffers tém
a funcdo de tampoes de lavagem, as etapas acima descritas permitiram a remocao dos
produtos dos lisados que ndo ficaram retidos especificamente na coluna, ficando apenas
as moléculas de DNA ligadas as colunas. E importante ter em atengdo que algumas
centrifugas podem vibrar durante a fase de desaceleragdo, fazendo com que o
remanescente presente no fundo do tubo coletor entre em contacto com a coluna QIAamp
MinElute. Por esta razdo, a remocao da coluna QIAamp MinElute quer da centrifuga,

quer do interior do tubo coletor, deve ser efetuada com cautela.

Figura 12. Buffer AW1. Figura 13. Buffer AW2.

51



Associagdo do polimorfismo do promotor do gene da metaloproteinase 8 com a periodontite — estudo piloto

A proxima etapa consistiu na adicdo de 700 pl de etanol (96-100%) e
centrifugacdo durante 1 minuto, a 8000 rpm. O etanol foi adicionado para eliminar a agua
associada ao DNA, retido na coluna (Figura 14). Descartou-se, novamente, o tubo coletor
com o remanescente, pelo que se colocou a coluna QIAamp MinElute num novo tubo
coletor de 2 ml. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, durante 3

minutos, para secar a coluna por completo.

Figura 14. Etanol Absoluto (96-100%).

Procedeu-se a transferéncia da coluna QIAamp MinElute para um tubo de
microcentifugadora de 1.5 ml, e descartou-se o tubo coletor que continha a solug¢do
remanescente. A tampa da coluna QIAamp MinElute foi aberta com cuidado e incubou-
-se por 3 minutos, a uma temperatura de 56°C.

O ultimo passo consistiu em adicionar, no total, 50 pl de Buffer ATE, a
temperatura ambiente, no centro da membrana de cada uma das amostras, garantindo-se,
assim, a eluicdo completa do DNA (Figura 15). Este procedimento foi divido em duas
fases, sendo que, em cada fase, se adicionaram 25 pl de Buffer ATE a cada coluna, e estas
foram submetidas a uma incubagdo a temperatura ambiente (15-25°C), por 1 minuto.
Apos esta incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, também, durante 1
minuto. A razio pela qual se dividiu esta etapa em duas fases, prende-se com o facto do
processo de eluicao com volumes menores aumentar, significativamente, a concentracao
final de DNA no eluato.

Ap6s a conclusdo do processo de extracdo de DNA, os tubos “eppendorf” foram,

novamente, armazenados no frio (-20°C).
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Figura 15. Buffer ATE.

7.3 Técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)

O promotor do gene MMP-8 presente no DNA de cada amostra, foi amplificado
por meio da técnica PCR. Esta técnica requere a utilizagdo de iniciadores especificos para
o gene MMP-8, pelo que as sequéncias de iniciadores diretos e reversos, correspondentes
aos primers forward e reverse, respetivamente, foram descritas por Shen et al. (2017)

(Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia dos primers selecionados para o polimorfismo genético MMP-87%. Adaptado de
(Shen et al., 2017).

Primers MMP-87%° Sequéncia
Forward 5’-CCATCTTCACATAGCCTTGG-3’
Reverse 5’-CCTTGTCTTCTGCCTGTGAA-3’

A técnica de PCR foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Shen et al.
(2017). O DNA amplificado de cada amostra foi utilizado para a analise do polimorfismo
MMP-87 do tipo SNP, por meio da técnica de RFLP, seguida da anélise eletroforética
em gel de agarose, para avaliagdo dos fragmentos de DNA obtidos.

Iniciou-se o protocolo pela aliquotagem dos primers, numa concentragdo final de
10 uM (Figura 16). Seguidamente, efetuou-se o calculo dos volumes finais que compdem

a solucdo Master Mix, constituida por DNase/RNase-free HoO, MyTaq (enzima Taq DNA
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Polimerase, dNTP’s e tampao contendo MgCl,) (Figura 17), primers forward e reverse,
multiplicando-se os valores de referéncia de cada constituinte, pelo nimero de amostras
a analisar (Tabela 4). E importante salientar que o Master Mix foi preparado para um total
de 48 amostras, sendo que 45 amostras eram DNA das amostras a analisar, uma era o
controlo negativo (sem DNA) e o restante correspondia ao volume extra, caso ocorressem

erros de pipetagem.

Figura 16. Primers forward e reverse. Figura 17. MyTagq.

Tabela 4. Preparagdo das amostras para a técnica PCR.

Volume final (para 48
Solu¢des/Tampoes Valor de referéncia
amostras)
MyTaq 12.5ul 600 pul
Primer forward 1l 48 ul
MasterMix
Primer reverse 1wl 48 pl
DNase/RNase-free H,O 55ul 264 ul
DNA - 5ul -
Viinal - 25 ul -

Por conseguinte, a preparacao do Master Mix envolveu um tubo “eppendorf”, ao
qual foram adicionados 264 pul de DNase/RNase-free HO, 600 pl de MyTaq, 48 ul de

primer forward e 48 ul de primer reverse.
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De seguida, numeraram-se minitubos “eppendorf” de 0.5 ml, correspondentes ao
nimero de amostras que iriam ser analisadas (Figura 18), e transferiu-se para o interior
dos mesmos 20 pl do Master Mix previamente preparado. Posteriormente, adicionaram-
-se 5 ul de DNA de cada amostra ao minitubo “eppendorf” correspondente, exceto ao
minitubo do controlo negativo, que ao invés de DNA possuia 5 pul de DNase/RNase-free
H>O adicionais, perfazendo, assim, o mesmo volume das restantes amostras com DNA.

Desta forma, obteve-se um volume final de 25 pl em cada minitubo “eppendorf™.

Figura 18. Suporte com minitubos “eppendorf” para analise PCR.

Por fim, para decorrerem as rea¢des de amplificagdo, as amostras foram inseridas
no termociclador MJ MINI'™ Personal Thermal Cycler (Figuras 19 e 20). Segundo o
protocolo descrito por Shen et al. (2017), para o polimorfismo do gene MMP-8 na posicdo
-799, inicialmente foi programada uma primeira fase de 94°C durante 5 minutos, sucedida
por 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 57°C durante 30 segundos e 72°C durante 30
segundos. Apds os 35 ciclos estarem concluidos, terminou-se a amplificagdo com um

periodo de 10 minutos a 72°C.
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Figuras 19 e 20. Termociclador M.J MINI™ Personal Thermal Cycler.

7.4 Analise Eletroforética dos produtos amplificados do gene MMP8

Através da técnica de eletroforese em gel de agarose, analisaram-se os produtos
amplificados do gene MMP-8 por PCR.

Para preparar o gel de agarose a 2% ou 3%, pesaram-se 4 ou 6 gramas de p6 de
agarose (SeaKem® LE Agarose) respetivamente, (Figura 21) num baldo de Erlenmeyer e,
de seguida, adicionaram-se 200 ml de TAE 1X (Tris Acetato EDTA) (Figura 22).

