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Resumo

Objetivo: medir o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) na saliva humana e relacionar
a concentracdo deste mediador inflamatério na saliva de pacientes geriatricos e nao
geriatricos com doenga periodontal, assim como a taxa de fluxo salivar ndo estimulado.
Esta analise poderd indicar se existe associacdo e qual a importancia entre 0 processo
inflamatoério envolvido na doenga periodontal e o processo de envelhecimento
caracterizado pela alteracdo da resposta imunitdria na populacdo da Clinica

Universitaria Egas Moniz.

Materiais e Métodos: estudo observacional, analitico e transversal, efetuado numa
amostra de conveniéncia de 50 individuos adultos. Foram selecionados 2 grupos: Grupo
A (n=25) — doentes com periodontite com idades compreendidas entre os 25 e os 65
anos; Grupo B (n=25) — doentes com periodontite ¢ com idade superior a 65 anos. Em
cada grupo foram recolhidas amostras de saliva ndo-estimulada, tendo sido medidos os
niveis de TNF-o na mesma, através do método ELISA. A condigdo clinica de doenga
periodontal foi aferida e confirmada por médicos dentistas assistentes da Clinica Egas
Moniz. Utilizaram-se medidas de estatistica descritiva e estatistica inferencial com um
nivel de significancia (a) < 0,05. A andlise estatistica foi efetuada com o SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) versao 21 para Windows.

Resultados: Doentes geridtricos e com periodontite apresentaram valores de TNF-a
significativamente mais elevados comparativamente com os doentes ndo geriatricos
com periodontite (31,57 vs 18,43). Os valores da taxa de fluxo salivar ndo estimulado
foram ligeiramente inferiores nos individuos geridtricos com periodontite (0,47 vs

0,48), embora sem significancia estatistica.

Conclusdes: A resposta inflamatoria dos doentes com idade superior a 65 anos com

doenga periodontal ¢ superior do que a mesma em individuos adultos mais novos.

Palavras-chave: citoquinas inflamatdrias, saliva, imunosenescéncia, doenca

periodontal






Abstract

Aims: measure the tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) in human saliva and relate the
concentration of this inflammatory mediator in the saliva of both geriatric and non
geriatric patients with periodontal disease, as well as non-stimulated salivary flow rate.
This analysis may indicate whether there is an association and what might be the
importance of the inflammatory process involved in periodontal disease and the aging
process characterized by impaired immune responsiveness in the adult population of the

University Clinic Egas Moniz.

Materials and Methods: observational, analytical and cross-sectional study (was)
conducted on a convenience sample of 50 adults. Two groups were selected: Group A (
n = 25) - patients with periodontitis aged 25 to 65; Group B ( n = 25) - patients with
periodontitis and over 65 (years old). In each group samples of unstimulated saliva were
collected and TNF-a was measured in the same samples by the ELISA. The clinical
condition of periodontal disease was measured and confirmed by attending dentists of
the Egas Moniz Clinic. Measures of descriptive statistics and statistical inference with a
significance level ( o ) < 0.05 were used. Statistical analysis was performed with SPSS

(Statistical Package for Social Sciences) version 21 for Windows.

Results: geriatric patients with periodontitis had higher TNF-a values than non-
geriatric patients with periodontitis (31,57 vs 18,43) and these results were statistically
significant. The values of unstimulated salivary flow rate were slightly lower in geriatric

subjects with periodontitis (0,47 vs 0,48), having no statistic significance.

Conclusions: the inflammatory response of patients over 65 with periodontal disease

was higher than the same in young adults.

Keywords: inflammatory cytokines, saliva, immunosenescence, periodontal disease
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Introdugdo

I - Introducao

1. Enquadramento tedrico

O objetivo deste trabalho de projeto final visa medir o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0) na saliva humana e relacionar a concentracao desta citoquina inflamatéria na
saliva de pacientes geriatricos ¢ ndo geriatricos com doenga periodontal. Esta andlise
poderd indicar se existe associagdo e qual a importancia entre o processo inflamatorio
envolvido na doenga periodontal e o processo de envelhecimento caracterizado pela
deficiente resposta imunitdria caracteristica do envelhecimento celular na populacao
adulta da Clinica Universitdria Egas Moniz. Sendo esta citoquina considerada um
“marcador” inflamatoério da doenga periodontal, o objectivo deste trabalho consiste em
verificar se esta se mantém aumentada por haver doenca periodontal tendo em conta que
as citoquinas pro-inflamatorias se encontram alteradas com o avangar da idade devido a
senescéncia das células imunitarias. Este aumento traduz-se num maior grau de
inflamagdo, que na populagdo idosa se torna um fator de risco importante na

manutencdo da qualidade de vida destes doentes.

