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RESUMO

A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria cronica e multifatorial, frequentemente
diagnosticada tardiamente, quando a destruicdo dos tecidos de suporte ja se iniciou. A
progressdo da doenga pode estar associada a polimorfismos em genes que codificam de
proteinas envolvidas na degradacdo do ligamento periodontal como as metalopeptidases da
matriz (MMP). Os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP), particularmente nas regides
promotoras, podem influenciar a expressdo genética e nos niveis de proteina. Véarios estudos
examinaram a correlagdo entre SNP nos promotores de MMP-8 e MMP-9, juntamente com os
niveis da enzima MMP-8, e o risco de desenvolver periodontite. No entanto, os resultados

permanecem inconclusivos.

Este estudo teve como objetivo investigar a associagdo entre os polimorfismos MMP-8
-799C>T, MMP-8 +17C>G ¢ MMP-9 -1562C>T e os niveis das enzimas MMP-8 no fluido
gengival crevicular (FGC) com a doenga periodontal, avaliando o seu potencial como
biomarcadores para o diagnostico precoce da periodontite. A amostra do estudo foi composta
por 62 individuos, dos quais 36 com diagnostico de periodontite e 26 com tecido periodontal
saudavel. As amostras de FGC foram recolhidas com tiras de papel, sendo as concentragdes
enzimaticas medidas por ELISA e a atividade por zimografia. A andlise genética foi realizada
através de PCR e RFLP, seguida de eletroforese. Foram utilizados modelos lineares
generalizados (distribuicdo gama, ligacdo log) para analisar os dados com distribuicdo nao

normal.

Os resultados do estudo ndo demonstraram uma associacdo estatisticamente
significativa entre os polimorfismos estudados ou os niveis d¢ MMP-8 com a presenca de
periodontite quando ajustados a idade. Apenas a idade demonstrou uma correlagdo negativa
com os niveis de MMP-8 e a presenca de periodontite. Apesar da reduzida dimensdo da amostra
os dados corroboram a evidéncia que questiona a eficacia da MMP-8 como biomarcador
diagnéstico isolado para a periodontite sugerindo a necessidade de incluir outras MMP em

futuras investigacdes.

Palavras-chave :
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ABSTRACT

Periodontitis is a chronic, multifactorial inflammatory disease that is frequently
diagnosed at a late stage, when the destruction of supporting tissues has already begun. Its
progression may be related to polymorphisms in genes encoding proteins involved in the
degradation of the periodontal ligament, such as matrix metallopeptidases (MMPs). Single
nucleotide polymorphisms (SNPs), eparticularly those in promoter regions, have been
demonstrated to influence on gene expression and protein levels. A number of studies have
examined the correlation between SNPs in the promoters of MMP-8 and MMP-9, along with
the levels of the MMP-8 enzyme, and the risk of developing periodontitis. However, the results

remain inconclusive.

This study aimed to investigate the association between the MMP-8 polymorphisms (-
799C>T, +17C>G) and MMP-9 (-1562C>T) and the levels of the MMP-8 enzyme in gingival
crevicular fluid (FGC) with periodontal disease, evaluating their potential as biomarkers for the
early diagnosis of periodontitis. The study population comprised 62 individualswith 36
diagnosed withperiodontitis and 26 exhibiting healthy periodontal tissues. The colectuion of
FGC sampleswas accomplished using paper strips, enzyme concentrations were measured by
ELISA, and enzyme activity was assessed by zymography. Genetic analysis was performed
using PCR and RFLP, followed by electrophoresis. Generalised linear models (gamma

distribution, log link) were used to analyse data with a non-normal distribution.

The results demonstrated an absence of a significant association between the studied
polymorphisms or MMP-8 levels and the presence of periodontitis. Only age was associated
with lower MMP-8 levels or the presence of periodontitis. Despite the limited sample size, the
data substantiate the existing evidence questioning the efficacy of MMP-8 as a standalone
diagnostic biomarker for periodontitis, underscoring the need to include other MMPs in

subsequent investigations.
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Introdugdo

L. Introdugao

A saude oral desempenha um papel essencial no bem-estar geral, influenciando diretamente
funcdes basicas como a mastigacdo, a fala e a estética, além de contribuir significativamente
para a qualidade de vida dos individuos. Entre os desafios mais relevantes enfrentados na
pratica clinica e na investigacdo em medicina dentdria, destacam-se as doencas periodontais

pela sua elevada prevaléncia e pelo impacto duradouro que podem ter na satide oral e sistémica

(1,2).

De natureza inflamatoria e multifatorial, estas patologias envolvem uma complexa interagao
entre fatores microbianos, resposta imune do hospedeiro e predisposi¢ao genética. Muitas vezes
assintomaticas nas fases iniciais, podem evoluir de forma silenciosa, dificultando o diagnostico
precoce e comprometendo a eficacia do tratamento (3,4). Dado o seu potencial de progressao e
os efeitos adversos que podem gerar a longo prazo, o estudo aprofundado da sua origem, dos
mecanismos envolvidos e dos marcadores associados tornou-se uma prioridade em saude

publica e um campo de investigagdo particularmente relevante.

Neste contexto, torna-se essencial compreender de forma clara o que sdo as doencas
periodontais, como se manifestam e quais os fatores que influenciam o seu desenvolvimento e

progressao.
1. Doenga periodontal
1.1 Defini¢ao

A doenga periodontal ¢ uma infecdo bacteriana e multifatorial que se manifesta
inicialmente como uma inflamagao dos tecidos moles e duros do periodonto, designada de
gengivite e que, pode progredir para periodontite, caracterizada por ser um estado avancado e

crénico que leva a destruicdo permanente dos tecidos de suporte do dente. (3,5).

O periodonto, que inclui a gengiva, o ligamento periodontal (LPD), o cemento radicular
e o osso alveolar ¢ uma estrutura bioldgica dinadmica, sujeita a alteracdes morfoldgicas e
funcionais dentro da cavidade oral sob a influéncia de varios fatores locais, ambientais e
sistémicos. A sua principal fungdo ¢ a manutencao do dente e da superficie da mucosa oral (6).
A Figura 1 apresenta um esquema que ilustra a diferencga entre um periodonto saudavel e um

periodonto reduzido.
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As metaloproteinases MMP-8 e MMP-9 no fluido crevicular de individuos com doenga periodontal

]
Placa dentaria /
calculo (tartaro) « Esmalte
€ Dentina
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ossea periodontal (LPD)

Cemento

\\ radicular

Periodontite Periodonto saudavel

Figura 1 Comparagdo entre o periodonto saudavel e o periodonto afetado pela periodontite. Ilustragdo propria.

A matriz extracelular (MEC) do periodonto ¢ uma rede tridimensional composta por
colagenos, proteoglicanos, glicoproteinas, 4gua e minerais como a hidroxiapatita (7). A MEC
sustenta os tecidos periodontais e garante sua integridade estrutural e funcional. Cada tecido
possui uma composicao especifica: na gengiva e no ligamento predominam o colageno I e III

enquanto o cemento € o 0sso contém matriz mineralizada rica em colageno I (7).
1.2 Epidemiologia e fatores de riscos

De acordo com o ultimo relatdrio global da Organizagao Mundial de Saude (OMS) sobre
o estado da saude oral, a doenga periodontal grave ¢ um problema de satide publica que afeta
quase 19% da populacdo, ou seja, mil milhdes de pessoas. Em 2022, a regido do mundo mais
afetada era Africa, com uma prevaléncia de quase 23% dos individuos com 15 ou mais anos.

Em 2022, em Portugal, a prevaléncia ¢ de 7,3% (4).

A OMS afirma no seu relatorio que as doengas orais tém muito em comum com outras
doengas ndo transmissiveis, partilhando fatores de risco que, na maioria dos casos, podem ser
evitados como € o caso do consumo excessivo de agucares, o tabagismo ou o0 uso nocivo de
alcool. A idade avangada ¢ também um aspeto importante a ter em conta, uma vez que estas

doengas tendem a evoluir de forma lenta, acumulando-se e agravando-se ao longo da vida (4).

14



Introdugdo

A doenga periodontal engloba uma série de condi¢des, algumas das quais estdo
relacionadas com o biofilme da placa bacteriana, enquanto outras sdo independentes deste. A
acumulagdo de biofilme pode ou ndo desempenhar um papel na progressdo de cada uma destas

condigoes (5,8).

1.3 Classificacao

A nova classificagdo das doengas periodontais e peri-implantares, adotada pela
Academia Americana de Periodontologia (AAP) e pela Federacdo Europeia de Periodontologia
(EFP) em 2017, substitui a classificacdo de 1999 e apresenta uma categorizagdo mais precisa
das doengas periodontais (3). Nesta classificacdo, a hemorragia & sondagem foi identificada
como o principal critério de diagnodstico da gengivite, uma inflamagao reversivel da gengiva
causada, na maioria dos casos, pela acumulacao de biofilme dentario, que, se ndo tratada, pode
progredir para periodontite. Assim na auséncia deste sinal clinico, o periodonto ¢ considerado

clinicamente saudavel (8).

A defini¢do de saude periodontal foi clarificada para incluir ndo s6 um periodonto
intacto, mas também um periodonto reduzido, ou seja, um periodonto que sofreu perda de
inser¢do e reabsorcao Ossea apos um tratamento periodontal bem-sucedido. Nestes pacientes, a
auséncia de inflamacdo e hemorragia a sondagem continua a ser o critério determinante da

estabilidade periodontal (3,8).

Ao contrario dos pacientes com gengivite, que podem regressar a um estado de saude
periodontal completo, um paciente que tenha desenvolvido periodontite permanece um paciente
periodontal para toda a vida, mesmo apdés um tratamento eficaz. Isto implica um
acompanhamento regular e cuidados de suporte a longo prazo, destinados a prevenir a

reativagdo da doenga e a manter o equilibrio microbiano e inflamatdrio do periodonto (3,8).

A periodontite ¢ atualmente classificada de acordo com estadios e graus, permitindo
uma avaliacdo detalhada da gravidade e da progressdao da doenga (5) como se resume na tabela

le?2.
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As metaloproteinases MMP-8 e MMP-9 no fluido crevicular de individuos com doenga periodontal

Tabela 1 Classificacdo atual dos estadios da doenga periodontal, adaptado de (3).

Estadio Descricao

I Periodontite inicial

II Periodontite moderada

- Periodontite grave com
potencial perda de dentes

Periodontite avangada com

elevado risco de perda de

v

dentes e necessidades de

reabilitagdo complexas

16

Principais carateristicas
Perda clinica de ligagao (CAL) de 1 a2 mm
Profundidade do bolso <4 mm
Sem perda dssea interproximal ou perda ossea
horizontal ligeira
CALde 3 a4 mm
Profundidade do bolso < 5 mm
Perda 6ssea horizontal que ndo ultrapasse o
tergo médio da raiz
CAL>5 mm
Perda 6ssea que se estende até ao terco médio
ou apical da raiz
Profundidade do bolso > 6 mm
Perda de até 4 dentes devido a periodontite
Possivel envolvimento da furca e mobilidade
dentaria moderada
Critérios da fase III
Perda de 5 ou mais dentes devido a
periodontite
Disfunc¢do mastigatoria
Migragdo dentéria grave

Necessidades complexas de reabilitagdo



Introdugdo

Tabela 2 Classificacdo atual dos graus de gravidade da doenga periodontal, adaptada de(3)

Grau

B

C

Progressao da doenga

Progresso lento

Progressos moderados

Progressos rapidos

Fatores de risco ¢ consideragdes sistémicas

Sem perda de fixag@o ou perda 6ssea ao longo de
5 anos

Baixa percentagem de sitios afetados

Sem fatores de risco importantes

Perda de inser¢do ou perda dssea <2 mm ao
longo de 5 anos

Destruicao dos tecidos em fun¢do da quantidade
de placa

Presenca de fatores de risco moderados (por
exemplo, fumador de menos de 10 cigarros/dia,
diabetes com HbAlc < 7%)

Perda de fixacdo ou perda 6ssea > 2 mm ao longo
de 5 anos

Destrui¢do de tecido superior as expectativas em
relacdo a quantidade de placa

Presenca de fatores de risco significativos (por
exemplo, fumador de mais de 10 cigarros/dia,

diabetes com HbA1c > 7%)

1.4 Patogénese da periodontite

A patogénese da periodontite ¢ um processo multifatorial, em que fatores microbianos,

imunitarios e ambientais contribuem para a destruicao dos tecidos periodontais. A acumulacao

de biofilme dentario, composto por uma complexa comunidade bacteriana, ¢ central no

desenvolvimento da doenca. Este biofilme ¢ formado por diversas espécies bacterianas,

incluindo Streptococcus mutans e Streptococcus sanguis, que aderem a superficie dentaria apos

a formagdo de uma pelicula de proteinas salivares (9,10). Com o tempo, o biofilme diversifica-

se e inclui bactérias anaerdbias estritos, como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia

eTreponema denticola, que estdo fortemente associados a periodontite (9,10). A produgdo de

uma matriz rica em polissacaridos, proteinas e lipidos reforca a estrutura do biofilme,

protegendo as bactérias e favorecendo a sua resisténcia aos antimicrobianos (11,12). A
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composi¢ao do biofilme muda ao longo do tempo e ¢ influenciada por fatores ambientais, em

particular a dieta e a higiene oral. Essa diversificacdo do biofilme est4 descrito na figura 2.