Esta mistura foi aquecida num micro-ondas, para solubilizar a agarose no tampao,
obtendo-se uma mistura transparente € homogénea. Posteriormente, esperou-se que a
mistura arrefecesse e adicionaram-se 10 ul de RedSafe (Figura 23). Este corante de DNA
intercala-se nas ligagdes de hidrogénio entre as bases azotadas, permitindo visualizar

bandas de DNA no gel de agarose, com recurso a luz ultravioleta.

Figura 21. SeaKem® LE Agarose. Figura 22. TAE 1X. Figura 23. Corante RedSafe.
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A solugdo, ainda morna e liquida, foi vertida para a “cama do gel”, colocando-se
os pentes dentados, que serviram para produzir diversos pog¢os (cavidades) no gel onde
se colocaram as amostras (Figura 24). Apds a solidificagdo do gel, retiraram-se os pentes

e o gel foi transferido para uma tina horizontal de eletroforese com tampao TAE 1X, para

que o gel ficasse totalmente submerso.

Figura 24. Cama de gel com Figura 25. Tampao com glicerol Figura 26. NZYDNA
pentes dentados. e azul de bromofenol a 0.05%. Ladder VL.

O passo seguinte correspondeu a preparacao das amostras para a eletroforese. Para
tal, adicionaram-se as amostras amplificadas de DNA 5 ul de DNase/RNase-free H2O e
5 ul de um tampao com glicerol e azul de bromofenol a 0.05% (Figura 25). Este tampao
foi adicionado para aumentar a densidade das amostras com as moléculas de DNA, além
de também permitir controlar a migragdo das mesmas, devido a passagem de corrente
elétrica. Desta forma, cada amostra colocada em cada poco continha 5 pl do produto PCR,
5 ul de DNase/RNase-free H>O e 5 ul de tampao azul de bromofenol a 0.05%, exceto o
poco do controlo negativo, em que o volume correspondente ao produto de PCR foi
substituido por DNase/RNase-free. Adicionaram-se, ainda, no primeiro e ultimo poco, 7
ul de NZYDNA Ladder VI (Figura 26), um marcador de massas moleculares, ¢ a
eletroforese decorreu com uma corrente elétrica de 100 mA (Figura 27). Por fim, com
recurso a um transiluminador de luz ultravioleta, puderam-se observar as bandas de DNA

e determinar a sua massa molecular (Figura 28).
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Figura 27. Tina horizontal de eletroforese. Figura 28. Gel de agarose a 2% exemplificativo do
resultado do PCR de algumas amostras. M: marcador
de massas moleculares (NZYDNA Ladder V1); CN:
controlo negativo; 1: banda resultante da amplificacdo
do gene MMP-8 (285 pb); 2: banda resultante dos
primers forward e reverse que ndo hibridaram com o
DNA, na técnica de PCR.

7.5 Anilise do polimorfismo MMP-87%° por Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)

A técnica de RFLP foi realizada para se proceder a andlise do polimorfismo
MMP-87%, Primeiramente, efetuaram-se os célculos para calcular os volumes finais que
irilam constituir a solu¢do Master Mix, composta por DNase/RNase-free H,O, enzima de
restricdo Sfc 1 (Figura 29) e o seu respetivo tampao NEBuffer 4 (Figura 30).
Multiplicaram-se os valores de referéncia de cada constituinte pelo nimero de amostras
(Tabela 5). Novamente, a preparacdo do Master Mix teve em conta um total de 48
amostras, visto 45 amostras serem referentes ao DNA do produto PCR e o restante

correspondeu ao volume extra, no caso de ocorrerem erros de pipetagem.
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Figura 29. Enzima de restri¢do Sfc L. Figura 30. NEBuffer 4.

Tabela 5. Preparacio das amostras para discriminacao alélica, através da técnica de RFLP.

Volume final (para 48
Solucdes Valor de referéncia
amostras)

Sfe 1 1 pl/amostra 38 ul

Master Mix Buffer 3ul 144 pl

DNase/RNase-free H,O 6l 298 ul
VPCR (DNA) - 20 ul -
V final - 30 Hl -

Assim sendo, preparou-se o Master Mix num tubo “eppendorf” de 1.5 ml, ao qual
foram adicionados 298 pl de DNase/RNase-free H2O, 144 ul de Buffer e 38 ul de enzima
de restrigdo Sfc I. Relativamente a endonuclease de restri¢dao, apenas foram adicionados
38 ul e ndo 48 pl, uma vez que se realizou um Master Mix. No entanto, a redugdo de 10
ul da enzima Sfc I foi “compensada” com 10 pl adicionais de DNase/RNase-free H>O, de
forma a ndo existirem diferengas no volume final.

Retiraram-se 10 pl deste Master Mix para cada novo tubo “eppendorf” de 0.5 ml,
previamente numerados (Figura 31). Posteriormente, em cada novo tubo “eppendort”
foram adicionados 20 pl da solugdo resultante da analise PCR, correspondente a cada
amostra, exceto ao tubo “eppendorf” do controlo negativo. Desta forma, obteve-se um
volume final de 30 pl em cada tubo “eppendorf” numerado. No final, as amostras
permaneceram overnight a 37°C, para permitir a hidrélise do DNA, pela enzima de

restri¢ao Sfc I (Figura 32) (Tabelas 6 e 7).
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Figura 31. Suporte com tubos “eppendorf” para analise RFLP. Figura 32. Estufa.

Apos a incubacdo, prosseguiu-se para a técnica de eletroforese em gel de agarose
a 3%, como previamente descrito. Este passo permitiu separar os fragmentos de DNA e

analisar o seu tamanho.

Tabela 6. Endonuclease de restri¢do, temperatura e fragmentos esperados. Adaptado de (Shen et al., 2017).

Gene Enzima de restri¢ao Temperatura (°C) Fragmentos

172 + 113 pb (alelo C)

MMP-87° Sfe 1 37°C
285 pb (alelo T)

Tabela 7. Perfil de restricdo da endonuclease. Adaptado de (Shen et al., 2017).

Endonuclease de restricao Perfil de restricao

5... CYTRYAG ... 3’

3’... GAYRTAC ... 5
Sfe 1

Y=CouT
R=AouG
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8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi executada com o software R Statistical 4.0 (R package
based on y° test, Statistical Computing and Graphics, Inc.), através do pacote
Hardy-Weinberg (H-W), que se baseia no teste estatistico de independéncia do Qui-
quadrado (%) de Pearson, com um intervalo de confianca (CI) de 95%. Foi efetuada uma
analise estatistica descritiva e indiferencial, para o tratamento e andlise dos dados. A
analise indiferencial foi realizada com o objetivo de comparar e testar a possivel
correlacdo entre as variaveis qualitativas estudadas, na presente investigagcdo. Assim
sendo, os dados obtidos foram comparados com os valores considerados expectaveis,
segundo o equilibrio de H-W. O equilibrio de H-W determina que a variagdo genética
para uma determinada populagdo manter-se-a constante de geragdo para geracao, apenas
quando estdo presentes a segregacao mendeliana e a recombinacao de alelos, assim como
a auséncia de fatores evolutivos. Isto €, a proporc¢ao de alelos dominantes e recessivos

permanece constante e ¢ determinada pela seguinte equacao:

p*+2(@ q)+q*=1

onde p ¢ a frequéncia do alelo dominante e g ¢ a frequéncia do alelo recessivo.