O numero de idosos estd a aumentar rapidamente a nivel mundial, sendo que a
expectativa de vida e a assisténcia com cuidados de satde tém sido responsaveis por
este crescimento (Esquenazi, 2008; Tchkonia, Zhu, van Deursen, Campisi & Kirkland,

2013; Oxford et al., 2015).

A medida que a idade vai avangando existe uma grande parte da populagio que se
depara com uma quantidade de doengas como o cancro, doenca de Alzheimer,
problemas cardiovasculares, obesidade, diabetes, entre outras, o que faz com que o fator
idade seja considerado de risco para uma panoplia de patologias (Sikora, Arendt,

Bennett & Narita, 2011; Baylis, Bartlett, Patel, & Roberts, 2013)

A idade avangada em seres humanos ¢ considerado o maior fator de risco para uma
variedade de doengas, principalmente de doengas de cardcter inflamatorio, aumentando
a possibilidade de que abordagens feitas diretamente a “idade” diminuam o

aparecimento de intimeras causas de morbilidade na populagdo idosa (Sikora et al.,
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2011). O stress oxidativo, oncogénico e bacteriano (Blazkova et al., 2010) tém sido
descritos como indutores da senescéncia celular. Assim, o avangar da idade ¢ definido
como uma regressao da fungao fisiolégica acompanhada por uma diminuicao da fungao
imunitaria do individuo provocada muitas vezes pelo envelhecimento celular (Biagi et

al., 2010).

A imunossenescéncia ¢ o processo complexo da desregulacdo imunitdria associada ao
envelhecimento, no qual quer a imunidade inata quer a imunidade adaptativa mostram
sinais de deterioracdo com o avangar da idade (Boehmer, Faunce, & Kovacs, 2004).
Apesar deste termo se referir mais propriamente ao envelhecimento do sistema
imunitario, este envelhecimento ndo esta necessariamente associado a uma doenga mas
sim a uma série de modificacdes morfologicas e funcionais nas células do sistema de
defesa (Peres, Nardi & Chies, 2003). Nos seres humanos, principalmente nos idosos
com este tipo de imunidade comprometida pela idade, existe um aumento da
susceptibilidade as infec¢des virais e bacterianas, reativagdo de virus latentes, e
diminui¢do da resposta as vacinas (Boehmer et al, 2004). Estes relatos podem decorrer
da redu¢@o do niimero de monocitos e macréfagos circulantes, também caracteristica do
processo de envelhecimento, da qual resulta o prejuizo na apresentacdo de antigénios

(Kinoshita, 2014).

O envelhecimento celular, também denominado imunosenescéncia, pode ser ainda
explicado pelo uso sistematico de células imunitarias, designadamente dos linfocitos T.
Estes, quando expostos a multiplos antigénios, € com o fim de os eliminar, evoluem no
sentido de formar linfocitos especificos para cada antigénio. Depois de concluida a
tarefa, a maioria destes linfocitos antigénio-especificos sofrem apoptose, mas uma parte
destes ¢ convertida em células de memoria especificas para futuras invasdes pelo
mesmo antigénio (Vallejo, Weyand & Goronzy, 2004). A consecutiva invasdo pelo
mesmo agente provoca a diminui¢do do numero de células T virgens e o aumento de
células T de memoria, fator que com a idade se acredita ser uma consequéncia da
involugdo timica em combinagdo com diferenciacdo continua de células T virgens em
células T de memoria. A perda significativa de células T virgens aliada a idade foi
também relatada nos restantes tecidos linfoides, sendo o timo o principal 6rgdo afetado,
uma vez que este apresenta uma regressao a medida que o processo de envelhecimento
vai decorrendo caracterizada pela reducdo do seu tamanho e pela sua substituicdo por