P
4 )
[ 1]
-
Superficie dentéria
inicialmente limpa

L}
Treponema + Candida
Porphyromonas + Fusobacterium
Veillonella

Streptococcus + Actinomyces
Superficie dentéria apés a

escovagem e formagdo da
pelicula proteica salivar

- \'
M
[ 4 ]
4

L Colonizadores precoces

Colonizadores tardios

Figura 2 Diagrama da formagdo de biofilme dentario por colonizadores precoces e tardios, adaptada de (13). llustra¢do
propria.

Quando o biofilme se acumula na regido subgengival e se estende para o sulco gengival,
ele altera o ambiente local, tornando-o mais anaerdbico, o que favorece a colonizagdo de
bactérias patogénicas. A resposta imunitaria do hospedeiro, incluindo o recrutamento de
neutrofilos e macrofagos, leva a ativagdo de mediadores inflamatorios, entre os quais as
metalopeptidases da matriz, que promovem a degradagdo da matriz extracelular. Uma resposta
inflamatoria mais exacerbada pode levar a destrui¢do dos tecidos de suporte, resultando na

perda 6ssea e no enfraquecimento do ligamento periodontal (12).

Fatores como o tabagismo, t€m um impacto significativo nesta dindmica. O tabagismo,
por exemplo, altera a resposta imunitdria, reduz a capacidade de regeneragdo dos tecidos e
aumenta a producdo de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo assim para uma progressao

mais rapida da periodontite (14).

Esta visdo multifatorial sublinha a importancia de uma abordagem terapéutica global

para prevenir e tratar a periodontite.
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2. MMP e o seu papel na periodontite
2.1 Geral

Em 1962, foi observada pela primeira vez a atividade colagenolitica ao estudar os
tecidos de girinos em crescimento (15). Esta descoberta langou a investigacdo sobre as
primeiras metalopeptidases da matriz (MMP). Atualmente sabemos que estas enzimas
desempenham um papel central na remodelacdo dos tecidos, degradando colagénio e outros

componentes da MEC.

As MMP sdo uma familia multigénica de endopeptidases dependentes do zinco que
desempenham um papel fundamental na degradacdo, reparacdo e remodelacdo da MEC (16).
Estdo envolvidas em processos essenciais como o desenvolvimento embrionario, a cicatrizagdo
de feridas e a regeneragdo de tecidos. No entanto, quando a sua atividade ¢ desregulada, as
MMP podem alterar as estruturas da MEC e modificar certas interacdes celulares, contribuindo
assim para vdrias patologias, incluindo cancros, doencas degenerativas e doencas inflamatodrias
(17). A compreensdo do seu funcionamento e regulacdo €, portanto, essencial para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

A primeira colagenase humana foi descoberta em 1975, a partir de sindvia reumatoide
(18). E, seriam necessarios mais 11 anos para que fosse deduzida a estrutura primaria de uma
colagenase humana produzida por fibroblastos (MMP-1) por clonagem do cDNA (19).
Atualmente, estdo identificadas 23 MMP humanas (20), que podem ser classificadas em varios
grupos como ilustrado na Figura 3. As principais classes de MMP sdo as colagenases, que
degradam o colagénio; as gelatinases, que atuam em substratos de gelatina; as estromelisinas,
que t€ém uma ampla especificidade; as matrilisinas, que clivam proteinas da matriz, como por
exemplo a fibronectina; e as MMP de tipo membranar, ancoradas na superficie celular. As
enzimas "ndo conformes" descobertas mais recentemente estdo agrupadas na categoria "outras"

(20,21).
2.1 Estrutura

As MMP sdo geralmente constituidas por quatro dominios distintos, como ilustrado na
Figura 4: um péptido sinal N-terminal, que guia a enzima para o reticulo endoplasmatico rugoso
durante a sintese, um pro-peptideo (ou prédominio) que mantém a laténcia destas enzimas até
que um fator externo intervenha para as ativar, um dominio catalitico (CAT) que aloja o ido

zinco (Zn?") e é responsavel pela atividade enzimatica (170 aminoacidos), um dominio C-
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terminal do tipo hemopexina (HPX) que determina a especificidade do substrato da MMP (200

aminoacidos) e uma pequena regido de charneira, que permite a regido HPX, quando a enzima

¢ ativada, apresentar o substrato ao dominio catalitico (16,17,20).

20



Colagenase-1/ Colagenase
MMP 1 intersticial / Colagenase dos
fibroblastos

Colagenase-2 / Colagenase dos Colagenases
MMP 8 en
neutrofilos
MMP 13 Colagenase-3

MMP2 —O) l(iwfelatlnase A / Colagenase do tipo

Gelatinases
Gelatinase B / Colagenase do tipo
MMP9 —(—
IV, Colagenase do tipo V

MMP-14 (secretada por

fibroblastos e macr6fagos) =~ MT-1MMP / Colagenase intersticial

MMP-15 (secretada por

fibroblastos e macréfagos) O- MT-2MMP/ Gelatinase A

MMP-16 (secretada por
fibroblastos, macréfagos e células =QO= MT-3 MMP

musculares lisas vasculares)
MT-MMP

MMP-17 (secretada por eosindfilos, O
linfécitos e mondcitos) MT-4 MMP

MMP-24 (secretada de forma
. ) =0~ MT-5MMP
especifica pelo cérebro) 5

MMP 25 (Screted by peripheral
MT-6 MMP
blood leukocytes) -0

Figura 3 Classificagdo das MMP adaptada da tabela de (20). llustragdo propria.
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As MMP partilham um motivo carateristico de ligacdo ao zinco (HExxHxxGxxH), ou
seja, uma sequéncia de aminoacidos em que duas histidinas (H) e um glutamato (E) estao
espacados por aminoécidos varidveis (representados por "x"). Um aminoécido glicina (G)
também pode ser encontrado neste motivo de ligagdo. Este motivo € crucial para a capacidade

da MMP de se ligar ao substrato e utilizar o zinco do seu dominio catalitico (17).

Peptideo Dominio catalitico
sinal
MMP o _ H E‘XXGXXH . o
Regido do pro- Regido
peptideo hemopexina

Figura 4 Organizagdo geral do dominio das MMP. Ilustragdo propria.

No entanto, existem excecdes a esta estrutura geral. Por exemplo, as MMP de tipo
membranar tém um dominio transmembranar adicional que as fixa a membrana celular.
Algumas MMP, como a MMP-7 e a MMP-26 (também conhecidas como matrilisinas), ndo tém
uma regido de ligagdo ou um dominio HPX, o que as classifica como "MMP minimas". As
MMP-2 e MMP-9 tém trés repeticdes de motivos de fibronectina de tipo II no seu dominio
catalitico. A MMP-17 e a MMP-25 sdo enzimas transmembranares de tipo I ancoradas a
membrana por um residuo de glicosilfosfatidilinositol no seu terminal C. A MMP-23, que
contém um dominio transmembranar de tipo II que a ancora @ membrana plasmatica. Em vez
do dominio HPX habitual, a MMP-23 tem um pequeno dominio semelhante a uma toxina € um
dominio de molécula de adesdo celular semelhante a uma imunoglobulina .As MMP-14, -15, -

16 e -24 também tém um C-terminal adicional em compara¢do com outras MMP (17,20).
2.2 Ativacao e regulacdo

As MMP sao produzidas como pro-enzimas inativas, conhecidas como zimogénios ou
pro- MMP, que requerem ativagdo para se tornarem funcionais. Esta ativa¢do envolve a
clivagem do dominio do pro-peptideo, frequentemente catalisada por outras MMP, ou
peptidases como as peptidases de serina, a plasmina, as peptidases bacterianas ou as peptidases
da familia das furinas. As do tipo membranar também podem estar evolvidas nesta ativacao
(20,22,23). A manutengdo das pro-MMP num estado inativo baseia-se num mecanismo
conhecido como "cysteine switch": a cisteina do motivo PRCGXPD, na regido pro-peptidica,
estd ligada ao zinco impedindo a atividade enzimatica ilustrado na figura 5. Na ativagdo, esta

ligagdo ¢ quebrada disponibilizando o local catalitico, como ilustrado na figura 6. Para além
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das enzimas, o pH 4cido, a temperatura elevada, o stresse oxidativo e certos componentes da

matriz extracelular podem também contribuir para a ativacdo das MMP (23,24).

Peptideo Dominio catalitico
sinal
M M P o m o
Regido
hemopexina

Regido do pro-
peptideo

Figura 5 Organizagdo geral do dominio das MMP, amplificagdo da regido do pré-péptido. Ilustragdo propria.

N - terminal

O grupo tiol da cisteina (-SH)
esta ligado ao ido de zinco
por uma ligacdo covalente de
coordenacdo MMP latente
C-terminal
Dominio Regido
catalitico hemopexina
B N - terminal

Ativacdo da MMP,
ruptura da ligacdo
cisteina-zinco

Isoforma ativa
intermediaria

C - terminal

Dominio Regido
catalitico hemopexina
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C N - terminal

Protedlise e perda do
pro-dominio

Isoforma ativa de
MMP

) ‘
Dominio Regiéo.
catalitico hemopexina

Figura 6 Estados de ativagdo, adaptado de (25). llustra¢do propria.

A atividade das MMP ¢ estritamente regulada para evitar a degradacdo excessiva dos
tecidos. Os inibidores tecidulares especificos das metalopeptidases (TIMP) desempenham um
papel fundamental nesta regulagdo, ao inibir especificamente a agdo enzimatica das MMP ativas
e equilibrarem a sua atividade. Estas interagdes complexas entre a ativacdo e a inibi¢do
permitem controlar com precisdo as fungdes biologicas das MMP, evitando assim desequilibrios

que podem conduzir a danos na integridade dos tecidos (20,22,23).

Entre as varias metalopetidases da matriz implicadas na resposta inflamatoria e na
destrui¢do dos tecidos periodontais, a MMP-8 e MMP-9 tém sido mais focadas como potenciais
marcadores bioldgicos da atividade da periodontite. Ambas participam ativamente na
degradacdo dos principais componentes da matriz extracelular, nomeadamente o colagénio tipo
I. A seguir, serd abordada em maior detalhe a contribuicao destas duas metalopeptidases para a

fisiopatologia da doenca periodontal (16,21).
2.3 MMP-8 ¢ MMP-9

2.3.1 MMP-8

A metalopeptidase 8, descrita em 1968, foi isolada a partir de leucdcitos
polimorfonucleares (PMNL), o que lhe valeu os nomes PMNL-colagenase ou colagenase de
neutrofilos, antes de ser também referida como MMP-8. Expressa principalmente pelos
neutrofilos, a MMP-8 ¢ armazenada como um zimogénio (pr6-MMP) nos seus granulos
especificos, permitindo uma libertacdo répida durante a resposta inflamatoéria para iniciar
imediatamente a degrada¢do da matriz extracelular. A MMP-8 pode ser produzida por outros
tipos de células em resposta a sinais inflamatorios, incluindo condrodcitos, fibroblastos

mononucleares e células endoteliais. Alguns trabalhos indicam também que, em condic¢des de
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stresse tecidular ou de sinalizagao pro-inflamatoria, os fibroblastos e os macrofagos expressam
MMP-8, embora estes niveis sejam geralmente inferiores aos observados nos neutrofilos.
Também ¢ importante notar que a MMP-8 representa a colagenase mais abundante presente na

dentina (26-29).

Como j4 foi referido, a estrutura da MMP-8 ¢ constituida por uma regido pro-peptidica
inibidora, um dominio catalitico que contém o zinco essencial para a sua atividade e um
dominio de ligagdo ao substrato. Esta arquitetura requer a eliminagdo do pro-peptideo por
clivagem proteolitica para se tornar cataliticamente ativa. Estudos recentes confirmaram que
esta ativacdo ocorre frequentemente no microambiente inflamatdrio, onde outras peptidases

contribuem para a conversao da MMP-8 na sua forma ativa (28-30).