Desta forma, ¢ possivel avaliar se uma determinada populacdo esta a evoluir, ja
que uma discrepancia na frequéncia de alelos poderd indicar que esta sofreu uma mudanga
evolutiva.

Para se rejeitar ou aceitar a hipotese nula, foi estabelecido um valor de
significancia de 5% (p < 0.05). Para valores de p < 0.05, existe uma diferenga
estatisticamente significativa entre os dados recolhidos e os expectdveis, pelo que estes
valores foram considerados significativos para a distribuigdo alélica e genotipica, na

amostra do presente estudo piloto.
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IV.  RESULTADOS

1. Analise das técnicas de PCR e PCR-RLP

O polimorfismo do gene MMP-8 na posic¢ao -799 foi estudado utilizando a técnica
de PCR-RFLP. Apos a realizagdo da técnica de PCR, procedeu-se a analise dos produtos
de PCR, por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose, para se confirmar a
presenca de DNA amplificado. Posteriormente, efetuou-se a técnica de RFLP em que as
amostras foram hidrolisadas pela enzima Sfc I, seguida de eletroforese em gel de agarose
a 3%. A visualizacdo de vérias bandas, correspondentes aos fragmentos de DNA obtidos,
permitiu identificar os diferentes genotipos para este polimorfismo, em cada uma das
amostras. Para confirmar os genotipos, a massa molecular das bandas foi determinada

utilizando o marcador de massas moleculares NZYDNA Ladder VI (Figura 33).

Band size (bp) ng/band

1500 40
1200 35
1000 33
900 30
800 27
700 23
600 20
500 67
450 23
400 27
350 18
300 20
250 25
200 67
150 30
100 27
50 30

Figura 33. Bandas do marcador de massas moleculares NZYDNA Ladder VI.

Como previamente mencionado, o SNP estudado nesta investigagdo caracteriza-
-se pela substituicdo de uma base citosina (C), por uma base timina (T), o que origina
dois possiveis alelos: alelo C e alelo T. As bandas correspondentes ao alelo C (alelo sem
alteracdo) indicavam pacientes portadores do genotipo CC, enquanto bandas indicativas
do alelo T (alelo mutado) constituiam individuos com um genétipo TT. No entanto, se
neste gel fosse possivel encontrar bandas correspondentes a ambos os alelos, estes

individuos seriam portadores de um genétipo CT.
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Por conseguinte, dos 45 pacientes que constituiam a amostra total deste estudo
piloto (N=45), verificou-se que 14 individuos eram homozigéticos para o alelo C,
associado as bandas de 172 pb + 113 pb, sendo, por isso, portadores do genotipo CC. Por
outro lado, 9 pacientes eram homozigdticos para o alelo T, correspondente a banda de
285 pb, logo, portadores do gendtipo TT. Todavia, verificou-se que os restantes 22
pacientes constituintes da amostra evidenciaram um gendtipo CT, pelo que eram
portadores de ambos os alelos C e T, correspondentes as bandas 285, 172 e 113 pb

(Figuras 34, 35, 36 e 37).

M 18 19 20 21 22 23 2413 14 15 16 17 31 39 40 42

——
—
——
——
e
oimale
-
-

285pb : :
300pb oo a e as e e e G-
250 pb sssss 172 pb 1

200 ph — 5 R
150 phie. S & : -
100 pb 113 pb

Figura 34. Gel de agarose a 3% exemplificativo de algumas amostras. M: marcador de massas moleculares
(NZYDNA Ladder V1); Grupo controlo: n® 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24; Grupo doenga:
amostras n° 31, 39, 40, 42. As amostras 13, 17, 18, 20, 21, 31 e 42 eram homozigoéticas para o alelo C, visto
observarem-se as bandas correspondentes ao alelo C (172 + 113 pb). Em contrapartida, os individuos 14,
15, 16, 19, 22, 23, 24, 39 e 40 eram heterozigéticos, uma vez que foi possivel observarem-se as 3 bandas
distintas correspondentes ao alelo C e T (285, 172 e 113 pb).
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285 pb

e = o 09

285 pb 285 pb

172 pb

Figura 35. Gel de agarose a 3% exemplificativo de algumas amostras do grupo doenga. M: marcador de
massas moleculares (NZYDNA Ladder V1); Grupo doenga: pacientes n° 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45. Os pacientes 36, 41 e 45, nos quais foi possivel observar o fragmento 285 pb, eram homozigéticos para
o alelo T, apresentando, assim, o gendtipo TT. Para os individuos heterozigéticos, ou seja, os pacientes
correspondentes aos numeros 37, 38, 39, 40, 43 e 44, observaram-se as 3 bandas correspondentes aos alelos
C e T. Desta forma, nestes individuos foi possivel verificar a presenca dos fragmentos 285, 172 + 113 pb.
No entanto, no paciente 42 apenas foi possivel visualizarem-se os fragmentos 172 + 113 pb,
correspondentes ao alelo C, pelo que este paciente foi considerado homozigético para o alelo C, sendo
portador do genétipo CC.

29 30 31 32 33 34 35 M

285 pb

172 pb “
e

100 pb

Figura 36. Gel de agarose a 3% exemplificativo de algumas amostras do grupo doenga. M: marcador de
massas moleculares (NZYDNA Ladder VI1); Grupo doenca: pacientes n° 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35. Os pacientes 25, 28, 30 e 35 eram homozigoéticos para o alelo T (285 pb), enquanto os pacientes 31
e 34 eram homozigoticos para o alelo C (172 + 113 pb). Todavia, nos pacientes 26, 27,29, 32 e 33 verificou-
se a presenca de ambos os alelos, pelo que eram heterozigéticos (285, 172 + 113 pb).
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300 pb

S 250 pb
S 200 pb
150 pb
100 pb

Figura 37. Gel de agarose a 3% exemplificativo de algumas amostras do grupo controlo. M: marcador de
massas moleculares (NZYDNA Ladder VI); Grupo controlo: n° 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12.
Relativamente ao grupo controlo, apenas se observou uma banda correspondente ao alelo T (285 pb) nos
individuos 4 e 8, sendo estes homozigdticos para o alelo T. Nos individuos 1, 2, 6, 7, 9 e 12 verificou-se a
presencga das bandas correspondentes ao alelo C (172 + 113 pb), pelo que eram homozigoticos para o alelo
C. Jano caso dos individuos 3, 5, 10 e 11 observou-se a presen¢a das 3 bandas correspondentes a ambos os
alelos (285, 172 + 113 pb), pelo que apresentavam um genoétipo heterozigotico.

Considerando a totalidade da amostra (N=45), assim como os dados presentes no
gel de agarose, € possivel verificar-se a frequéncia dos genétipos CC, CT e TT. Por

conseguinte, ¢ possivel avaliar as frequéncias alélicas dos alelos C e T (Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia de gendtipos e alelos para o polimorfismo MMP-87%. N: tamanho da amostra.