tecido adiposo (Frasca & Blomberg, 2011; Peres et al, 2003).
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A situagdo que resulta da acumulacdo de células T de memoria em individuos idosos
promove assim a diminui¢do da diversidade de especificidades presentes no repertorio
de células T virgens, dando origem a restricdo de novas especificidades de
reconhecimento, que interferem no processo da resposta imunitdria a novos antigénios.
Por conseguinte, a formacdo e expansdo dessas células T-especificas seguida de
apoptose determina a eficiéncia do sistema imunitario. Tendo em conta que as células T
tém uma produgdo limitada, a sua ativagdo crénica provocada por uma inflamagdo
persistente pode levar a emergéncia de células senescentes prematuras que promovem o
desenvolvimento de certas patologias assim como das suas manifestagdes clinicas

(Vallejo et al., 2004; Rajendran, Priyadharshini & Arora, 2013; Kinoshita, 2014).

Na populacdo idosa, o sistema de defesa apresenta sinais de envelhecimento e esse
compromisso imunitario ¢ reconhecido no aumento da susceptibilidade a infe¢des virais
e bacterianas (Boehmer et al., 2011; Frasca & Blomberg, 2015) indicadores estes com
grande impacto na manuten¢do da saude uma vez que sdo promotores de incapacidade e

de mortalidade (Frasca et a/, 2015).

O fenotipo do envelhecimento ¢ explicado por um desequilibrio entre os processos
inflamatorio e anti-inflamatério, o que resulta num estado pro-inflamatoério cronico que
¢ chamado de inflammaging (Franceschi et al., 2007; Brito et al., 2011). A acumulacao
de células senescentes pode contribuir, pelo menos em parte, para a formacao de danos
nos tecidos e para a inflamag¢do constante no fendtipo do envelhecimento (Sikora et al.,

2011).

Nos idosos sao relatadas patologias como a aterosclerose, depressao e outras doencas de
caracter inflamatorio como a diabetes, doengas estas que apresentam valores elevados
de IL-6 e de TNF-a, componentes que sdo representativos e mediadores da resposta

inflamatoria (Tchkonia et al., 2013).

Os macréfagos produzem TNF-o e IL-6, duas das principais citoquinas pro-
inflamatorias. Estas citoquinas pleiotrdpicas estimulam respostas imunocelulares e
induzem a produgdo de proteinas de fase aguda para respostas inflamatdrias sistémicas

(Boehmer et al, 2004), como ¢ o caso da doenga periodontal (Taylor, 2014).
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E necessario ter em consideragdo que a cavidade oral do idoso apresenta uma elevada
incidéncia de carie e de lesdes periodontais, existindo um elevado risco de
desenvolverem outras patologias de outros 6rgaos e sistemas (Castro, Alves & Lopes,
2010), da mesma forma que o fato de existir doenca periodontal pode piorar bastante o
estado de determinadas patologias ja existentes como € o caso da cardiopatia isquémica.
Individuos com doenga periodontal tém um maior risco de desenvolverem doengas
cardiovasculares, quando comparados com individuos sem doenga periodontal (Castro

etal.,2010).

A doenga periodontal distingue-se de outras infe¢des por ndo ser causada por um so
microrganismo mas por um vasto nimero destes (Kinney, Ramseier & Giannobile,
2007) propagando-se através de uma interacdo complexa entre os elementos
periopatogénicos € o mecanismo de defesa do hospedeiro (AlMoharib et al., 2014).
Inicia-se com uma infec¢do microbiana que acontece apds a colonizagdo do sulco
gengival por microrganismos periodontais. Estes, estimulando o epitélio gengival
promovem a produ¢do de mediadores inflamatdrios como ¢ o caso das citoquinas. Este
processo resulta na migragdo de infiltrado neutrofilo do epitélio juncional para o sulco
gengival (Borges et al., 2007; Leishman, Seymour, & Ford, 2013). Estdo assim criadas
as condicdes que resultam na perda das fibras de colagénio e da sua intima relagcdo com
a superficie do cimento, na migra¢do apical do epitélio juncional, na recessdo Ossea e
gengival e finalmente na perda de todo o tecido que suporta os dentes (Kinney et al.,

2007; Noh et al., 2013).