A MMP-8 ¢ particularmente especializada na degradacgao do colagénio fibrilar tipo I. A
especificidade desta enzima para este substrato deve-se ao reconhecimento da estrutura em
tripla hélice do colagénio. Estudos demonstraram que a clivagem da tripla hélice leva a
desestruturacdo progressiva da matriz extracelular, facilitando assim a remodelacao dos tecidos
e a cicatrizagdo de feridas (29,31). Ao degradar os colagénios fibrilares, a MMP-8 facilita a
migra¢ao das células imunitarias para os locais de infe¢ao ou lesdo, modulando assim a resposta
inflamatoria. De facto, estudos demonstraram que a atividade da MMP-8 permite a libertagao
de fragmentos da matriz que funcionam como moléculas de sinaliza¢do, modulando positiva ou
negativamente varios processos inflamatorios e de reparagdao (29,31,32). Estes fragmentos
podem atuar como quimiocinas ou modulando a atividade de outros mediadores, reforcando

assim a coordenacdo entre a inflamagao ¢ a remodelacao dos tecidos.

Tal como acontece com outras MMP, a atividade da MMP-8 ¢ estritamente controlada a
nivel transcricional, por ativa¢do zimogénica, por inibicdo devida a TIMP e a o2-
macroglobulina , presente no plasma e no fluido gengival, de modo a evitar a degradagao
excessiva da matriz extracelular (15,20). No caso da MMP-8, os principais TIMP responsaveis
pela sua inibi¢do sdo o TIMP-1 e, em menor grau, o TIMP-2, sendo o TIMP-1 aquele que
apresenta maior afinidade e eficdcia na sua neutralizacdo. A pr6-MMP-8 requer ativacao
proteolitica para se tornar funcional. Esta ativagdo pode ocorrer por meio de outras peptidases,

como a plasmina, a tripsina, a elastase neutrofilica e mesmo outras MMP (23,29)
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2.3.2 MMP-9

A MMP-9, também denominada gelatinase B ou colagenase B do tipo IV, é expressa por
uma vasta gama de células, incluindo ndo sé neutrofilos e macrofagos durante respostas
inflamatorias agudas, mas também células endoteliais e certas células tumorais, particularmente

no contexto de stresse, hipoxia ou transformacao celular (22,33).

A expressdo da MMP-9 pode ser modulada por vérios estimulos pro-inflamatérios e
fatores de crescimento como a IL-1B, o TNF-a e o VEGF, o que lhe permite ser rapidamente
ativada quando necessario em qualquer ambiente (33). A sua ativacdo envolve a clivagem
proteolitica da forma latente por enzimas como a MMP-3, a elastase neutrofilica e a plasmina,
que expdem o dominio catalitico ativo. No que diz respeito a sua regulacdo negativa, a MMP-
9 ¢ inibida principalmente pelo TIMP-1, que forma complexos de elevada afinidade com a pro-
MMP-9, prevenindo a sua ativagdo precoce ou excessiva. A a2-macroglobulina fluido também
atua como inibidor inespecifico, capturando MMP ativas para impedir a degradacao difusa da
matriz extracelular (23,33). A MMP-9 desempenha um papel decisivo em varios processos
patologicos. Ao degradar componentes essenciais da matriz extracelular, como o colagénio de
tipo I'V, um dos principais constituintes da membrana basal. A MMP-9 ndo s6 facilita a migragao
celular, como também a angiogénese, que ¢ um mecanismo muito importante no estudo dos

tumores e da cancerizagao (28,33,34).

Ao facilitar a reorganizagdo da matriz extracelular, a MMP-9 desempenha um papel
fundamental em processos como a cicatrizacao de feridas e a regeneragdo de tecidos, tal como
a MMP-8, ja referida. Mas esta atividade proteolitica também pode ser desviada em contextos

patologicos, nomeadamente na progressao tumoral e a disseminagdo metastatica (34).
2.4 Papel da MMP-8 e MMP-9 na degradagao dos tecidos periodontais

O processo inflamatorio comega com a ativagdo do sistema imunitario inato: as bactérias
patogénicas libertam toxinas (lipopolissacaridos, enzimas proteoliticas) que estimulam as
células imunitdrias residentes como os queratindcitos, macrofagos e células dendriticas
presentes no periodonto. Em resposta, estas células segregam citocinas pro-inflamatorias,
recrutando mais neutréfilos e macréfagos para o local da infegdo (35). Os neutrdfilos que sao
as primeiras células a serem recrutadas para os tecidos periodontais inflamados, desempenham
um papel crucial na fagocitose dos agentes patogénicos periodontais. Para além desta funcao,

libertam varias substancias antimicrobianas, incluindo MMP (20).
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A Figura 7 apresenta um esquema que ilustra o mecanismo da resposta imunitdria ao nivel do

periodonto, evidenciando o inicio da degradacao tecidular.

Ativagdo do sistema imunitério @ Secregdo de citocinas pro-
inato: bactérias patogénicas inflamatérias que recrutam mais
libertam toxinas neutrofilos e macréfagos para o

local da infegao.

* Bactérias
periopatogénicas

Lipopolisacarides, enzimas
proteoliticas e outras toxinas
libertadas pelas bactérias.

e 2 -
[ B Macréfagos residentes ou
macréfagos circulantes.

Células dendriticas
residentes

Citocinas pré-inflamatérias e outras
enzimas (como as MMPs).

6‘-. Neutrofilos circulantes atraidos
< para o local da inflamacao.

Degradacdo da matriz
@xtracelular (MEC) para facilitar o
recrutamento de novas células.

Estimulacdo das células
@ imunitarias residentes presentes
no tecido periodontal.

Figura 7 Representagdo esquematica da resposta inflamatoria no periodonto. llustragdo propria.

No periodonto, a degradacao da MEC baseia-se numa cascata enzimatica orquestrada
principalmente pelas MMP-8 e MMP-9. A forma ativa da MMP-8 inicia o processo através da
clivagem do colagénio tipo I, um dos principais constituintes da MEC. Esta atividade facilita a
migracdo das células imunitarias para os locais de infecdo (36). A MMP-9 tem como alvo a
gelatina e o colagénio de tipo IV, desempenhando um papel na degradacdo da membrana basal
e na migracao de leucocitos para os tecidos infetados (28). Este mecanismo ¢ amplificado na
presenga de estimulos pro-inflamatérios, nomeadamente citocinas como a IL-13 e o TNF-a,
bem como o stresse oxidativo e os produtos bacterianos, que induzem a sobre-expressao das

MMP (28,35).

O stresse oxidativo e as MMP-8 e MMP-9 estdo intimamente ligados no contexto da
inflamacao e da degradagdo dos tecidos periodontais. Corresponde a um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os mecanismos de defesa antioxidante do
organismo. Foi demonstrado que estas ROS podem estimular a libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, TNF-a, IL-1B), que induzem a expressao de MMP-8 e MMP-9
por neutro6filos, macrofagos e fibroblastos (37). As ROS podem também ativar diretamente as
MMP, quebrando o "interrutor de cisteina" tornando-as imediatamente ativas (38). Por fim, as
ROS podem também inibir os TIMP, que normalmente regulam a atividade das MMP (24).

Desta forma, o equilibrio entre a degradagao e a reparacdo ¢ perturbado, acelerando a
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destrui¢do dos tecidos periodontais Na auséncia de um controlo adequado por TIMP, esta
atividade pode tornar-se excessiva e levara destruicdo progressiva dos tecidos periodontais,

resultando na perda de insercdo e reabsor¢do dssea carateristicas da periodontite (20,23).

2.5 Polimorfismos de nucledtido tnico nas regides promotoras dos genes MMP-

8 e MMP-9

Os polimorfismos de nucleétido tinico (SNP) sdo pequenas variagdes na sequéncia do
DNA que ocorrem quando uma Unica base € substituida por outra numa posi¢ao especifica do
genoma. Quando localizados em regides reguladoras dos genes, como os promotores, podem
influenciar a transcrigdo genética e, consequentemente, a producdo de proteinas. Tém sido
amplamente estudados pela sua relevancia na variabilidade interindividual, predisposi¢ao
genética a doengas complexas, como a periodontite, e no contexto da medicina personalizada
(39,40). Considerando as diferengas de suscetibilidade entre individuos a doenga periodontal,
tem-se explorado a hipotese de que o perfil genético individual pode modular a resposta
inflamatoria do hospedeiro (39—41). Diversos SNP foram identificados em genes com papel na
imunidade e na degradagdo tecidular, como ¢ o caso das MMP. No gene MMP-8, destacam-se
0os SNP —799C>T e +17C>G. O polimorfismo —799C>T, situado na regido promotora, tem
demonstrado, em ensaios in vitro, reduzir a afinidade de ligagdo de fatores repressores a
sequéncia promotora, levando a um aumento da transcri¢ao e da expressao da MMP-8 (42-45).
Por outro lado, o SNP+17C>G, embora localizado ap6s o inicio da transcri¢do, pode igualmente
influenciar a estabilidade do mRNA ou a eficiéncia da traducao (42—44). No gene MMP-9, o
SNP —1562C>T tem sido igualmente estudado, tendo-se verificado que o alelo T est4 associado
a maior atividade do promotor, o que pode levar a uma producdo aumentada da enzima (46).
Embora varios estudos apontem para uma possivel associacdo entre estes SNP e a periodontite,
os dados ainda sdao contraditorios, € continua a ser necessario esclarecer se estas variagdes

genéticas influenciam de forma significativa a suscetibilidade a doenga ou a sua progressao.
3. MMP-8 e MMP-9 como biomarcadores

Devido ao seu envolvimento na degradacao do tecido periodontal, a MMP-8 e MMP-9
foram identificadas ha vérios anos como potenciais biomarcadores para avaliar a atividade
inflamatoria e a progressao/gravidade da doenga periodontal. A sua presenca e niveis de
expressao nos tecidos periodontais ou fluidos biologicos (como o fluido gengival ou a saliva)
parecem estar frequentemente correlacionados com a gravidade da inflamagao periodontal e a

destruicdo dos tecidos de suporte (16,21).
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O estudo do fluido gengival crevicular (FGC) ¢ particularmente relevante na
investigagcdo da periodontite, pois este fluido inflamatorio reflete com precisdo as alteragdes
bioquimicas e imunologicas que ocorrem nos tecidos periodontais. Rico em enzimas, citocinas,
metalopetidases e outros mediadores da inflamagdo (45), ¢ de recolha simples, rapida e bem
tolerada, tornando o FGC uma fonte acessivel e promissora para a monitorizagao da atividade
da doenga, da resposta ao tratamento e para a identificagdo de biomarcadores associados a

destruicao tecidular.

Virios estudos t€ém investigado a correlagdo entre os niveis das metalopetidases MMP-
8 e MMP-9 e a gravidade da periodontite, demonstrando, em muitos casos, que niveis elevados
destas enzimas no fluido gengival crevicular estdo associados a formas mais avangadas da
doenga (47,48). Estes dados sugerem o seu potencial como biomarcadores de atividade
inflamatoria e destrui¢do tecidular. No entanto, embora exista uma base de evidéncia, alguns
autores permanecem céticos quanto a universalidade desta correlacdo (48). Persistem dividas
sobre a especificidade das MMP como marcadores fidveis, bem como sobre a sua capacidade
de prever com exatiddo a evolugdo clinica da periodontite. Esta falta de consenso sublinha a
importancia de realizar estudos laboratoriais mais aprofundados, que permitam confirmar ou
refutar as hipdteses atuais, aperfeicoar a compreensao do papel das MMP-8 ¢ MMP-9 na
fisiopatologia da doenga periodontal e avaliar com rigor o seu valor clinico como ferramentas

de diagnostico e prognostico (20).
4. Objetivos e hipoteses

Os objetivos deste estudo foram 1) investigar a possivel associacdo entre os
polimorfismos nos genes MMP-8 (=799C>T e +17C>G) e MMP-9 e a ocorréncia de
periodontite, considerando a influéncia genética na suscetibilidade a doenga; e II), avaliar os
niveis das enzimas MMP-8 no fluido gengival crevicular e explorar a sua eventual correlagao
com a ocorréncia e gravidade clinica da periodontite, com o intuito de validar o seu potencial

como biomarcadores precoces no diagnostico e monitorizacao da doenga periodontal.
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Hipoteses estatisticas:

Hlo (Hipodtese nula): Os polimorfismos nos genes das MMP-8 e MMP-9 ndo tém
associacdo significativa na suscetibilidade a periodontite.

H1. (Hipotese alternativa): Os polimorfismos nos genes das MMP-8 e MMP-9 estdo
associados a uma maior suscetibilidade a periodontite.

H2o (Hipotese nula): Os polimorfismos nos genes das MMP-8 ndo tém associagdo
significativa com os niveis de MMP-8 no FGC.

H2: (Hipoétese alternativa): Os polimorfismos nos genes das MMP-8 estdo associados
aos niveis de MMP-8 no FGC

H3o (Hipdtese nula): Nao ha diferenga significativa na concentragdo de MMP-8 no FGC
entre pacientes com periodontite e individuos periodontalmente saudaveis.