Gene/SNP ID N  Genétipo/Alelos n Freq.(%) 95% CI Valor-p
CcC 14 31.11 (18.63, 46.8)
CT 22 48.89 (33.94, 64.02) 0.946
MMP-8 (-799) 45 TT 9 20,00 (10.09, 35.05)
C 50 55.56 (4.73, 65.9)
T 40 44.44 (34.1,55.27)

A partir da andlise desta tabela, verifica-se que o gendtipo CT tem a maior

prevaléncia (48.89%), seguido do gendtipo CC (31.11%) e do genotipo TT (20%). Assim
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sendo, existe uma maior prevaléncia do alelo C em relacdo ao alelo T, com as

percentagens de 55.56% e 44.44%, respetivamente, tal com ilustrado nas Figuras 38 e 39.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias alélicas
20%
o
31% 44%
56%
49%
Genotipo CC = Gendtipo CT ~ Genotipo TT AleloC = Alelo T

Figuras 38 e 39. Prevaléncia dos gendtipos e alelos para o polimorfismo MMP-87%,

Ainda assim, analisando o valor de p da Tabela 6, ¢ possivel afirmar que a
proporcao de genotipos e, consequentemente, de alelos, esta em equilibrio de H-W, visto
que o valor de p =0.946 (p > 0.05). Esta analise ¢ importante para considerar que o espetro

amostral ¢ adequado, para o estudo em questao.

2. Caracteristicas demograficas
Seguidamente, procurando mitigar a influéncia de fatores demograficos na
investigacdo, analisou-se a frequéncia de gendtipos para a populacdo masculina e

feminina, representada na Tabela 9.

Tabela 9. Frequéncias genotipicas por género, para o polimorfismo MMP-87, N: tamanho da amostra.

Gene/SNP ID N Genétipo  Masculino (%) Feminino (%) Valor-p
CcC 4 8.89 10 22.22

MMP-8 (-799) 45 CT 9 20 13 28.39 0.77
TT 3 6.67 6 13.33
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Os resultados observados para o polimorfismo MMP-87%° foram comparados com
os resultados que seriam esperados para uma populacdao em equilibrio de H-W (valor de
p > 0.05). Assim, valores de p < 0.05 seriam considerados significativos para a
distribuicdo genotipica e alélica desta amostra, com um intervalo de confianga de 95%,
para se realizar o teste estatistico x> da associagdo entre a frequéncia de genétipos e a
populagdo deste estudo.

De acordo com os dados da tabela 7, a distribui¢do das frequéncias genotipicas
relativamente a amostra total (N=45), ¢ de 8.89% para individuos do género masculino
com o genotipo CC, 20% para individuos do género masculino com genoétipo CT, 6.67%
para individuos do género masculino com o genétipo TT, 22.22% para individuos do
género feminino com o gendtipo CC, 28.89% para individuos do género feminino com o
genotipo CT e 13.33% para individuos do género feminino com o gendtipo TT. Para que
a interpretacdo desta informacdo seja mais objetiva, as frequéncias genotipicas foram
organizadas em percentagens por género: dos 16 individuos do género masculino, 4
apresentaram o gen6tipo CC (25%), 9 o genoétipo CT (56%) e 3 o genotipo TT (19%).
Adicionalmente, dos 29 individuos do género feminino, 10 apresentaram o gendtipo CC
(34%), 13 o gendtipo CT (45%) e 6 o gendtipo TT (21%). A distribuicdo destas

percentagens esta representada na Figura 40.

Feminino 34% 45% 21%

Masculino 25% 56% 19%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT

Figura 40. Prevaléncia das frequéncias genotipicas em fungdo do género, para o polimorfismo MMP-8-7°,
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Através da observacdo da Figura 40, ¢ possivel afirmar que a distribuicao
genotipica ¢ transversal a varidvel género, j4 que esta ¢ bastante semelhante para
individuos do género masculino e do género feminino. Esta andlise, aliada ao equilibrio
de H-W assente no valor de p > 0.05 da Tabela 7, permite revogar qualquer teoria de que
a distribuicdo genotipica desta amostra ¢ influenciada pelo género de um determinado
individuo.

Procedeu-se, também, a analise da distribui¢ao das frequéncias alélicas, de acordo
com o género dos individuos deste estudo. Os resultados encontram-se representados na

Tabela 10.

Tabela 10. Frequéncias alélicas por género, para o polimorfismo MMP-87%.
Gene/SNP ID Alelo Masculino (%) Feminino (%) Valor-p
C 17 18.89 33 36.67
MMP-8 (-799) 0.90
T 15 16.67 25 27.78

Verifica-se que, para a amostra alélica total (N=90), os alelos C em individuos do
género masculino tém uma predominancia de 18.89%, os alelos T em individuos do
género masculino t€ém apenas 16.67%, os alelos C em individuos do género feminino tém
uma prevaléncia de 36.67%, ao passo que os alelos T em individuos do género feminino
tém uma prevaléncia de 27.78%.

Para uma anélise mais objetiva, as frequéncias alélicas foram organizadas em
percentagens por género: dos 32 alelos provenientes de individuos do género masculino,
17 correspondiam a alelos C (53%) e 15 a alelos T (47%); dos 59 alelos provenientes de
individuos do género feminino, 33 correspondiam a alelos C (57%) e 25 a alelos T (43%).

A distribuigdo destas percentagens esta representada na Figura 41.
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Feminino 57% 43%

Masculino 53% 47%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Alelo C Alelo T

Figura 41. Prevaléncia das frequéncias alélicas em fung¢io do género, para o polimorfismo MMP-87%,

A distribuicdo alélica ¢ bastante semelhante para os dois géneros, ¢ de forma
similar as frequéncias genotipicas, o equilibrio de H-W ¢ assegurado pelo facto de, na
Tabela 8, o valor de p ser igual a 0.90 (p > 0.05).

Em suma, os dados supracitados permitiram desassociar a influéncia da variavel
género na manifestacao deste polimorfismo. Conclui-se, entdo, que a varidvel género nao
pode ser considerada como uma varidvel de confusdo, uma vez que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas, nas amostras recolhidas.

Posto isto, foi investigada a correlagio entre o polimorfismo MMP-87 ¢ a

ocorréncia de periodontite.

3. Frequéncias genotipicas

As frequéncias genotipicas calculadas para o polimorfismo MMP-87%,

relativamente ao grupo controlo e ao grupo doenca, encontram-se representadas na Tabela
11.
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Tabela 11. Frequéncias genotipicas nos grupos controlo e doenga para o polimorfismo MMP-87%. N:
tamanho da amostra.

Gene/SNP ID N Genétipo S“"‘de(l; :;i:)d"“ta' @) T er(i;’f;l“)ﬁte (%)  Valorp
cc 1 24.44 3 6.67

MMP-8 (-799) 45 CT 1 24.44 1 24.44 0.028
T 2 4.44 7 15.56

Considerando a amostra total (N=45), verificou-se que 11 individuos com o
genotipo CC pertenciam ao grupo controlo (24.44%), tal como 11 individuos com o
genotipo CT (24.44) e apenas 2 individuos com o genoétipo TT (4.44%). Por outro lado,
no grupo doenca constavam apenas 3 individuos com o genétipo CC (6.67%), 11 com o
genotipo CT (24.44%) e 7 com o genotipo TT (15.56%).

Para uma interpretacdo mais objetiva desta informagdo, os dados foram

organizados em funcao dos grupos controlo e doenga, e estao representados na Figura 42.