As reagdes imunoldgicas e inflamatdrias provocadas pelo biofilme e pela placa
bacteriana sdo os principais mecanismos que resultam na doenga periodontal. Esta
doenca tem uma prevaléncia mundial bastante consideravel e representa a maior causa
de destrui¢do dos tecidos de suporte das pecas dentarias mediada pela hiperactividade
leucocitaria e geragdo de citoquinas (AlMoharib ef al., 2014) com consequente perda
dentéria (Borges et al., 2007). E caracterizada como uma patologia inflamatéria cronica
induzida maioritariamente por bactérias anaerdbias gram negativas tais como Tanerella
forsythensis, Porphyromonas gingivalis € Treponema denticola, num vasto role de mais

de 600 bactérias diferentes capazes de colonizar a cavidade oral (Kinney et al., 2007).
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A diminui¢do da mastigacdo e consequente digestao deficiente, aliadas & diminuig@o do
numero das papilas gustativas e a polimedica¢do frequente no idoso que geralmente tem
associacdo com a redu¢ao do fluxo salivar, influencia diretamente o estado nutricional,

fisico e psicoldgico do individuo (Castro et al., 2010).

Mudangas anatdémicas e funcionais dos tecidos periodontais também tém sido descritos
como associados ao processo de envelhecimento, como a diminui¢do da quantidade de

queratina e da espessura do epitélio gengival (Castro et al., 2010).

As citoquinas presentes na saliva e no fluido crevicular mostraram-se mediadores da
resposta imunologica do hospedeiro a antigénios exdgenos, uma vez que tém sido
encontradas em altas concentracdes no fluido crevicular de pacientes com doenga
periodontal (Gokul, Faizuddin & Pradeep, 2012). Estes mediadores inflamatdrios
podem ser pesquisados na saliva, sendo usados como meio para avaliar qualitativa e
quantitativamente certas doengas, contribuindo para o seu diagnéstico e caracterizacao

(Kinney et al., 2011b).

Um ntmero de mediadores inflamatorios, como interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a,
prostaglandinas e metalproteinases da matriz (MMPs) estdo envolvidos na doenca
periodontal afectando a atividade leucocitdria, osteobldstica e osteoclastica, e
promovendo uma cascata de eventos que resultam num processo de remodelacdo dos
tecidos local e sistemicamente (Noh et al., 2013). Estas células inflamatdrias do
hospedeiro, quando recrutadas, sdo libertadas pelos fibroblastos, pelos macréfagos, do
tecido conjuntivo e das células epiteliais de unido, ou juncionais e vao atuar de forma
desordenada destruindo os tecidos gengivais e intensificando a reabsorcdo Ossea

(Silveira & Alves, 2009).

O TNF-a, que ¢ secretado maioritariamente por monocitos e macroéfagos, ¢ uma potente
citoquina inflamatoria que promove a libertagdo de outros elementos reguladores como
¢ o caso das colegenases (MMPs), levando a destruicdo do colagénio e a reabsorcao
6ssea, podendo ser considerada uma citoquina major envolvida na patogenia da doenga
periodontal (Noh et al., 2013). Tem sido sugerido que o TNF-o possa servir como

marcador de atividade inflamatoria e assim possa também ter um papel primordial no
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diagndstico e prognostico para a monitorizagdo da doenca periodontal e para a decisdo

terapéutica (Noh et al., 2013).

Os macrofagos sdo importantes produtores de mediadores inflamatorios responsaveis
por variadas sinalizagdes e ligacdes com outras células do sistema imunitario como o
recrutamento de neutrdfilos e a indugdo da proliferacdo de linfocitos T (Kinoshita,

2014).

Na doenca periodontal destaca-se a elevada concentragdo do componente inflamatorio
TNF-a, que tem sido descrita como sendo maior em pacientes com doenga periodontal
relativamente aos pacientes sem doenga periodontal e que os niveis deste mediador
inflamatorio baixam aquando da aplica¢do da terapéutica periodontal (Sexton Wm et

al.,2011; Suvan, D’ Aiuto, Moles, Petrie & Donos, 2011).