H3: (Hipdtese alternativa): A concentragdo de MMP-8 no fluido crevicular gengival ¢
significativamente diferente em pacientes com periodontite do que em individuos
periodontalmente saudéveis, indicando o seu potencial papel como biomarcadores de

doenga.
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II. Materiais e métodos
5. Consideragdes gerais

Este estudo observacional, intitulado "As metaloproteinases MMP-8 e MMP-9 no
fluido crevicular de individuos com doenga periodontal” insere-se no projeto cientifico
MMP-89POLYACT, financiado pelo programa CiiEM Investiga, sob o titulo "Relagdo
entre polimorfismos do gene promotor das metaloproteinases 8 e 9, atividade proteica e
suscetibilidade a periodontite numa populacdo portuguesa", coordenado pela

investigadora principal Madalena Oom.

O estudo foi aprovado pela Comissdao Cientifica do MIMD e pela Comissao de
Etica da Egas Moniz (Processo Interno n® 922 - ver Anexo 1). A Dire¢do da Clinica
Dentéria Egas Moniz (CDEM) também autorizou o acesso aos dados clinicos dos

pacientes e a recolha de amostras para fins de investigacao (Anexo 2).

Este trabalho ¢ uma continuagdo do trabalho de Catarina Alexandra dos Santos
Rato (49), Mariana Nascimento Ferreira(50) e Inés Martins Almeida (51), que obtiveram
o grau de mestre em Medicina Dentaria na Egas Moniz 2022 e 2023, respetivamente. Por

esse motivo baseia-se em parte, em dados previamente recolhidos e ou analisados.

O trabalho foi realizado na clinica universitaria no ambito das consultas de
periodontologia e triagem na Clinica Dentéaria Egas Moniz, e nos Molecular Biology Lab
e no Microbial Communities and Antimicrobial Resistance Lab da Egas Moniz School of

Health and Science.
6. Estudo clinico
6.1 Sele¢ao da Amostra

Os participantes foram selecionados nas consultas de triagem e periodontologia
da Clinica Dentaria Egas Moniz tendo sido alocados a dois grupos: um grupo com satude
periodontal (controlo), e um grupo constituido por pacientes diagnosticados com
periodontite (grupo de teste). Os pacientes foram selecionados de acordo com os critérios
de inclusdo e exclusdo previamente definidos e registados num questionario (Anexo 3).
Foram excluidos pacientes com outra patologia inflamatoria cronica que ndo seja

periodontite, em periodo de gestacdo ou em periodo de amamentagdo, em tratamento
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ortodontico, com perda ponderal patologica significativa e doentes submetidos a

tratamento periodontal nos ultimos seis meses.

Antes da recolha das amostras de fluido crevicular gengival (FGC), todos os
candidatos foram submetidos a uma avaliacdo periodontal por um médico dentista e foi
efetuado um exame periodontal de boca completa (Anexo 4). Com base nos dados
obtidos, foi estabelecido o diagndstico para cada participante, de acordo com a nova
classificagdo das doengas periodontais e peri-implantares adotada pela Academia
Americana de Periodontologia (AAP) e pela Federacdo Europeia de Periodontologia
(EFP) em 2017. Apo6s terem sido selecionados para participar neste estudo, os
participantes foram informados dos objetivos do mesmo, tendo assinado um termo de

consentimento informado (Anexo 5).
6.2 Recolha de fluido crevicular gengival

As amostras de FGC utilizadas neste estudo foram recolhidas, quantificadas e
armazenadas no ambito de trabalhos anteriores (49—51), utilizando o protocolo descrito

por Hernandez e al., 2010 (52).

O FGC foi recolhido antes de qualquer outra acdo por parte do paciente ou do
profissional (sem elixir bucal ou exame clinico), a fim de evitar qualquer sangramento ou
de estimular a sua produgdo. Uma vez registados os dados do participante e assinado o
consentimento informado, a drea de amostragem foi relativamente isolada utilizando
rolos de algodao, pontas secas e um aspirador de saliva para evitar a contaminagdo da
amostra por placa bacteriana, saliva ou sangue. Todas as amostras foram colhidas com
tiras de papel absorvente (Oralflow, EUA) na superficie mesiovestibular dos dentes 11 e
36 para os pacientes do grupo de controlo. Na auséncia de um destes dentes, as amostras
foram colhidas no dente adjacente ou contralateral; nos doentes com periodontite, as
amostras foram colhidas nas bolsas periodontais com maior profundidade de sondagem.
A tira de papel foi inserida durante 30 segundos no sulco ou bolsa periodontal, e as
amostras que apresentavam sinais de contaminacdo por saliva ou sangue foram
descartadas. Todos os investigadores envolvidos seguiram protocolos normalizados para
a recolha das amostras de fluido crevicular para assegurar a coeréncia do processo de

recolha e garantir uma amostra representativa e comparavel.

32



Materiais e Métodos

6.3 Quantificagdo do fluido crevicular gengival

A quantifica¢do do FGC foi efetuada imediatamente apos a recolha utilizando o
Periotron (Oralflow, Inc). A conversdo de unidades arbitrarias para volume de fluido (ul)
foi efetuado por referéncia a uma curva de calibragdo previamente realizada. As amostras

foram armazenadas em tubos Eppendorf codificados a uma temperatura de -80°C.
6.4 Preparacao de amostras para analise

As amostras foram retiradas do armazenamento a -80°C e colocadas em gelo para
descongelagdo. Cada amostra foi diluida em 50 pL de solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) estéril durante 5 minutos antes da centrifugag¢do. Para otimizar a extragdo
do fluido, a zona ndo absorvente do periopaper (cor de laranja) foi fixada a tampa do tubo
Eppendorf antes da centrifugacdo. As amostras foram entdo centrifugadas a 5000 rpm,
4°C durante 5 minutos (VWR® Mega Star 600/600R). O conteudo de cada amostra foi

dividido em trés tubos separados e armazenado novamente a -80°C para conservacao.
6.5 Anélise da atividade das MMP por zimografia

Para a realizacdo das experiéncias de zimografia, foram preparados géis de
poliacrilamida em duas fases distintas: um gel de concentracao (4% de acrilamida) e um
gel de resolucao (10% de acrilamida, Bio-Rad®). O gel de resolucao foi enriquecido com
colagénio tipo I (3,9 mg/mL, obtido de cauda de rato, Sigma-Aldrich®), substrato das
colagenases envolvidas na periodontite, permitindo a detecdo da atividade enzimatica das
MMP. A polimerizacdo foi iniciada com a adi¢do de persulfato de aménio e TEMED,
sendo os géis imediatamente vertidos entre duas placas de vidro (com separadores del

mm e inseridas numa cassete.

Foram preparados dois conjuntos distintos de amostras, um com uma sele¢ao de
amostras dede pacientes saudaveis e outro de pacientes com doenga periodontal. A
concentragdo de proteinas em cada conjunto foi determinado por um método
colorimétrico, seguindo as recomendacdes do fabricante (Pierce™ BCA Protein Assay
Kit, ThermoScientific, versdo de janeiro de 2020). Este método baseia-se na reducdo de
i0es Cu?" a Cu* em meio alcalino, seguida da formagdo de um complexo colorido entre

Cu* e 4cido bicinconinico, cuja absorvancia foi medida a 562 nm. A concentracdo final
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foi obtida por interpola¢do numa curva padrao de BSA (0 a 2000 pg/mL), e um volume
de 25 pL de cada conjunto foi aplicado nos pogos dos géis, ap6s diluicdo com tampao de

amostra nao redutor.

Foi adicionado um marcador de peso molecular (NZYColour Band size («Da)
Protein Marker I, NZYTech®), bem como uma solu¢do de MMP-8
recombinante humana (Sigma-Aldrich®), utilizada como controlo
positivo, ativada com p-aminofenilmercurio a 37 °C durante 1 hora.

Outras condigdes experimentais incluiram a adicdo de MMP-8 inativa e.

w
&

A disposicdo dos géis e a organizacdo das amostras variaram consoante a

-
o

experiéncia, mas todas foram realizadas sob as mesmas condi¢des de
preparacao e analise.
Figura 8 NZYColour

Protein Marker I,
NZYTech®

MMPS8 inativa
(controle interno)

Grupo controle
Grupo de estudo
Marcador
MMP8 ativa
(controle interno)

X X X X

Stacking gel

Resolving gel

Figura 9 Representacdo de um dos geis utilizado. Ilustrag¢do propria.

A eletroforese foi efetuada durante 15 minutos a 90 V, seguida de
aproximadamente 2 horas a 200 V em tampao Tris/Glicina/SDS (Bio-Rad®). Os géis
foram entdo lavados duas vezes durante 30 min com uma solucao de Triton X-100 a 2,5%
para remover o SDS e renaturar as enzimas. A incubagdo decorreu em condi¢des 6timas
para a digestdo do colagénio, numa solucdo de 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl,
5 mM CaClz, | mM ZnCl> e 0,02% Brij 35, a 37°C, durante um periodo varidvel,
dependendo dos ensaios que realizdmos. Apos a incubagdo, os géis foram corados com
Coomassie Blue R-250 (Bio-Rad®) durante 1 h, e descolorados até aparecerem bandas
visiveis de atividade proteolitica como 4reas incolores contrastando com o fundo azul dos

géis.
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Os géis foram analisados por densitometria utilizando o software Fiji apos a
fotografia. O peso molecular das bandas foi estimado por comparacdo com o marcador
de peso molecular e a curva de calibracao correspondente (Figura 10).
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R*=0,9453

Figura 10 Curva de calibragdo usada na andlise das massas moleculares

6.6 Quantificagdo de MMP-8 por ELISA

A quantificagdo da concentragdo de MMP-8 nas amostras de FGC foi realizada
por meio de um ensaio imunoenzimatico tipo ELISA (Human MMP-8 ELISA Kit, Sigma-

Aldrich®), de acordo com as recomendagdes do fabricante.

As amostras, armazenadas a -80 °C, foram descongeladas em gelo e diluidas em
PBS estéril, de modo a atingirem concentracdes compativeis com a faixa de dete¢do do
ensaio (0-6000pg/ml). Apos homogeneizagdo a temperatura ambiente (18-25 °C), 100
pL de cada amostra ou padrao foram dispensados, em duplicado, numa placa de 96 pogos

previamente revestida com anticorpos anti-MMP-8.

A leitura da absorvancia foi efetuada a 450 nm num leitor de microplacas. Uma
curva padrdo foi construida a partir de diluicdes conhecidas de MMP-§8, e as
concentragdes das amostras foram determinadas por interpolacdo, com aplicagcdo de uma
equacdo polinomial de 4.° grau, conforme especificado pelo fabricante. Os resultados

foram expressos em pg/mL, tendo em consideragdo a diluicdo do FGC..

a—d
y=d+ q q A
e g)b Symmetrical sigmoeidal

Goodness Measures VW hat's this?
R? 0.9999
aR2 0.9996
S
SE

0.000291
0.02816
SSE 0.001586

Absorvéncia

F 3435
AlC —24.4
BIC -2524
DoF 2

tracdo final de MMP-8 (pg/ml) AlCc 156

a 0.02764449 +0.0292
b 1.032294 +0.06219
< 3224.052 +429.3

d

5.783306 + 0.3689

Equation
y =5.783306 + (0.02764449 — 5.783306)/(1 + (x/3224.052)1032294)

Figura 11 A e B Representagoes graficas das equagoes obtidas para a regressdo ndo linear 4PL da MMP-8. Curvas
geradas com o software MyCurveFit©.
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6.7 Recolha de material genético

O material genético foi recolhido utilizando um uma zaragatoa estéril de utilizacao
unica com uma ponta amovivel que pode ser ejetada através de um mecanismo integrado
(OmniSwab, Whatman FTA). A amostragem foi efetuada esfregando firmemente a

extremidade absorvente do OmniSwab contra a mucosa jugal do paciente.

Figura 12 OmniSwab, estéril (100), Whatman fia Qiagen®

Apos a recolha, as amostras foram colocadas em tubos Eppendorf codificados

mantidas em gelo até serem armazenadas a -20°C.
6.8 Extra¢ao de ADN

O ADN foi extraido utilizando o protocolo "Isolation of Total DNA from Surface
and Buccal Swabs" do QIAamp DNA Investigator Handbook.

Em primeiro lugar, procedeu-se a lise das células, adicionando 20 pl de proteinase
K e 600 pl de tampdo ATL a cada amostra, utilizando micropipetas calibradas. Os tubos
foram entdo agitados em vortex durante 10 segundos para homogeneizar as amostras.
Estas foram entdo incubadas num bloco de aquecimento a 56°C durante 1 hora, com
agitacdo em vortex durante 10 segundos de 10 em 10 minutos. Foi efetuada uma breve
centrifuga¢do para remover quaisquer goticulas aderentes as paredes internas dos tubos.
Em seguida, foram adicionados 600 pl de tampao AL as amostras, seguido de agitacdo
em vértice durante 15 segundos. E essencial que a amostra e o tampio AL sejam bem
misturados para garantir uma lise eficiente. A incubacao foi entdo repetida a 70°C durante
10 minutos, com agitacdo em vortex durante 15 segundos de 3 em 3 minutos para garantir
uma lise completa. Como o tampao ATL e o tampdo AL sdo tampdes de lise, a sua adi¢do
provocou a rutura das membranas celulares, libertando as moléculas de ADN de cada
amostra contida nos tubos Eppendorf. No final, adicionou-se 300 pl de etanol (96%), para

se proceder a precipitacdo do DNA dissolvido na solu¢do de lise.