Periodontite 14% 52% 34%

Saude Periodontal 46% 46% 8%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT

Figura 42. Prevaléncia dos genodtipos CC, TT e CT no polimorfismo MMP-87%°, em ambos os grupos.

Como observado na Figura 42, considerando o nimero de individuos pertencentes
ao grupo controlo (n=24), verificou-se que 11 pacientes possuiam tanto o gendtipo CC
como o gendtipo CT, ou seja, 46% para ambos os genotipos. Apenas 2 participantes

exibiram o gendtipo TT, representando 8% da amostra.
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Por outro lado, os valores apresentados pelo grupo periodontite foram bastante
diferentes. Apenas 3 individuos possuiam o gen6tipo CC (14%), 11 revelavam o genotipo
CT (52%) e 7 apresentavam o gendtipo TT (34%), tal como ilustrado na Figura 42.

Através da interpretagdao do valor de p resultante da Tabela 9, valor de p = 0.028
(< 0.05), e da andlise dos dados ilustrados na Figura 42, confirma-se que existem
evidéncias estatisticamente significativas, para afirmar que ha uma correlagdo entre o
genotipo de um individuo e a ocorréncia de periodontite.

De facto, a analise da Tabela 9, conjuntamente com a Figura 42, permite retirar 3
conclusdes muito pertinentes para a investigacdo: 1) relativamente aos individuos com o
genotipo CC, a probabilidade de ocorréncia de periodontite ¢ quase 4x menor. Por
conseguinte, conclui-se que o gendtipo CC (sem alelos mutados) €, claramente, mais
frequente em individuos saudaveis; 2) em relagdo aos individuos com o genotipo TT,
existe uma probabilidade quase 4x maior de ocorréncia de periodontite, do que de saude
periodontal. Desta forma, ¢ possivel inferir que o gendtipo TT (com alelos mutados) é,
evidentemente, mais frequente em individuos portadores de periodontite; 3) no que
concerne aos restantes individuos heterozigdticos (genotipo CT), estes estdo igualmente

distribuidos pelos grupos controlo e doenca.

4. Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas para o polimorfismo MMP-87% foram calculadas a partir
da distribui¢do genotipica, apresentada na Tabela 9. De igual forma, foram considerados
ambos os grupos de estudo (grupo controlo e grupo doenca), assim como a totalidade da

amostra (N=90). Os resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Frequéncias alélicas nos grupos controlo e doenga para o polimorfismo MMP-87%,
N: totalidade de alelos na amostra.

Saude Periodontal o Periodontite o
Gene/SNP ID Alelo (n= 48) (%) (n=42) (%) Valor-p
C 33 36.67 17 18.89
MMP-8 (-799) 0.013
T 15 16.67 25 27.78
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Considerando os dados assinalados na Figura 39, verificou-se que cerca de metade
dos individuos possuia alelos C (55.56%) enquanto a outra metade possuia alelos T
(44.44%). E importante destacar o equilibrio desta figura, para realgar as diferengas que
vigoram nos dados da Tabela 10. Por um lado, existem 33 casos de alelos C associados a
saude periodontal, contra apenas 15 casos de alelos T. Por outro lado, existem apenas 17
casos de periodontite associados a alelos C, ao passo que 25 estdo associados a alelos T.
E de salientar que o valor de p = 0.013 na Tabela 10, pelo que é inferior a 0.05. Tal
significa que existem evidéncias estatisticamente significativas para afirmar que ha uma
correlacdo entre as frequéncias alélicas e a ocorréncia de periodontite. Assim sendo, estes
dados foram organizados em percentagens por grupos doenca e controlo, e estdo

ilustrados na Figura 43.

Periodontite 40% 60%

Saude Periodontal 69% 31%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

AleloC mAleloT

Figura 43. Prevaléncia dos alelos C e T no polimorfismo MMP-87%°, em ambos os grupos.

Verificou-se que, relativamente ao nimero de alelos provenientes do grupo
doenca (n=42), apenas 17 eram alelos C (40%), enquanto 25 eram alelos T (60%). Por
outro lado, relativamente ao numero de alelos provenientes do grupo com saude
periodontal (n=48), 33 eram alelos C (69%), ao passo que 15 eram alelos T (31%).

Em suma, e tal como assinalado na andlise da distribuicdo das frequéncias
genotipicas, ¢ importante assinalar conclusdes que se retiram da andlise da Tabela 10 e
da Figura 43. Por um lado, em relagdo aos individuos que apresentam periodontite, existe
um acréscimo substancial de prevaléncia de alelos T. Por outro lado, no que toca a
individuos que apresentam saude periodontal, a prevaléncia de alelos C ¢é bastante

superior a de alelos T.
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Estas conclusoes, aliadas ao valor de p apresentado na Tabela 10, sustentam
significativamente a teoria hipotetizada de que os alelos T (alelos mutados) estdo
associados a ocorréncia de periodontite, confirmando a hipdtese alternativa do estudo,

que sustenta uma associacgdo entre o polimorfismo MMP-87%° e a periodontite.
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V. DISCUSSAO

A MMP-8 desempenha um papel crucial na regulagao da inflamagao e, por esta
razdo, ¢ considerada como um importante mediador de doencas inflamatdrias, como se
verifica na periodontite (Fullmer et al., 1969; Lazarus et al., 1968). Desta forma, a
ocorréncia de um polimorfismo no gene MMP-8 que interfira na sua fun¢ao e no nivel de
expressao do respetivo gene, pode influenciar o desenvolvimento da periodontite. Ao
longo dos anos, varios estudos tém abordado o polimorfismo no gene MMP-8 na posi¢ao
-799, com o intuito de compreender o seu papel no desenvolvimento da periodontite. No
entanto, os resultados obtidos nestes estudos nao sao consensuais (Li et al., 2016; Tsai et
al., 2017).

De acordo com alguns estudos, verificou-se um aumento da frequéncia deste SNP
na MMP-8 em pacientes periodontais. Contudo, pelo contrario, outras investigagdes
desmontaram existir pouca ou nenhuma associa¢ao entre este polimorfismo ¢ a
etiopatogenia da periodontite (Chou et al., 2011; Holla et al., 2012; Li et al., 2016). Apesar
destes estudos se focarem na associagio do polimorfismo MMP-87%° com a
suscetibilidade e/ou gravidade da periodontite, existe um elevado nivel de inconsisténcia
nos estudos realizados, pelo que os resultados obtidos sdo inconclusivos (Alotaibi et al.,
2020; Weng et al., 2016).