Na periodontite cronica, ¢ importante ter em consideracdo a falta de consisténcia no que
diz respeito a sua caracterizagdo imunologica tem sido atribuida a complexidade da
patogénese da mesma. O rigor no seu diagndstico e a dificuldade na determinagdo do
seu estado de atividade em qualquer periodo de tempo usando os métodos de
diagndstico convencionais sdo os principais promotores desta complexidade (Prakasam

& Srinivasan, 2014).

Este trabalho visa medir o TNF-a na saliva humana e relacionar a concentragdo desta
citoquina inflamatoria na saliva de pacientes idosos com doenga periodontal,
comparando os mesmos parametros de pacientes adultos ndo idosos, assim como
comparar o fluxo salivar entre os dois grupos. Esta andlise quantitativa poderd indicar se
existe associagdo e qual a importancia entre o processo inflamatorio envolvido na
doenca periodontal e o processo de envelhecimento caracterizado pela resposta

Imunitaria senescente.

Serdo recolhidas amostras de saliva ndo-estimulada de uma populagdo de 50 doentes da
Clinica Universitaria Egas Moniz, que serdo submetidas ao Teste ELISA para medic¢ao

do mediador inflamatério TNF-a presente nas amostras.
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2. Hipoteses

. Existe alteragdo no doseamento do TNF-a na saliva na doenga periodontal;

. Existe alteracdo no doseamento do TNF-a na saliva de pacientes geriatricos do

que de pacientes ndo geriatricos;

. Existe diferenca no fluxo salivar entre os dois grupos estudados (geriatricos e

ndo geriatricos).
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II — Materiais e Métodos

1. Consideracoes éticas

Este estudo foi submetido & Comissdo de Etica da Cooperativa de Ensino Superior Egas

Moniz, tendo sido aprovado.

Os participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Informado, tendo sido
informados e esclarecidos acerca dos objetivos do mesmo. As amostras foram
recolhidas e os dados utilizados exclusivamente para andlise estatistica, mantendo-se a

confidencialidade e anonimato.

2. Tipo de estudo

Foi realizado um estudo observacional, analitico e transversal para medir: a)
concentragdo da citoquina inflamatdéria TNF-a que se encontra presente nas amostras de

saliva humana; b) taxa de fluxo salivar.

3. Local do estudo

O estudo decorreu na Clinica Universitaria Egas Moniz e no laboratério BioquiLab —

laboratorio de bioquimica do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz.

O estudo clinico teve inicio com a recolha de dados clinicos e amostras de saliva nao
estimulada, dando entdo seguimento ao trabalho laboratorial realizado no BioquiLab

(medigao dos mediadores inflamatorios TNF-a na saliva ndo-estimulada).
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4. Estudo Clinico

4.1 Selecao da Amostra

A amostra foi constituida por 50 doentes da Clinica Universitdria Egas Moniz,

distribuidos em 2 grupos:

*  Grupo A (n=25) — doentes com Periodontite com idades compreendidas entre os 25
e 0s 65 anos (ndo geriatricos);
* Grupo B (n=25) — doentes com Periodontite com idade superior a 65 anos

(geriatricos).

Em todos os doentes, foi feita a recolha de saliva ndo estimulada e medida a taxa de

fluxo salivar.

Quanto a condigdo periodontal, esta ja tinha sido auferida e confirmada previamente ao
estudo por Médicos Dentistas Docentes especializados na area da Periodontologia,
tendo sido considerados doentes periodontais aqueles que apresentavam bolsas

periodontais em que haveria necessidade de recorrer a tratamento periodontal.

4.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos individuos que tivessem os seguintes critérios comuns: a) doentes da
Clinica Universitdria Egas Moniz; b) sexo Masculino e Feminino; c) doentes que

assinassem o termo de consentimento informado; d) doentes com mais de 25 anos.