A etapa seguinte da extracdo de ADN consistiu em transferir 700 pl de cada
amostra para uma coluna QIAamp MinElute inserida num tubo de recolha de 2 ml. Esta

etapa exigiu uma grande precisdo para evitar o contacto com a membrana de silica. A
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centrifugacdo foi efectuada a 8000 rpm (6000 x g) durante 1 minuto, ap6s o que o liquido
ndo retido na coluna foi cuidadosamente removido. A coluna é entdo recolocada num
novo tubo de recolha de 2 ml e a operagdo ¢ repetida para amostras superiores a 700 pl.
Este passo separa todos os componentes da lise celular do DNA precipitado. Em seguida,
foram adicionados 500 pl de tampao AWI1 sem tocar na membrana, seguido de
centrifugacdo durante 1 minuto a 8000 rpm. Depois de retirar o tubo de recolha que
continha o liquido residual, a coluna QIAamp MinElute foi recolocada num novo tubo de
recolha de 2 ml. Esta operagao foi repetida utilizando 700 pl de tampao AW2 em vez de
tampao AW1. Estes dois tampdes de lavagem removeram os componentes nao retidos
pela coluna, deixando apenas as moléculas de ADN ligadas a membrana de silica. De
seguida, adicionou-se 700 pl de etanol (96%), seguido de centrifugagdo durante 1 minuto
a 8000 rpm. O etanol removeu a adgua associada ao ADN retido na coluna e permitiu
reforcar a sua insolubilidade. Depois de retirar o tubo de recolha que continha o liquido
residual, a coluna QIAamp MinElute foi colocada num novo tubo de recolha de 2 ml e

centrifugada a 14 000 rpm (20 000xg) durante 3 minutos para secar completamente.

A coluna foi entdo transferida para um tubo de Eppendorf e o tubo de recolha foi
retirado. A coluna foi cuidadosamente aberta e incubada durante 3 minutos a 56°C (para

reforcar a secagem).

Por fim, foram adicionados 50 pl de Buffer ATE a temperatura ambiente ao centro
da membrana de cada amostra para assegurar a elui¢do completa do ADN. Esta etapa foi
efetuada em duas fases: 25 pl de Buffer ATE foram adicionados a cada coluna, seguidos
de incubagdo a temperatura ambiente (15-25°C) durante 1 minuto. Apds a incubagdo, as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm durante 1 minuto. Esta divisdo em duas fases

aumentou significativamente a concentragdo final de ADN no eluato.

Uma vez concluida a extragdo, os tubos Eppendorf que continham as amostras de ADN

foram conservados no frio a -20°C.
6.9 Técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

O promotor dos genes MMP-8 ¢ MMP-9, presente no ADN de cada amostra, foi
amplificado por PCR. Esta técnica requer a utilizagao de iniciadores especificos para cada
polimorfismo estudado. As sequéncias dos iniciadores forward e reverse utilizados foram

descritas em varios estudos:
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- Para o polimorfismo MMP-8 -799 C>T (rs11225395), os iniciadores foram
relatados por Shen et al. (2017) em The Contribution of MMP-8 Promoter
Polymorphisms in Lung Cancer-.

- Para o polimorfismo MMP-8 +17 C/G (rs2155052), foram utilizados iniciadores
de acordo com um protocolo descrito por Shen et al. (2017) em The Contribution
of MMP-8 Promoter Polymorphisms in Lung Cancer

- Para o polimorfismo MMP-9 -1562 C>T (rs3918242), os iniciadores foram
descritos por Liu et al. (2018) em Correlations of MMP-2 and MMP-9 gene

polymorphisms with susceptibility to hepatocellular carcinoma.

O protocolo de PCR foi efetuado de acordo com as condig¢des descritas nos respetivos

estudos.
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Tabela 3 Resumo dos iniciadores, condi¢oes de PCR e enzimas de restrigdo para os polimorfismos MMP-8 e MMP-9

Polimorfismo

MMP-8 -799 C>T
(rs11225395)

MMP-8 +17C/G
(rs2155052)

MMP-9 -1562 C>T
(rs3918242)

iniciadores (5'-3")

F: CCATCTTCACATAGCCTTGG
R: CCTTGTCTTCTGCCTGTGAA

F: CTGTTGAAGGCCTAGAGCTGCTCC
R: CATCTTCTCTTCAAATCTTACCC

F: GCCTGGCACATAGTAGGCCC
R: CTTCCTAGCCAGCCGGCATC

Materiais e Métodos

. Enzima de )
Condigdes de PCR ) Fragmentos obtidos
restricao

94°C - 5 min
35 ciclos :
- 94°C 30s,
- 57°C 30s,
- 72°C 30s
72°C - 10 min
95°C - 1 min

285 pb (TT)
172+113 pb (CC)

Sfel

35 ciclos :

- 95°C 30s,

- 55°C 30s,

- 72°C 30s
72°C - 5 min
95°C - 5 min

799, 90 ¢ 79 pb (CC)
878 ¢ 90 pb (CG)

Ddel

35 ciclos :
- 94°C 30s,
- 64,5°C 30s,
- 72°C45s
72°C - 10 min

435 pb (CC)
247+188 pb (TT)

Sphl
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Antes de iniciar o protocolo PCR, quantificdimos o ADN presente nas amostras
utilizando um espetrofotometro Thermo Scientific NanoDrop One. Foram aplicados cerca
de 1-2 uL de amostra na superficie da cuvete e a concentracdo de ADN foi determinada

medindo a absorvancia a 260 nm.

O visor digital apresenta uma série de informagdes para além dos valores de
concentragdo de ADN, incluindo relatorios, A260/A280 e A260/A230. Estes racios
determinam o grau de pureza do ADN. Uma relagdo 260/280 entre 1,65 e 2 indica ADN
de boa qualidade, com um valor 6timo de cerca de 1,8, considerado o limiar maximo de
pureza. Um racio inferior a 1,65 sugere a presenc¢a de contaminantes proteicos, enquanto
um valor superior a 2 indica contaminac¢do por ARN. Além disso, a razdo 260/230 deve
ser maior ou igual a 1,8 para garantir a auséncia de residuos de solventes organicos
utilizados durante a extragdo do ADN. Qualquer desvio em relagdo a estes valores indica
uma pureza insuficiente, o que pode comprometer a integridade das anélises

subsequentes.

Comecamos entdo por diluir os iniciadores para uma concentracao final de 10 M.
De seguida, foram feitas as solugdes de PCR, com os volumes finais de reagentes
necessarios para preparar o Master Mix (nome dado a solucdo global feita num tnico tubo

que sera redividido em varios tubos consoante o nimero de amostras a anotar).

Esta Master Mix continha dgua H.O sem DNase/RNase, Kit MyTaq (incluindo
Taq DNA Polymerase, dNTPs e tampao contendo MgClz), bem como primers forward e

reverse.

Tabela 4 Preparagdo de cada tubo PCR

Solugdes Valor de referéncia
MyTaq 12,5 ul
Primario para a frente 1l

Mistura principal

Primério inverso 1 pl

H>0 sem DNase/RNase 7,5 ul
ADN 3ul
Vfinal 25 pl
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A mistura foi preparada para o nimero de amostras a analisar, um controlo
negativo (sem ADN) e uma margem adicional para compensar eventuais erros de

pipetagem.

Foram entdo numerados minitubos Eppendorf de 0,5 ml para cada amostra a
analisar. Para cada tubo, foram transferidos 22 pl do Master Mix, seguidos de 3 pl de
ADN para cada amostra, com exce¢do do controlo negativo, ao qual foram adicionados 3
ul de 4gua sem DNase/RNase em vez de ADN. Assim, cada tubo continha um volume

final de 25 pl.

Finalmente, as amostras foram colocadas num termociclador de Promega para
amplificacdo. Para efetuar as amplificagdes, foram executados programas de acordo com

as condigoes descritas na Tabela 3.

Uma vez terminada a PCR, tomamos 3ul de cada amostra e adicionamos 3ul de
agua sem DNase/RNase e 1ul de azul de bromofenol. Em seguida, procedeu-se a uma
eletroforese rapida num gel de agarose a 1%, na horizontal, para verificar, antes da
restri¢do, se as bandas especificas eram visiveis e se o controlo negativo estava isento de

contaminagao.

O protocolo pormenorizado para a producao de gel e a técnica de eletroforese sera

discutido mais adiante no ponto 10.2.4.

6.10 Anélise dos polimorfismos MMP-87%, MMP-8(*17) ¢
MMP-915por Polimorfismo de tamanho de Fragmentos de
Restrigao (RFLP)

A técnica RFLP foi utilizada para analisar os polimorfismos MMP-87%°, MMP-8(*17)
e MMP-9-1%%2, Para cada um dos polimorfismos, foi efectuada uma solugéo diferente com

base nas restrigdes enzimaticas especificas para cada alvo.

- Sfcl para MMP-87%
- Ddel para MMP-8"17
_ Sphl MMP-9-152

A escolha das enzimas de restricao Sfcl, Ddel e Sphl deve-se a sua capacidade de
reconhecer e hidolisar especificamente as sequéncias de DNA alteradas pelos
polimorfismos em estudo e assim discriminam os locais de restricdo relevantes para a

analise genética dos polimorfismos do MMP-87°, MMP-8'17 e MMP-9
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1592 respetivamente. Cada uma destas enzimas permite distinguir entre os alelos variantes

e selvagens nos respetivos loci, tornando possivel a genotipagem precisa através da

técnica de RFLP.

Em primeiro lugar, foram calculados os volumes necessarios para preparar a solucao
Master Mix. Esta solug@o ¢ constituida por agua isenta de DNase/RNase, a enzima de

restricdo e o seu tampao especifico.

Tabela 5 Preparagdo de amostras para discriminagdo de alelos utilizando a técnica RFLP

Valor de
Solugdes .
referéncia
Enzima (Sfcl, Ddel ou Sphl) 1 ul
Mistura principal Tampao especifico para a 30l
enzima 4l
H>0 sem DNase/RNase

VPCR(ADN) 22 ul
Vfinal 30 ul

O Master Mix foi preparado num tubo Eppendorf. Os volumes de cada

componente foram determinados de acordo com o niimero total de amostras a analisar.

Distribuiram-se 5 pL desta solucdo de Master Mix nos diferentes minitubos
Eppendorf de 0,5 ml correspondentes a cada amostra, com exce¢ao do controlo negativo,
obtendo-se um volume final de 30 pL por amostra (tendo em conta que tinhamos retirado

3 uL para o teste de eletroforese apds a PCR).

Os tubos foram incubados durante a noite a 37°C para permitir a hidrélise do ADN
pela enzima. Apods a incubacdo, os fragmentos de ADN obtidos foram separados por

eletroforese num gel de agarose a 3%.

Durante o periodo de estudo, foram utilizados varios géis, com 2 ou 3% de agarose

e diferentes tamanhos (nimero de pogos).

A preparagdo de um gel de agarose de 3% com 24 pogos comecou com a pesagem
de 4,5 g de agarose em p6 (SeaKem® LE Agarose) num baldo Erlenmeyer. Em seguida,
foram adicionados 150 ml de tampao TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). A solugdo foi

aquecida no micro-ondas até a agarose estar completamente dissolvida, obtendo-se uma
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mistura homogénea e translucida. Apos arrefecimento, foram adicionados 7,5 pL de
corante premium Green Safe. Este corante intercala-se entre as bases azotadas do ADN,

tornando possivel a visualizacdo das bandas sob luz ultravioleta.

O gel ainda quente foi vertido para um molde equipado com pentes serrilhados,
formando pogos onde as amostras seriam depois depositadas. Apos a solidificacao do gel,

os pentes foram retirados e o gel transferido para uma cuba de eletroforese horizontal

contendo tampao TAE 1X, assegurando uma imersdo completa. Band otz (o)
1500
1200
Cada pogo recebeu 15 pL de produto de PCR restrito. 488°
700
600
Foi adicionado um marcador de peso molecular (NZYDNA Ladder E(g’(g,

350
300

250
200

150
100

VI) ao primeiro pogo (7 pL). A eletroforese foi entdo efectuada a uma
corrente de 100 mA. Por fim, as bandas de ADN foram visualizadas sob luz
ultravioleta utilizando um transiluminador, o que permitiu avaliar o seu

peso molecular comparando as posigdes das bandas de ADN e os pesos *

) Figura 13 NZYDNA
moleculares conhecidos do marcador. Ladder VI

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos
gendtipos na populagdo estudada. De acordo com esse principio, na auséncia de forgas
evolutivas (como sele¢do, mutagdo, migragao ou deriva genética), as frequéncias alélicas
e genotipicas permanecem constantes ao longo das geragdes (53). Para cada polimorfismo
analisado, foram calculadas as frequéncias alélicas, e genotipicas esperadas determinadas
com base na formula p2+2pq+q2 =1, onde p e q representam as frequéncias dos dois

alelos. Anélise estatistica

A analise estatistica foi efetuada utilizando o software IBM SPSS Statistics
(versdo 30.0.0.0.0, IBM Corp., Armonk, NY, EUA). Os dados foram analisados para
descrever a distribuicdo das varidveis, comparar grupos e avaliar correlagdes. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos para um valor de p < 0,05.