Chou et al. (2011) realizaram dois estudos sobre o polimorfismo MMP-8 7%

numa
populagdo taiwanesa, com critérios de inclusdo e exclusao similares aos do presente
estudo piloto, em que a totalidade da amostra incluia 96 individuos com periodontite
agressiva, 361 pacientes com periodontite cronica e 106 individuos saudaveis. Assim,
cada estudo comparou cada uma das classificagdes de periodontite dos individuos do
grupo doenca (periodontite agressiva e periodontite cronica), com os individuos do grupo
satde. Todavia, perante a analise dos resultados, os autores ndo consideraram qualquer
diferenca entre os dois grupos com periodontite. Relativamente as caracteristicas
demograficas, verificou-se que a distribuicdo de individuos do género feminino e
masculino ndo foi estatisticamente significativa para o estudo conduzido, tal como se
constatou na presente investigacdo. As frequéncias genotipicas observadas neste estudo
para o grupo controlo foram de 50% para o genotipo CC, 37.7% para o gendtipo CT e
12.3% para o genotipo TT. No caso do grupo periodontite agressiva, 35.4% apresentavam
o genotipo CC, 52.1% o genodtipo CT e 12.5% o genodtipo TT. Relativamente ao grupo
periodontite crénica, 33.8% tinham o genotipo CC, 52.9% o genotipo CT e 13.3% o
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genotipo TT. Desta forma, o valor de p foi de 0.04, pelo que houve diferencas
estatisticamente significativas. Esta variabilidade entre os diferentes grupos ¢
estatisticamente significativa, no entanto, devido ao menor niimero de pacientes com o
genotipo TT, neste estudo, os gendtipos CT e TT foram agrupados como um grupo de
portadores do alelo T, de forma a aumentar o poder estatistico desta andlise. Assim sendo,
relativamente ao grupo saude, a percentagem de individuos portadores de apenas alelos
C foi de 50%, enquanto os restantes individuos, portadores de alelos T, perfaziam os
restantes 50%. Em relacdo ao grupo periodontite agressiva, os individuos portadores de
apenas alelos C representavam somente 35.4% da amostra, ao passo que os individuos
portadores de alelos T representavam a maior parte da amostra (64.6%). O mesmo
sucedeu para o grupo de periodontite cronica, com os individuos portadores de apenas
alelo C a representarem 33.8% da amostra, enquanto 66.2% eram individuos com alelos
T. Foi calculado um novo valor de p para as percentagens com agrupamento de portadores
do alelo T, ou seja, genotipos CT e TT. Este valor foi de p = 0.009, o que se traduz, mais
uma vez, numa diferenca estatisticamente significativa. Atendendo ndo s6 aos valores de
P, como também as percentagens supramencionadas, os resultados deste estudo indicam
que o alelo mutado, ou seja, o alelo T, esta associado com a periodontite, em taiwaneses.

O estudo de Emingil et al. (2013), sobre o polimorfismo MMP-87%, efetuado
numa populagdo turca, em que 100 pacientes apresentavam periodontite agressiva e 167
individuos tinham satde periodontal, abrangeu, no total, 267 individuos. Deste total, 119
eram do género masculino e 148 do género feminino. Os critérios de inclusdo e exclusao
foram, mais uma vez, semelhantes aos do presente estudo piloto. No que concerne ao
grupo com periodontite agressiva, este era constituido por 43 individuos do género
masculino e 57 do género feminino, e o grupo controlo era formado por 76 individuos do
género masculino e 91 do feminino. Este estudo foi conduzido da mesma forma que a
presente investigagio, confirmando o equilibrio de H-W e utilizando o teste estatistico ¥,
em que a unica diferenga consistia no valor de p, que os autores consideraram p < 0.005.
Os autores concluiram que, para o grupo doenga, 11% dos individuos apresentavam o
gendtipo CC, 57% o gendtipo CT e 32% o gendtipo TT. Por outro lado, no caso dos
individuos pertencentes ao grupo controlo, 45.5% detinham o gendtipo CC, 39.5% o
genotipo CT e 15% o gendtipo TT. Neste caso, obtiveram um valor de p < 0.001, pelo
que consideraram esta diferenga estatisticamente significativa. Estes autores também
analisaram a populacdo de individuos portadores do alelo T (gendtipos CT e TT), para

aumentar o poder estatistico deste estudo. Assim, os portadores de alelo T no grupo
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periodontite correspondiam a 89%, enquanto no grupo saiude perfaziam, apenas, 54.5%.
Os autores calcularam, novamente, o valor de p, com base nestes valores, que continuou
a ser inferior a 0.001. Relativamente as frequéncias alélicas, no grupo periodontite
agressiva 39.5% dos individuos eram portadores apenas do alelo C, enquanto 60.5% eram
portadores do alelo T. Ja no grupo satde periodontal, 65.3% detinham apenas o alelo C,
ao passo que 34.7% detinham o alelo T. Assim, verificaram que tanto a distribuicao dos
genotipos, como dos alelos tinha sido significativamente diferente, entre os grupos de
estudo, uma vez que p < 0.001. Desta forma, observaram que no grupo com periodontite
havia uma maior prevaléncia do alelo T e, por conseguinte, concluiram que este alelo
estava associado a periodontite, na populagdo turca.

Os resultados obtidos no estudo de Holla et al. (2012) ndo vao de encontro aos
estudos previamente mencionados, nos quais se verificou uma associagao entre o

polimorfismo MMP-87%

e a periodontite. Neste estudo, efetuado numa populacao checa,
com critérios de inclusdo e exclusdo idénticos aos do presente estudo piloto, em equilibrio
de H-W, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre individuos de
diferentes géneros. Este estudo abrangeu 241 individuos com periodontite e 278 com
saude periodontal e, de facto, ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas, quer nas frequéncias alélicas, quer nas frequéncias genotipicas.
Relativamente as frequéncias genotipicas, constatou-se que no grupo controlo 30.2% dos
individuos detinham o genotipo CC, 48.2% o gendtipo CT e 21.6% o genotipo TT. No
caso do grupo com periodontite, 25.8% tinham o genotipo CC, 47.8% com o gen6tipo CT
e 26.4% com o genotipo TT. Em relacdo as frequéncias alélicas, 54.3% dos individuos
do grupo saude eram portadores do alelo C, enquanto os restantes 45.7% eram portadores
do alelo T. Por outro lado, no caso dos pacientes periodontais, 49.7% tinham o alelo C,
ao passo que 50.3% tinham o alelo T. Assim, no estudo conduzido por estes autores ndo
se encontrou uma associacdo entre o SNP MMP-87% e a periodontite, visto os valores de
p para as frequéncias alélicas e genotipicas terem sido de p = 0.06 e p = 0.28,
respetivamente.

Majumder et al. (2019) realizaram um estudo caso-controlo para o polimorfismo
MMP-87% numa populag¢do indiana, em que dos 357 participantes incluidos, 157 eram
pacientes periodontais e os restantes 200 eram individuos saudéveis. Os critérios de
inclusdo e exclusdo, assim como as estratégias aplicadas para a andlise estatistica, ou seja,
o equilibrio de H-W e o teste estatistico 2, foram semelhantes aos aplicados no presente

estudo-piloto. Todavia, contrariamente a presente investigagdo, verificou-se uma
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diferenga estatisticamente significativa quanto ao género dos individuos incluidos na
amostra, com um valor de p = 0.0016. No estudo conduzido por estes autores, em relagdo
ao grupo periodontite, observou-se que 27.4% dos individuos tinham o gendtipo CC, 42%
tinham o genotipo CT e 30.6% tinham o gendtipo TT. Por outro lado, relativamente ao
grupo controlo, a maioria apresentava o genotipo CT (55%), 35% com o genotipo CT e,
apenas, 10% com o gendtipo TT. No que concerne as frequéncias alélicas no grupo
periodontite, 48% dos individuos apresentavam o alelo C e os restantes 52%
apresentavam o alelo T. Relativamente ao grupo controlo, a grande maioria dos
individuos (73%) tinham o alelo C e apenas 27% tinham o alelo T. Neste estudo
verificaram-se diferencas estatisticamente significativas nas distribui¢des das frequéncias
genotipicas e alélicas, uma vez que o valor de p foi <0.0001. Por conseguinte, os autores
deste estudo puderam concluir que se verificou uma associagdo entre o alelo T ¢ a
periodontite.