Os critérios de inclusdo especificos para cada grupo da amostra foram os seguintes:
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* Grupo A — Nao Geriatricos com Periodontite
o Todos os individuos com idade entre os 25 e os 65 anos e simultaneamente
com bolsas periodontais >4 mm de profundidade
¢ Grupo B — Geriatricos com Periodontite
o Todos os individuos com idade superior a 65 anos e simultaneamente com

bolsas periodontais >4 mm de profundidade

4.3 Critérios de exclusiao

Foram definidos critérios de exclusdo especificos para cada grupo da amostra:
Grupo A — Nao Geriatricos com Periodontite

* Doenga sistémica - inclui hipossialia, doenga metabolica Ossea, auto-imune e
diabetes (de Aratjo Navas et al., 2012);

* Desdentado total (Chopra, Gupta, Lakhanpal, Rao & Vashisth, 2013);

* Doenga oncoldgica (Arias et al., 2006);

* Gravidez (de Araujo Navas et al., 2012);

* Lactante (Kinney et al., 2011);

* Fumadores (De Araujo Navas et al, 2012);

* Individuos em terapéutica antibidtica por razdes médicas ou dentarias nos ultimos 3
meses (Kinney et al., 2011);

* Individuos com idade superior a 65 anos (Clerencia-Sierra et al., 2015).

Grupo B — Geriatricos com Periodontite

* Doenga sistémica - inclui hipossialia, doenga metabolica 0Ossea, auto-imune e
diabetes (de Aratjo Navas et al., 2012);

¢ Desdentado total (Chopra et al., 2013);

* Doenga oncoldgica (Arias et al., 2006);

* Fumadores (De Araujo Navas et al, 2012);
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* Individuos em terapéutica antibidtica por razdes médicas ou dentarias nos ultimos 3
meses (Kinney et al., 2011);
* Idade inferior a 65 anos (Ahmed, Nanji, Mujeeb, & Patel, 2014).

4.4 Estudo das variaveis em ambos os grupos

Foram estudadas as seguintes varidveis:

e Idade
e Nivel de TNF-a na saliva nao estimulada

e Taxa de fluxo salivar ndo estimulado

4.5 Observacao clinica

A nivel clinico foi examinada a taxa de fluxo salivar ndo estimulado, uma vez que o

diagnostico de Periodontite ja tinha sido realizado anteriormente.

4.5.1 Determinacio da taxa de fluxo salivar ndo estimulado (em ambos os grupos)

A saliva foi recolhida num tubo graduado de Falcon entre as 11h e as 20h, durante 5
minutos cronometrados, uma vez que os resultados sdo expressos em ml/min. Foi
explicado ao doente que deveria repousar a lingua na face palatina dos incisivos
superiores, deixando cair a saliva de forma passiva, em posi¢do mais estatica possivel
com a cabega ligeiramente inclinada para a frente. Esta taxa foi determinada no dia da

medi¢do imunoldgica com mais rigor, com recurso a um pompete e a pipetas de 10 ml.
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A determinacdo da taxa de fluxo salivar ndo estimulada foi realizada em ambos os
grupos da amostra com o objetivo de se verificar se os doentes apresentavam
hipossialia, que foi um dos fatores de exclusdo comum aos dois grupos; assim como

avaliar se existiam diferencas significativas na taxa de fluxo salivar entre os mesmos.

Tabela 1: Classificacido da taxa de secrec¢io salivar segundo Andrade, Paraiso, Souza, Freitas &

Galvao (2007)

Taxa de secre¢cdo normal 0.25-0.35ml/min

Taxa de secrecao baixa 0.1-0.25ml/min

5. Conservacao das amostras de saliva estimulada recolhidas

Ap6s a recolha das amostras de saliva ndo estimulada em tubos de Falcon graduados,
cada uma delas era congelada a uma temperatura de -80°C até ser realizada a andlise
imunolégica. A medida que eram recolhidas as amostras, estas eram identificadas no
momento da colheita de forma inequivoca, tendo sido rotuladas e tratadas de forma a
respeitar o direito de privacidade do dador de acordo com a lei n.°12/2005, publicado no
Diario da Republica. Para garantir a separagdo de dados pessoais e clinicos e
rastreabilidade da amostra, cada tubo foi rotulado com uma identificagdo que

posteriormente gerou um c6digo com o nimero de identificagdo (Normalizado, 2011).