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Dado que os dados ndo apresentavam distribui¢do normal (p<0,05), foram

utilizados testes ndo paramétricos.

Foram utilizados modelos lineares generalizados (GLM) para a analise estatistica,

uma vez que as variaveis dependentes (ndo cumpriam o pressuposto da normalidade. A
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maioria dos modelos foi estimada sob o pressuposto de uma distribui¢do gama com uma

funcdo de ligacdo logaritmica, adaptada a dados biologicos com assimetria positiva.

Foram construidos modelos iniciais completos para explorar associagdes entre
preditores clinicos, demograficos e genéticos e cada varidvel dependente. As co variaveis
incluiram a idade (variavel continua), o sexo, o estatuto de fumador (variavel categorica:
fumador/ndo fumador), bem como os genotipos da MMP-8 (-799 C/T e +17 C/G) e da
MMP-9 (-1562 C/T). Quando apropriado, a redu¢do do modelo foi aplicada para melhorar
a parcimonia, retendo apenas os preditores que eram estatisticamente significativos
(p<0,05) ou clinicamente relevantes. O ajuste e a significancia dos efeitos foram avaliados
usando testes de razdo de verossimilhanga e estatisticas de Wald (Chi?). As comparagdes

entre pares foram ajustadas usando o método da diferenga menos significativa (LSD).

Para analisar o efeito do estadio da periodontite (classificado de acordo com o
sistema de estadiamento de 2018, estddio I-IV) nos marcadores enzimdticos e na
profundidade de sondagem, foram utilizados modelos GLM separados, considerando o
estddio como um preditor categorico. A idade foi incluida como uma co-varidvel nestes
modelos, sempre que necessario, para controlar potenciais fatores de confusdo. As médias
marginais estimadas foram calculadas e comparadas entre os grupos através de contrastes

de pares.

Os tamanhos dos efeitos sdo apresentados como coeficientes de regressao (B) com
os respetivos erros padrdo e intervalos de confianga de 95% de Wald. Para GLM com
ligacdo logaritmica, os coeficientes exponenciados (Exp(B)) foram interpretados como
efeitos multiplicativos. O diagnostico do modelo incluiu o exame desvio residual, a
estatistica Chi? de Pearson e os critérios de informacao (AIC, BIC e CAIC) para avaliar

a adequagdo do modelo.

A conformidade com o equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificada por meio do teste
do qui-quadrado (¥2). A analise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico
R 4.0 (pacote R baseado no teste do qui-quadrado, Statistical Computing and Graphics,

Inc.).

44



Resultados

III.  Resultados
7. Populagdo estudada

A amostra do estudo foi composta por 62 pacientes, com idades entre 20 e 67 anos,
divididos em dois grupos de acordo com o seu estado de satide e critérios de inclusdo: o
grupo de teste, com 36 pacientes diagnosticados com periodontite, e o grupo de controlo,
com 26 pacientes com saude periodontal. A caracteristica da populacdo estudada

encontra-se nas tabelas 6 € 7.

Tabela 6 Carateristicas demogrdficas e clinicas da populagdo geral estudada

Variavel Modalidade Frequéncia (n) Percentagem (%)
Feminino 33 53,2
Sexo
Masculino 29 46,8
Saudavel 26 42,0
Fase I 1 1,6
Estado de
Fase II 9 14,5
saude 58,0
Fase III 17 274
Fase IV 9 14,5
Tabela 7 Carateristicas demogrdficas e clinicas da populag¢do dos dois grupos
Variavel Grupo saudavel (n=26) Grupo de teste (n=36)
Feminino 15 18
Sexo
Masculino 11 18
Idade média (anos) 35+11 52 +11
Profundidade média de
2+1 6+1
sondagem (mm)
Volume médio de FCG
. 0,21+ 0,12 0,57 +£0,36
recolhido (ul)

Todas as informacdes relativas aos dados de cada paciente, idade, sexo,
localizagdo de colheita de amostra, profundidade de sondagem e volume de FCG

recolhido, estdo apresentadas em forma de tabela em anexo (Anexo 6).
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A idade média dos pacientes incluidos no estudo foi de 45 + 14 anos, com um

minimo de 20 anos € um maximo de 67 anos. A distribuicdo por género mostrou uma

predominancia de mulheres (53,2%).

8. Genotipagem dos promotores dos genes MMP-8 e MMP-9

No ambito do presente trabalho, foram analisadas as 8 amostras que, no estudo

anterior, ainda ndo tinham sido processadas. Com a sua inclusdo, foi possivel completar

a informacao em falta e proceder a andlise da totalidade das 62 amostras.

Para cada polimorfismo, os diferentes gen6tipos foram identificados com base no

tamanho do fragmento, visualizado por eletroforese em gel de agarose a 3%. A figura 14

ilustra os resultados obtidos para varias amostras representativas.

Figura 14 Exemplo de resultados da eletroforese dos produtos PCR apos a técnica PCR-RFLP para as 8 amostras

[]
[]

* -
- . .

- - b -

ES2 E53 ES5 E56 ES7 ES8  E6D C42 [

-l

em falta relativamente aos polimorfismos MMP-8-799 (C/T)

Tabela 8 Resultados dos 8 andlises genéticas

Codigo

E52
E53
ES55
E56
E57
E58
E60
C42

Grupo
Teste
Teste
Teste
Teste
Teste
Teste
Teste

Controlo

MMP-8-799(C/T)
CT
cC
cC
CT
cC
CT
CT
CT
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MMP-8+17(C/G) MMP-9-1562(C/T)

CC
CC
CC
CG
CC
CC
CC
CC

CT: One band at 285pb, One band at

172pb, One band at 113pb

CC: One band at 172pb, One band
at113pb

CC
CC
CT
CC
CC
CC
CC
CC
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As frequéncias alélicas e genotipicas na populagdo estavam de acordo com o
equilibrio de Hardy—Weinberg para os trés polimorfismos: MMP-8 -799(C/T) (p=0,450)
MMP-8+17 (C/G) (p=0,190) e MMP-9-1562(C/T) (p=0,400).

Nas figuras 15, 16 e 17 sdo representadas as distribuigdes genotipicas dos trés

polimorfismos MMP-8 -799(C/T) MMP-8+17 (C/G) e MMP-9-1562(C/T).

MMP-8-799 C/T

60%
50%

40%

30% W Controlo
W Periodonite
20%
) . I
0%
cc CcT T

Figura 15 Distribui¢do genotipica do MMP-8 -799(C/T) na populagdo estudada.

ES

MMP-8 +17 C/G

90%

80%
70%
60%
50%
M Controlo
40%
1M Periodontite
30%
20%
0% I
cc cG

GG

Figura 16 Distribui¢do genotipica do MMP-8 +17(C/G) na populagdo estudada

MMP-9-1562 C/T

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

0%

W conteolo

W Periodontite:

mll
cT

Figura 17 Distribui¢do genotipica do MMP-9 -1562(C/T) na populagdo estudada.

A andlise da frequéncia dos polimorfismos da MMP-8 e MMP-9 mostrou que as

distribui¢des genotipicas foram semelhantes entre o grupo saudéavel e o com periodontite.
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O modelo usado para andlise da associagdo verificou que os polimorfismos ndo foram

significativamente associados a presenca de periodontite (tabela 9):

Tabela 9 Resumo da andlise estatistica da associag¢do dos polimorfismos a periodontite.

Variavel p-valor Efeito significativo
Polimorfismo

0,452 Nao
MMP-8-799(C/T)
Polimorfismo

0,327 Nao
MMP-8+17(C/G)
Polimorfismo

0,999 Nao

MMP-9-1562(C/T)

9. Presenga de MMP-8 no FCG

A concentragdo de MMP-8 foi avaliada para cada uma das amostras para explorar
uma possivel correlagdo entre os niveis detetados no FGC e a presenga e gravidade da
periodontite e os polimorfismos genéticos analisados. Neste trabalho foram analisadas 36
das 62 amostras recolhidas. Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 10, e na

tabela 11 encontram-se os resultados globais obtidos.

48



Resultados

Tabela 10 Concentragdo de MMP-8 no FGC para as 36 amostras quantificadas neste trabalho

Ju—— MMP-8 no FGC Amostras ~ MMP-8 no FGC (ug/ml)

(ug/ml) E38 14.6
C19 2,2 E40 3.1
C20 0,2 E41 12,7
21 0.9 E43 0.0
C30 0,5 E44 32
3l 23 E45 40
32 3,6 E46 47
C33 3.9 47 02
C36 5.1 a8 .5
C37 0.7 50 .5
C39 2,0 E5l 0.7
c42 1,7 E52 1.6
E20 2.2 ES3 70
E32 45 B 20
E33 5.4 ES6 0.0
E34 1,1 E57 L
E35 5,5 Es8 25
£36 05 E60 0.6
E37 1,7

Tubela 11 Concentragdo total de MMP-8 (ug/ml) no FGC
Média Mediana Desvio padrao Minimo  Méximo

MMP-8 total no

FGC (pg/ml) 4,6 3,3 4,7 0,2 20,4
Controlo (n=26)
MMP-8 total no

FGC (pg/ml)

Periodontite 3,5 2,7 3.3 0 14,6

(n=36)
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Com estes dados verificamos que ndo hé diferenca estatistica nos dois grupos. Os
doentes com doenga periodontal ndo tinham valores significativamente diferentes de
MMP-8 total no seu FCG do que os doentes saudaveis. O modelo estatistico mostra que
nem os habitos tabagicos, nem a idade, nem os polimorfismos sdo preditores dos niveis
de MMP-8. Por sua vez os niveis de MMP-8, quando ajustados a idade, também nao estdo

associados ao diagnostico ou a gravidades da periodontite.

Ao subdividir o grupo de individuos com doenga periodontal por estadio (figura
18), também nao sdo detetadas diferenca estatistica entre a concentracdo de MMP-8 total

e os diferentes estddios da doenga periodontal.

25
20 e

15 ® *

-

Saudave

Concentragcdo de MMP-8
totalno FCG (ug/ml)
6]

[ ]
()
- —e
L | 1 Il v
Estadio da doencga (Saudavel, I-1V)

Figura 18 Concentragdo de MMP-8 por estadio da doenga

Ap0s a andlise da MMP-8 total, realizdmos também a analise da MMP-8 ativa
com base nos dados recolhidos em trabalhos posteriores (46,47). A MMP-8 ativa ¢ a
fracdo de enzima capaz efetivamente de degradar colagénio. No entanto, os resultados
sdo semelhantes aos anteriores € ndo se verificou qualquer associacdo entre os niveis de

MMP-8 ativa medidos e a presenga ou o estadio da periodontite.

De acordo com o modelo usado, a idade foi o Unico preditor significativo da

presenga de periodontite (p=0,012) e da sua gravidade (p<0.001).
10. Revelagao das MMP ativas presentes no FCG

Para averiguar a acdo das peptidases ativas que possam estar presentes no FGC,
com capacidade de hidrolise de colagénio, foi realizada uma zimografia. Para esta
zimografia foram selecionadas algumas amostras do controlo (C3B, C11A, C13B, C14B

e C16B) e amostras de pacientes com periodontite (E11A, E11B, E14A, E18A, E19A,
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E23A, E24A e E25A) e agrupadas para melhor evidenciar eventuais diferencas nos perfis
de hidrolise.

Para cada um dos grupos foi quantificada a proteina total (tabelal2) e aplicada no

gel a mesma quantidade (2,4 pg de proteina) para fins de comparagao direta (figura 19).