Murthykumar et al. (2019) também realizaram um estudo do polimorfismo
MMP-87% numa populagdo indiana com um total de 100 individuos, com uma
distribuicdo equiparada entre ambos os grupos controlo e doenga. Em relacdo ao grupo
controlo, 30% apresentavam o gendtipo CC, 46% o gendtipo CT e 24% o genotipo TT.
Por outro lado, no grupo doenca, 32% tinham o genotipo CC, 44% o gendtipo CT e 24%
o genétipo TT. Na analise estatistica obtida com recurso ao teste estatistico 2, verificou-
-se que a frequéncia genotipica ndo apresentava valores estatisticamente significativos, ja
que os dados recolhidos estavam em equilibrio de H-W, com o valor de p = 0.97. Posto
isto, os resultados deste estudo indicam que ndo se verifica uma associagdo entre o
polimorfismo MMP-87 e a periodontite.

Li et al. (2016) e Weng et al. (2016) realizaram revisdes sistemadticas e meta-
-analises que, apesar de terem sido efetuadas independentemente uma da outra, avaliaram
os estudos de Chou et al. (2011), Emingil et al. (2014) e Holla et al. (2012). Por esta razao,
serdo abordadas conjuntamente, visto terem chegado as mesmas conclusdes.
Relativamente a analise genotipica para o grupo periodontite e grupo satde, no estudo de
Chou et al. (2011), verificaram que o alelo T estava associado & periodontite, na
populagdo asiatica. Do mesmo modo, no estudo de Emingil et al. (2104), observaram os
mesmos resultados, numa populagdo caucasiana. Contrariamente, os resultados de Holla
et al. (2012) sugeriram que ndo existiam diferencas estatisticamente significativas, quer

para as frequéncias alélicas, quer para as frequéncias genotipicas, numa populagdo
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caucasiana. Assim, estas duas revisoes sistematicas e meta-analises sugerem que nao se
verifica uma associacio entre o polimorfismo MMP-87% e a periodontite.

Atualmente, para esta temadtica, ainda existem poucos estudos disponiveis na
literatura. No que concerne a analise comparativa entre os estudos previamente
mencionados, ¢ importante destacar o facto de haver uma elevada heterogeneidade nas
etnias das populagdes avaliadas. Esta heterogeneidade pode estar diretamente relacionada
com a prevaléncia ou auséncia deste polimorfismo genético, em diferentes populagdes.
Assim, em diferentes populagdes, certamente verificar-se-ao resultados diferentes, em
relacdo a associacao deste SNP com a periodontite.

A heterogeneidade populacional, disponivel na plataforma “Ensembl Genome
Browser”, mostra estas variagdes observadas na distribui¢do das frequéncias alélicas e
genotipicas, em diferentes populagdes (Figuras 44 e 45).

Assim, verificou-se que na populagdo asiatica, na qual se incluem os estudos de
Chou et al. (2011), Majumder et al. (2019) e Murthykumar et al. (2019), 42.3% dos
individuos sdo portadores do alelo T e os restantes 57.7% do alelo C. No caso das
frequéncias genotipicas, 17.3% dos individuos apresenta o gendtipo TT, 50% o gendtipo
CT e 32.7% o genotipo CC.

Por outro lado, relativamente a populagdo europeia, que envolve os estudos de
Emingil et al. (2013), Holla et al. (2012) e o presente estudo piloto, 41.1% dos individuos
sdo portadores do alelo T, ao passo que 58.9% sdo portadores do alelo C. No que concerne
as frequéncias genotipicas, 15.9% dos individuos contém o genotipo TT, 50.3% o
genotipo CT e 33.8% o genotipo CC. Dando especial atengdo a populacao ibérica, na qual
se insere o presente estudo piloto, verifica-se que os valores sdo os seguintes: 36% dos
individuos sdo portadores do alelo T, 65.2% sao portadores do alelo C, 12.7% possui o
genotipo TT, 44.2% o genotipo CT e 43.1% o genotipo CC. Comparando as percentagens
da populagdo europeia com a ibérica, verifica-se que ndo existem discrepancias
significativas.

No caso da populacao africana, 18.5% dos individuos sdo portadores do alelo T,
ao passo que 81.5% sdo portadores do alelo C. Por outro lado, 32% dos individuos tém o
genotipo TT, 30.7% o genotipo CT e 66.1% o genotipo CC.

Relativamente a populacdo americana, 43.9% dos individuos sdo portadores do
alelo T, enquanto 56.1% sdo portadores do alelo C. No que concerne as frequéncias
genotipicas, 19.3% dos individuos apresenta o genotipo TT, 49.3% o gendtipo CT e
31.4% o gendtipo CC.
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Africa 82% 19%
América 56% 44%
Europa 59% 41%
Este Asiatico 58% 42%
Sul Asiatico 65% 35%
P. Ibérica 64% 36%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

AleloC mAleloT

Figura 44. Distribuicdo alélica para o polimorfismo MMP-87%, em diferentes populacdes. Adaptado de:
https://www.ensembl.org/index.html

Africa 66% 31% 3%
América 31% 49% 19%
Europa 34% 50% 16%
Este Asiatico 33% 50% 17%
Sul Asiatico 43% 44% 13%
P. Ibérica 38% 51% 10%
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Genotipo CC Genotipo CT Genotipo TT

Figura 45. Distribuigdo genotipica para o polimorfismo MMP-87%°, em diferentes populagdes. Adaptado
de: https://www.ensembl.org/index.html

Atualmente, excluindo a presente investigagdo, ainda ndo existe nenhum estudo
efetuado na populagdo portuguesa que relacione a presenca deste polimorfismo com a
periodontite. Possivelmente, os resultados obtidos seriam similares aos de outras
populacdes europeias. Esta suposi¢do prende-se com o facto de a populacio portuguesa
poder possuir caracteristicas proprias, relativamente as suas origens €tnicas, que vao de

encontro as caracteristicas de outras populagdes europeias.
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Em relagdo a associagdo deste polimorfismo com a periodontite, inimeros estudos
referem que uma amostra reduzida pode contribuir para a inconsisténcia estatistica dos
resultados obtidos. E, ainda, importante realcar que a disparidade observada nos estudos
previamente mencionados, pode estar relacionada com o facto da selegdo dos grupos
controlo e doenca ter sido efetuada por operadores diferentes e, consequentemente,
poderem existir incoeréncias nas classificagdes.

Embora possa ser dificil chegar a uma conclusao definitiva sobre o papel do
polimorfismo MMP-87%° na periodontite, uma vez que os estudos previamente analisados
ndo estdo em concordancia e, apesar do presente estudo piloto apresentar algumas
diferengas em relagdo a outros estudos publicados sobre esta tematica, ¢ inquestionavel
que, nesta investigagdo, os resultados obtidos corroboram esta associacdo. De facto,
verifica-se que o alelo e os genotipos alterados foram mais prevalentes no grupo
periodontite, comparativamente ao grupo controlo. Adicionalmente, estas diferencas
revelaram-se estatisticamente significativas. Desta forma, ¢ possivel afirmar que, na
presente investigacdo, individuos com este SNP sdo mais propensos a desenvolver
periodontite.