Tabela 12 Concentragdo de proteina total em cada um dos grupos usados para zimografia

Concentragao
Controlo 177,5 pg/ml
Periodontite 119,0 pg/ml
A (kD8)  wwcater  Cowon ek B
. - Grupo controlo Grupo estudo
e o MW (kDa) MW (kDa)
b s 219 217
o0 188 183
as - 4 45+1kDa - 169
25 141 140
110 110
- 94
67 67
53 53
45 44
38
32

Figura 19 Resultado do gel de zimografia. A,- gel de zimografia B,- a andlise que se seguiu com o software Fiji um
traco indica a ndo deteg¢do dessa banda

A andlise do gel revela que a amostra de controlo tem um perfil de peptidases diferente
da amostra dos individuos com doenca periodontal. Observa-se uma maior intensidade
de hidroélise de colagénio no caso da amostra controlo do que na amostra dos pacientes
com periodontite. A andlise por densitometria, permitiu identificar a massa molar das
proteinas presentes nas zonas de hidrdlise do colagénio (Figura 19 B). As principais
diferengas sdo as presengas de bandas de 169 kDa e 94 kDa na analise do grupo estudo

que ndo sdo visiveis no grupo controlo. E também evidente que a abundancia de MMP de
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massa molar elevada (acima de 100kDa) ¢ maior no caso do controlo, embora esta gama
seja de pouco interesse uma vez que inclui as peptidases nas suas pro-formas de sdo de
maior massa molecular. A amostra de MMP-8 (previsivelmente com massa molecular
cerca de 60kDa, dependendo do estado de glicosilagdo (54)) colocada no gel como

controlo positivo ndo foi visivel.
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V. Discussdo

A degradacao dos tecidos periodontais na doenga periodontal envolve uma interacao
complexa entre os agentes patogénicos, a resposta imunitaria do hospedeiro e os
mediadores inflamatérios. Concentramo-nos aqui nas MMP-8 e MMP-9 porque, de
acordo com a literatura, estas metalopeptidases parecem desempenhar um papel central

na degradacdo do colagénio da matriz e, consequentemente, na destruicao dos tecidos.

Neste contexto, o objetivo do nosso estudo foi explorar a influéncia de polimorfismos
genéticos da MMP-8 e MMP-9 e avaliar a presenca e atividade da MMP-8 no fluido
crevicular gengival de pacientes com periodontite e compard-los com pacientes
saudaveis. As hipdteses avancadas envolviam a possivel associagdo entre certas variagcdes
genéticas e uma maior suscetibilidade a doenca bem como a potencial correlagdo entre a

gravidade da doenca e o aumento do nivel das MMP.

A patogénese da periodontite ¢ complexa e depende da suscetibilidade do hospedeiro
e do desafio bacteriano especifico. Embora as bactérias sejam consideradas os fatores
iniciais da periodontite, o seu impacto pode ser modificado pela predisposicao individual,
que determina as manifestagdes associadas e a gravidade da doencga. Uma substitui¢do de
um unico nucleétido, de C para T, foi identificada nos promotores dos genes MMP-8 e 9
nas posigoes -799, e -1562, respetivamente (41,44) e de C para G no promotor de MMP-
8 +17, diminuindo a afinidade de ligacdo de um repressor da transcricdo (42) e,
consequentemente um aumento no nivel de proteinas produzidas pelas células, bem como
da sua atividade em portadores do alelo T (41,42,44). Esta consequéncia pode levar a
variabilidade entre individuos na predisposi¢do a doencas complexas, como a
periodontite. Os nossos resultados mostraram que as distribuicdes alélicas e genotipicas
do grupo de individuos saudaveis e dos com periodontite ndo foram significativamente
diferentes para nenhum dos polimorfismos estudados. Também nao foi encontrada uma
associacdo significativa do haplétipo com os dois SNP da MMP-8 associados. Em
concordancia, nao foi encontrada diferenga no nivel de MMP-8 associado a cada um dos
polimorfismos.

No entanto, a literatura aponta para a possivel existéncia de diferencas na rela¢ao entre
os polimorfismos e a periodontite entre subgrupos. As conclusdes do estudo de caso-
controlo de Murthykumar et al (2019) (nivel de evidéncia III) corroboram as nossas (43).

No entanto, o estudo de caso-controlo de Majumder P et al. (2019) (nivel de evidéncia
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III), realizado numa populagdo indiana mostra evidéncias de uma associagdo significativa
entre o polimorfismo da MMP-8 (-799C/T) e o aumento da suscetibilidade a periodontite
cronica (55). A mesma variabilidade nas conclusdes se verifica para o polimorfismo +17
C/G do gene MMP-8. Alguns estudos, como o de Majumder P et al. (2019), (nivel de
evidéncia III) relataram uma associa¢do entre este polimorfismo e uma redugdo na
suscetibilidade a doenga periodontal cronica, particularmente quando acompanhado por
um outro polimorfismo na MMP-13 (53). No entanto, outros estudos ndo encontraram
uma ligagao significativa entre o polimorfismo +17 C/G e o diagndstico de periodontite,
(44) e os nossos proprios resultados, que ndo confirmam associagdo entre esta variagdo
genética e a doenca.

Duas meta-analises que reagrupam diversos estudos individuais (56,57) identificaram
uma associagao significativa com maior risco de periodontite cronica, especialmente em
populagdes asiaticas (58). Estudos realizados em pacientes caucasianos com periodontite
cronica ou agressiva (Republica Tcheca, Turquia) ndo encontraram associagdo
significativa (59). Da mesma forma, o polimorfismo +17 C/G da MMP-8 nao demonstra
associagdo clara com a doenca, independentemente da populagdo. No que diz respeito a
MMP-9 (1562 C/T), os resultados sugerem um efeito protetor contra a periodontite
cronica em certas populagdes, particularmente asiaticas (60,61), enquanto nenhuma
associagdo significativa foi observada para a periodontite agressiva ou em populacdes
caucasianas (62,63). Estas divergéncias podem ser atribuidas ao tamanho das amostras,
mas também as diferencas étnicas ou geograficas entre as populacdes estudadas. Além
disso, as defini¢des de periodontite nem sempre sdo uniformes, o que complica as

comparagdes entre estudos (embora desde 2017 a defini¢@o se tenha tornado universal).

Assim, embora certos polimorfismos das MMP tenham sido associados a
suscetibilidade a periodontite em alguns estudos, os nossos resultados, juntamente com
os de outras investigagdes recentes, sugerem que ndo existe uma liga¢do clara e
significativa entre estas variagcdes genéticas e a periodontite. Para de facto se verificar
uma altera¢do funcional com diferengas nos niveis e atividade das MMP, podera ser
necessario um haplotipo com um grupo de alteragdes genéticas mais alargada como se
verificou no estudo em que apenas o conjunto de trés alelos minor foi associado a

resultados obstétricos (42).

Tal como se verificou para os polimorfismos também ndo encontramos uma

associagdo entre os niveis de MMP-8 no FGC e a periodontite. A MMP-8 foi de facto
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detetada no FGC, em todas as fases da doenca, mas que a sua concentragdo ndo ¢é
significativamente diferente. Mesmo dentro do grupo de pacientes com doenca
periodontal, ndo parece haver diferenca na expressao dessas mesmas metaloproteinas de

acordo com os diferentes estadios da doenga (I a IV).

Ao comparar varios estudos clinicos e revisdes publicados entre 2018 e 2024,
exploramos a ligagdo sugerida entre os niveis de MMP-8 no FCG e o estado periodontal.
A maioria das pesquisas mostra uma associagdo significativa entre os niveis desses
potenciais biomarcadores e a presenca, gravidade ou progressdo da doenga periodontal.
As revisdes sistematicas de De Morais et al. (47) (Nivel 1) e de Gul et al. (48) (Nivel I)
apoiam esta tendéncia, mas sublinham a significativa heterogeneidade entre os estudos,
quer em termos dos métodos utilizados, das amostras estudadas ou das diferentes fases
de tratamento. Estas limitagdes questionam a utilidade destes potenciais biomarcadores
num contexto clinico, enquanto sublinha a necessidade de uma abordagem cautelosa na

sua interpretagao.

Embora muita investigagdo continue a sugerir uma associag¢ao entre estes potenciais
biomarcadores e a inflamagdo periodontal, um numero crescente de estudos,
particularmente aqueles com metodologias mais rigorosas, estdo a comegar a desafiar esta
hipotese tal como apontam os nossos resultados. Os estudos de coorte de Dolinska et al.
(2022, 2024) (nivel de evidéncia II), apesar de protocolos bem definidos, ndo observaram
variagdo significativa nas concentragdes de MMP apoés o tratamento periodontal (64,65).
Um outro estudo que avaliou os niveis de varias MMP no FGC antes e depois do
tratamento ndo cirurgico da periodontite, demonstrou que o nivel de MMP-8 ndo
apresentou diferenca significativa entre as diferentes fases (pré e pds-tratamento), mesmo

que o tratamento tenha mostrado melhorias reais no estado da doenga (66).

Neste contexto, os nossos resultados fazem parte de uma tendéncia que questiona a
utilizacdo universal da MMP-8 como biomarcadores de diagndstico. Destacam a
importancia de considerar estes biomarcadores com cautela, tendo em conta o contexto
clinico como um todo. De acordo com o modelo utilizado, a idade ¢ um forte preditor
significativo da presenga de periodontite. A idade acarreta alteragdes no sistema
imunitario que determinam a resolucdo dos processos inflamatorios e de cicatrizacdo de

feridas.
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As diferencas encontradas nos diversos estudos referidos podem ser explicadas por
varios fatores como os métodos de analise utilizados, a ndo apresentacdo dos resultados
relativizados ao volume de FGC que enviesam fortemente as conclusdes, a detegdo das
isoformas ativas ou totais e a variabilidade das populagdes estudadas (comorbilidades,
tratamentos em curso, fatores genéticos) e como observamos a idade dos participantes
nos estudos. Além disso, os métodos de amostragem utilizados, que muitas vezes nao sao
normalizados de um estudo para outro, podem também desempenhar um papel
importante. Por ultimo, a dimensdo por vezes reduzida das amostras e a auséncia de

distin¢ao por subtipo de periodontite limitam o alcance das conclusdes.

Este estudo também tem limita¢cdes. Em primeiro lugar, a dimensdo da amostra ¢
relativamente pequena, o que pode ter reduzido o poder estatistico de algumas anélises,
nomeadamente no caso dos polimorfismos genéticos, em que as variagdes sdo muito
pequenas. Aselecdo dos polimorfismos analisados centrou-se naqueles mais
frequentemente descritos na literatura. No entanto, outras variantes genéticas
potencialmente relevantes ndo foram consideradas neste estudo. Embora a idade média
dos dois grupos considerados ndo seja muito diferente, poderd ter comprometido a

robustez das analises efetuadas.
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V. Conclusio

Os resultados obtidos mostram que, na populagdo estudada, nem os polimorfismos
selecionados nem os niveis de MMP-8 sdo preditores do diagnostico de periodontite nem
da sua gravidade. Também nao foram encontradas associacdes entre os polimorfismos e

os niveis de MMP-8 o que nos leva a rejeitar todas as hipoteses alternativas.
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VII. Anexos

Anexo.1 Aprovacgao pela comissdo ética

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 & apreciagdo da Comissdo de Ftica 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 populagao Portuguesa”, foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comissao de Etica da Egas Moniz

Prof®. Doutora Mari% 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 Declaragao da diregao clinica

(WO Sy,
&l ‘/k’qp

W 4
)k

" EGAS MONIZ

T 1V,
SRATV o,

Declaragao da Diregéo Clinica para Autorizacao para realizagao de trabalho de projeto de
investigacdo na Clinica Dentaria Egas Moniz

Identificacdo do investigador responsavel: Maria Madalena Seabra de Oliveira Salema Cordeiro Oom

Titulo do Projeto: MMP89POLYACT- Relationship between metalloproteinases 8 and 9 promoter gene
polymorphisms, protein activity and periodontitis susceptibility in a Portuguese population.
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Anexos

Anexo.3 Questiondrio para selecdo dos pacientes

UNNIAEITARIO pelacio entre polimorfismos no promotor dos genes das metalopeptidases 8 e 9,
EGAS MONIZ atividade proteolitica e a suscetibilidade a periodontite numa populacao Portuguesa

Questiondrio para selegdo dos participantes

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

Idade:

N2 de dentes:

Periodontite: SIM [ NAO [J

Gravidez ou amamentagio: SIM [ NA0 [J NAO Aplicavel (]
Aparelho ortodéntico: SIM [ NAo [J

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

Perda ponderal (cancro e/ou doenga inflamatéria cronica): SiM O] NAo O

se sim, Qual?

Qutras doengas/patologia: (exemplo diabetes, hipertensio)

A Preencher pelo Coordenador do Projeto de investigacao:

Cumpre critérios de Inclus3o SIM [0 NAo [
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Anexo.4 Periodontograma
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@) CRU Prof. Doutor Ricardo Alves
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Anexos

Anexo.5 Consentimento informado

Codigo | IMP:EMLPE 17_03

Monte de Caparica, __de de

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do curso de Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Insfituto Universitario
Egas Moniz sob a orientagdo do Prof. Doutor Ricardo Alves, solicita-se autorizacio para a
participacdo no estudo *Relagdo entre polimorfismos no promotor dos genes das
metalopeptidases 8 e 9, atividade proteolitica e a suscetibilidade a periodontite numa
populagdo Portuguesa” a pacientes da Clinica Universitaria Egas Moniz.

O estudo tem como objetivo avaliar os fatores de risco genéticos para a periodontite
(inflamacdo e perda de osso a volta do dente) a partir de amostras recolhidas da mucosa
oral e fluido crevicular (liguido produzido pela gengiva) assim como potenciais marcadores
para o diagnostico precoce da doenca.

A sua participacdo consiste em: i) exame oral, habitual em consultas; ii) realizacdo de um
pegueno questionario e iii) recolha de uma amostra da mucosa oral por meio duma
zaragatoa e duas recolhas de fiuido crevicular, antes e apos tratamento cinirgico. A recolha
do fluido crevicular demora apenas alguns minutos, sera efetuada de forma ndo invasiva,
com desconforto minimo, usando tiras de papel esterilizadas.

A participagdo neste estudo & voluntdria. A sua ndo participacdo ndo Ihe frard qualquer
Os resultados deste estudo poderdc contribuir para definir critérios de diagnéstico precoce
da periodontite, determinacdo da sevendade da doenca e a capacidade de detetar
A informacao recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico efou publicagdo, e
sera apenas tratada pelos responsaveis e/ou outros colaboradores do projeto. A sua recolha
€ anonima e confidencial.

(Riscar 0 que néo inferessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esdlarecido sobre as
condi¢des do mesmo e que ndo tenho dividas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tufor legal)
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Anexo.6

Informacdes sobre os participantes com satude periodontal

e as amostras dos grupos

Grupo Controlo

Codigo de
amostra
C.01.A
C.02.B
C.03.A
C.05B
C.06.A
C.08.B
C.09.A
C.10.B
C.11LA
C.12. A
C.13.B
C.14.B
C.16.B
C.19.A
C.20.A
C21.A
C.22.B
C.23B
C.30.A
C31.A
C.32.A
C33.A
C.36.A
C37.A
C39.A
C42.A

Grupo

Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel
Saudavel

Saudavel

Idade

23
21
23
28
26
33
27
34
29
30
46
58
31
31
63
43
36
28
20
40
33
53
39
43
35
36

Género

£ £ ™ mmmwZmwEmE X mm g ™o
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Local de
recolha
36 MV
36 MV
11 MV
36 MV
11 MV
36 MV
11 MV
36 MV
11 MV
11 MV
46 MV
46 MV
36 MV
11 MV
1IMV
1IMV
36 MV
VM
1IMV
11IMV
1IMV
1IMV
1IMV
11IMV
1IMV
1IMV

Profundidade
de sondagem

2

W N W W o= W NN N NN W N

W NN

—

Volume do fgc (uL)

0,12
0,17
0,32
0,18
0,27
0,24
0,35
0,14
0,26
0,11
0,44
0,1

0,29
0,25
0,48
0,14
0,08
0,1

0,45
0,14
0,2

0,08
0,12
0,12
0,12
0,14



Grupo Estudo

Codigo de

amostra
E.03.B
E.04.B
E.05.B
E.06.A
E.11.A
E.18.A
E.19.A
E.20.A
E.23.A
E.24.A
E.25.A
E.26.B
E32.A
E.33.A
E.34.A
E35.A
E.36.A
E37.A
E.38.A
E.40.A
EA41.A
EA43.A
E.44.A
EA45.A
E.46.A
E47.A
E48.A
E.50.A
E51.A
E.52.A
E.53.A
E.55.A
E.56.A
E.57.A
E.58.A
E.60.A

Grupo

Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite
Periodontite

Periodontite

Idade

67
60
53
66
46
58
57
63
63
48
45
55
40
45
30
48
35
45
46
57
67
24
57
44
66
52
48
65
58
50
61
56
60
34
58
58

Género

7 £ £ £ 1 -m 1< L £ ML L L L L L L 1T L 1ML L oo
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Local de
recolha
12 MV
26 DV
31DV
43 MV
41 MV
48 ML
43 MV

VM
33DV
32DV
21 CV
17 PC
26 MV
1MV
47 MP
44 MV
17 DP
17 MV
17 DV
41 MV
16 MV
17 MP
45 DV
16 MV
11 MV
42 DV
41 MV
25DV
42 DV
24 DP
16 MV
16 DP
36 DV
17 DP
14 MV
26 MP

Profundidade
de sondagem

9

AN W W

O L A L1 Y Y Y N0 b0 Y 0 1Y Y 0 o

Anexos

Volume do fgc (uL)

1,24
1,24
0,66
1,02
0,89
0,98
0,41
1
0,81
1,23
0,71
0,79
0,29
0,45
0,44
0,52
0,87
0,19
0,3
1,0
0,19
0,1
1,01
0,3
0,29
0,25
0.2
0,19
0,45
0,57
0,31
0,58
0,09
0,27
0,1
0,75
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Anexo.7 Consentimento informado

Codigo | IMP:EMLPE 17_03

Monte de Caparica, __de de

Exmo.(a) Sr.(a),

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

O estudo tem como objetivo avaliar os fatores de risco genéticos para a periodontite
(inflamacdo e perda de osso a volta do dente) a partir de amostras recolhidas da mucosa
oral e fluido crevicular (liguido produzido pela gengiva) assim como potenciais marcadores
para o diagnostico precoce da doenca.

A sua participacdo consiste em: i) exame oral, habitual em consultas; ii) realizacdo de um
pegueno questionario e iii) recolha de uma amostra da mucosa oral por meic duma
zaragatoa e duas recolhas de fiuido crevicular, antes e apos tratamento cinirgico. A recolha
do fluido crevicular demora apenas alguns minutos, sera efetuada de forma ndo invasiva,
com desconforto minimo, usando firas de papel esterilizadas.

A participac@o neste estudo € voluntaria. A sua n@o participacdo ndo Ihe frara qualquer
Os resultados deste estudo poderdc contribuir para definir critérios de diagnéstico precoce
da periodontite, determinacdo da sevendade da doenca e a capacidade de detetar
precocemente recidivas.

A informagdo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico efou publicagdo, e
sera apenas tratada pelos responsaveis e/ou outros colaboradores do projeto. A sua recolha
€ anonima e confidencial.

(Riscar 0 que néo inferessa)
ACEITO/NAO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as
condigoes do mesmo e que ndo tenho davidas.

(Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pai/mae ou tufor legal)
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Anexos

Anexo.8 Resumo participagdo 7¢congresso Ciiem 2025

Rethinking MMP-8 as a Biomarker in Periodontitis: Evidence from Genetic and Protein
Expression analysis
Yohan Ragnél, Jodo Trincéol, Mariana Ferreiral, Catarina Ratol, Inds Martins' e Margarida Estevesl, Paulo

Mascarenhasz, Ricardo Alvesz, Isabel Barahonaz, Ana Clara Ribeiroz, Madalena Salema-Oom’

nstituto Universitario Egas Moniz (IUEM), Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal
2Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research (CiiEM), Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal

Periodontitis is a chronic, multifactorial inflammatory disease, whose clinical diagnosis is often made at an
advanced stage, by which time the destruction of the supporting tissues has already begun. The onset and
progression of the disease may be related to polymorphisms in genes of proteins responsible for the
destruction of the periodontium ligament such as matrix metallopeptidases (MMPs). Single nucleotide
polymorphisms in the promoter region may influence the binding of regulatory factors, thereby resulting in
alterations to mRNA and protein levels. Several studies have been conducted examining the correlation
between MMP-8 (-799C>T) and MMP-8 (+17 C>G) Single nucleotide polymorphisms along with the
levels of MMP-8 enzyme with the risk of developing periodontitis. However, the findings from these studies
have not yet reach a consensus. The objective of this study was two-fold: firstly, to explore the relationship
between genetic traits in the MMP-8 gene (MMP-8-799, MMP-8+17) and, secondly, the levels of MMP-8
as detected in gingival crevicular fluid in relation to the occurrence of periodontitis, validating these levels
as biomarker to early diagnostic. The study population comprised 62 patients of whom 36 were diagnosed
with periodontitis and 26 exhibited healthy periodontal tissue, thus forming the test and control groups,
respectively. The gingival crevicular fluid samples were collected using paper strips, and the concentrations
of MMP-8 were then measured using an ELISA kit. Concurrently, buccal mucosa cells were collected from
the same patients using swabs, with the subsequent extraction of DNA. The analysis of polymorphisms was
conducted by PCR and RFLP followed by electrophoresis. Generalised linear models (gamma distribution,
log link) were employed to analyse non-normally distributed outcomes (PD, total and active MMP-8). The
models incorporated variables such as age, sex, smoking habits, and MMP-8 polymorphisms. Non-
significant terms were excluded unless they demonstrated clinically relevance. The effects of disease stage
effects were assessed in age-adjusted models. The model's fit was assessed through the utilisation of
likelihood ratios, Wald statistics, and AIC/BIC. The results obtained are expressed as B coefficients and
exponentiated B (Exp(B)), with pairwise contrasts utilising the least significant difference correction. The
results provide no evidence to suggest a significant association between the periodontitis susceptibility and
each of the polymorphisms or with the genotype analysed. Furthermore, no correlation was identified
between the concentration of MMP-8 or concentration of active MMP-8 and periodontitis. These findings
reinforce a trend that has been observed in the recent literature, which highlights the limitations of MMP-8
as a standalone diagnostic biomarker. In the present model, age is the only factor significantly associated
with active MMP-8 levels, with a slight but statistically significant negative effect, suggesting a gradual
reduction in enzyme activity with ageing, which may reflect age-related immune changes. These results
give rise to questions regarding the use of MMP-8 as a biomarker for periodontal disease, suggesting the
necessity for further studies with larger sample sizes and the inclusion of other matrix metalloproteinases

in the research scope.

Key Words: “Biomarker”; “Gingival Crevicular Fluid”; “MMP-8"; “Periodontitis”
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Anexo0.9 Poster da apresentacdo oral do 7¢congresso Ciiem 2025
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PROTEIN EXPRESSION ANALYSIS

Yohan Ragné?, Jo&o Trinc&o’, Mariana Ferreira®, Catarina Rato, Inés Martins®, Margarida Esteves’, Paulo Mascarenhas?, Ricardo Alves?, Isabel
Barahona®, Ana Clara Ribeiro?, Madalena Salema-Oom?

*Instituto Universitario Egas Moniz (IUEM), Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal
2Egas Moniz Center for Interdisciplinary Research (CiiEM), Egas Moniz School of Health & Science, Caparica, Almada, Portugal

TRODUCTION

The periodontium is a dynamic structure whose main role is to support the tooth and the oral mucosa, and is influenced by local, environmental, and systemic factors (1,2).
Periodontitis is a chronic, multifactorial inflammatory disease affecting the soft and hard tissues of the periodontium, which can lead to irreversible damage (2). Clinical
diagnosis is often made at an advanced stage, by which time the destruction of the supporting tissues has already begun (1).

According to the latest WHO global report on the state of oral health, severe periodontal disease is a public health issue affects nearly 19% of the population that is, one
billion people (3).

Genetic polymorphisms in matrix metalloproteinases (MMPs), particularly MMP-8, may influence the progression of the periodontal disease. Single nucleotide
polymorphisms in promoter regions can alter gene expression. Several studies have explored the link between MMP-8 polymorphisms (-799C>T, +17C>G), enzyme levels, and

periodontitis risk, findings remain inconclusive (4,5,6).
Dental plaque / calculus
Enamel
\ -
Pulp
Gingival sulcus This study investigated the potential of MMP-8 as an early diagnostic

Gingiva biomarker for periodontitis by analysing its concentration in gingival
crevicular fluid as well as the presence of two gene polymorphisms
(-799C>T and +17C>G). The aim was to assess whether these molecular
markers are associated with disease presence, severity, or susceptibility.
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The results provide no evidence to suggest a significant association between the periodontitis susceptibility and each of the polymorphisms or with the genotype analysed.
Furthermore, no correlation was identified between the concentration of MMP-8 or concentration of active MMP-8 and periodontitis. These findings reinforce a trend that has
been observed in the recent literature, which highlights the limitations of MMP-8 as a standalone diagnostic biomarker. In the present model, age is the only factor
significantly associated with a positive effect in the diagnosis of periodontitis. Age has also a slight, yet statistically significant, negative effect on active MMP-8 levels. This
suggests a gradual reduction in enzyme activation with ageing. These results reflect age-related immune changes.
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Figure 4 - Total MMP-8 concentrations according
to the stage of periodontal disease

Figure 6 A and B - Genotypic
distribution of MMP8-799 (C/T) (A) and
MMP8+17 (C/6G) (B)

Figure 3 - Zymography resuls for the analysis of collagenolytic

RELP techniques for MMP8-799 (A) and MMP+17 (8),
These results give rise to questions regarding the use of MMP-8 as a biomarker for

periodontal disease, suggesting the necessity for further studies with larger samples L .
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Figure 5 A e B - Photograph of the results of two versions.
of the electrophoresis performed following the PCR and
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