Desta forma, acredita-se que estudos realizados em amostras maiores, assim como
em populacdes com diferentes etnias, devem ser efetuados, de modo a perceber-se melhor
a relacdo entre este polimorfismo e a etiopatogenia da periodontite (Alotaibi et al., 2020;
Holla et al., 2012; Tsai et al., 2017). Adicionalmente, os resultados destes estudos serao
importantes para a implementagdo de estratégias preventivas para o desenvolvimento da

periodontite (Emingil et al., 2013; L1 et al., 2016).
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VI. CONCLUSOES

A periodontite pode ser definida como uma doenga crénica inflamatoria
multifatorial, iniciada pela presenga de microrganismos periodontopatogénicos ao nivel
do biofilme bacteriano. Apesar de ser iniciada por estes agentes, sdo os fatores do
hospedeiro que determinam a patogénese ¢ a taxa de progressao da periodontite.

Neste sentido, verifica-se que a destrui¢ao tecidual resultante da resposta do
hospedeiro a estes agentes, estd, em grande parte, associada a metaloproteinase-8. Esta
constitui uma enzima envolvida na degradagdo dos componentes da matriz extracelular,
que desempenham um papel crucial na manutencao da integridade do tecido periodontal.
Adicionalmente, a MMP-8 tem demonstrado estar associada ao desenvolvimento e
progressao da periodontite.

Ao longo dos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados, com o intuito de
compreender a associagdo da componente genética do hospedeiro, com o risco de
desenvolver esta doenca. Por conseguinte, o polimorfismo MMP-8 7 tem sido objeto de
numerosos estudos, de forma a explorar a sua possivel associagdo com a periodontite. No
entanto, a relagdo entre este polimorfismo e a periodontite tem vindo a apresentar
resultados controversos. Enquanto alguns estudos relatam que o alelo T esta associado ao
risco de desenvolver periodontite, outros ndo obtém resultados que suportem esta
associacdo. Assim, sdo necessarios mais estudos para esclarecer o papel deste
polimorfismo no desenvolvimento e progressao da periodontite.

No que concerne ao presente estudo piloto, verificou-se que nos individuos com
periodontite, existia uma prevaléncia substancial do alelo T (alelo mutado), enquanto nos
individuos com saude periodontal o alelo mais prevalente era o alelo C, ou seja, o alelo
sem mutacdo. Desta forma, com base nos dados obtidos, ¢ possivel afirmar que na
presente investigagdo, o polimorfismo no promotor do gene da metaloproteinase 8 parece
ser determinante para a suscetibilidade de desenvolvimento de periodontite, na populagao
portuguesa.

Adicionalmente, este polimorfismo também tem sido implicado na modulacao da
expressao e atividade do gene MMP-8. Desta forma, o alelo T ndo s6 podera estar
associado ao risco de desenvolver periodontite, como também ao aumento da expressao
e atividade da MMP-8 que, consequentemente, pode contribuir para o risco de

desenvolver periodontite.
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Considerando as diferengas existentes ao nivel da suscetibilidade individual,
torna-se fulcral compreender as interagdes entre o background genético e o
desenvolvimento de periodontite. Neste sentido, a fim de implementar novos métodos de
prevencao, diagndstico e terapéuticos da periodontite, ¢ imperativo que haja uma melhor
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a MMP-§, assim como aos
polimorfismos do gene da MMP-8, particularmente ao nivel dos SNPs nas posigdes

-381 A/G, +17 C/G e -799 C/T.
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Anexos

VIII. ANEXOS

Anexo 1 (Carta de aprovacio da Comissao de Etica do IUEM)

Comissio de Etica EGAS MONIZ

Proc. Interno n® 922

Ex.ma Senhora

Prof®. Doutora Madalena Oom

Monte de Caparica, 25 de fevereiro de 2021.

Ex.ma Senhora,

Em resposta ao Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comissao de Etica da
Egas Moniz, com o tema denominado “Relagdo entre polimorfismos no promotor dos
genes das metalopeptidases 8 e 9, atividade proteolitica e a suscetibilidade a

periodontite numa populagdo Portuguesa”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comissao de Etica da Egas Moniz

Prof?. Doutora Mari nda de Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario = Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica
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Anexo 2 (Consentimento Informado)

S EGAS MONIZ
Cansentimento Informado

Cédigo | IMP:EM.PE.17_02

Monte de Caparica, ___de 20

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do curso de Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Instituto Universitario
Egas Moniz, sob a orientagdo da Prof. Doutora Isabel Barahona, Prof. Doutora Ana Clara
Ribeiro e do Prof. Doutor Ricardo Alves, solicita-se autorizacdo para a participagdo no
estudo “Associagédo dos polimorfismos dos promotores dos genes das metaloproteinases 8

e 9 com a periodontite — estudo piloto”.

O estudo tem como objetivo avaliar os fatores de risco genéticos para o desenvolvimento da
periodontite (inflamacéo e perda de osso a volta do dente) a partir de amostras recolhidas

da mucosa oral, assim como potenciais marcadores para o diagndstico precoce da doenga.

A sua participagdo consiste em: i) exame oral, habitual em consultas; ii) realizagdo de um
pequeno questionario acerca de dados relevantes da histdria clinica e iii) recolha de uma
amostra de células da mucosa oral por meio duma zaragatoa, um dispositivo semelhante a

um cotonete.

A participagdo neste estudo & voluntaria. A sua ndo participagdo nao |lhe trard qualquer
prejuizo.

Os resultados deste estudo poderdo contribuir para definir critérios de diagnostico precoce
da periodontite, determinagdo da severidade da doenga e a capacidade de detetar

precocemente recidivas.

A informagéo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicagéo, e
sera apenas tratada pelos responsaveis e/ou outros colaboradores do projeto. A sua recolha

é andnima e confidencial.

(Riscar o que ndo interessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as
condigbes do mesmo e que nio tenho duvidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mée ou tutor legal)
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Anexo 3 (Questionario)

'J“N".T\,‘I;'J,?Ak,o Relagao entre polimorfismos no promotor dos genes das metalopeptidases 8 e 9,

EGAS MONIZ atividade proteolitica e a suscetibilidade & periodontite numa populacéo Portuguesa

Questiondrio para selegdo dos participantes

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

Idade:

Ne de dentes:

Periodontite: SIM (1 NAo [

Gravidez ou amamentacgo: SIM (1 NAo [ NAO Aplicavel [
Aparelho ortodéntico: sim [ nAo O

Ultimo tratamento periodontal hi menos 6 meses: SIM [ NAo [

Perda ponderal (cancro e/ou doenga inflamatéria crénica): siM 0 NAo [

se sim, Qual?

Outras doengas/patologia: (exemplo diabetes, hipertensio)

A Preencher pelo Coordenador do Projeto de investigagdo:

Cumpre critérios de Inclusdo SIM O naoO