A analise da citoquina inflamatéria (TNF-a) presente nas amostras de saliva foi

realizada através do equipamento Immulite, da Siemens.
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6. Identificacao das amostras

As amostras foram identificadas por letras, correspondendo ao grupo de doentes a que

pertencia a amostra € com nimeros, do 1 até ao 25 em cada grupo. Assim:

* Grupo A (Nao Geriatricos com Periodontite): de 1 até 25;

¢ Grupo B (Geriatricos com Periodontite): de 1 até 25.

7. Estudo laboratorial

7.1 Medicao dos niveis de TNF-0 nas amostras recolhidas de saliva niao estimulada

No dia anterior ao dia da medicdo imunolédgica procedeu-se a descongelacdo das
amostras. As mesmas foram pipetadas e posteriormente analisadas pelo equipamento
IMMULITE da Siemens, que permite a realizacdo de imunoensaios através de
quimioluminescéncia automatizados, sendo que através do recurso a kits especificos,
quantifica os valores de TNF-a presentes nessas amostras. Este equipamento recorre a
ensaios especificos através de pérolas de poliestireno que sdo recobertas por um
reagente marcado com fosfatase alcalina, um substrato quimioluminescente e um
antigénio ou anticorpo que corresponde a uma fase solida e que se encontra alojado num
dispositivo pléstico sélido, denominado unidade teste. O sistema Immulite automatiza o
processo de ensaio, sendo que o operador apenas participa na fase inicial, que consiste
na transferéncia das amostras para as unidades de teste e coloca-las na plataforma de

carga.

Protocolo laboratorial:
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1° passo — Pipetaram-se as amostras de saliva, uma a uma, para um tubo codificado por

codigos de barras, sendo estes designados unidades de teste;

2° passo — Transferiram-se as unidades de teste para os dispositivos de incubagdo

principal;
3° passo — Adicionaram-se os reagentes correspondentes aos kits utilizados;

4° passo — O primeiro tubo apresentava substrato, sendo considerado o tubo controlo

que iria calibrar o ensaio para medi¢ao dos niveis de TNF-a (pertencente ao kit TNF-a);

5° passo — Premiu-se a tecla Go do painel de controlo do Immulite, iniciando-se a

leitura do codigo de barras das unidades de teste;

6° passo — Iniciou-se a incubagdo durante cerca de 30 a 60 minutos;

7° passo — As unidades de teste sofreram processos de centrifugacao e lavagem;
8° passo — Houve um novo processo de incubagdo, tendo este sido mais curto;

9° passo — Os valores de TNF-a de cada amostra foram expressos em pg/ml, tendo sido
registados numa folha de laboratério e posteriormente introduzidos no Programa
Microsoft Excel para o seu registo, avaliagdo e posterior andlise estatistica. Estes
registos foram ainda guardados numa base de dados pertencente ao BioquiLab do

ISCSEM.

8. Base de dados para o registo

Os dados clinicos e laboratoriais, que foram sendo recolhidos foram introduzidos e
codificados no Programa Microsoft Excel, para que fosse possivel uma posterior andlise

estatistica recorrendo ao Programa informatico SPSS®.
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9. Analise estatistica

A andlise estatistica envolveu a utilizacio de medidas de estatistica descritiva
(frequéncias absolutas e relativas, médias e desvios padrdo). Nesta utilizou-se um nivel

de significancia (o) < 0,05 como referéncia para aceitar ou rejeitar a hipotese nula.
Nestas hipoteses, em que se compararam dois grupos, utilizou-se o teste t de Student.

A andlise estatistica foi efectuada com o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versao 21 para Windows.
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III — Resultados

1. Caracterizacao da amostra

1.1 Caracterizagio dos 2 grupos da amostra

Os individuos encontraram-se distribuidos por 2 grupos, sendo que ambos tinham uma
caracteristica comum: doentes com Periodontite. A caracteristica que os distinguia era o
factor idade: ndo geriatricos e geriatricos. A distribuicdo dos doentes por cada grupo era

homogénea (50,0%, n = 25).

Tabela 2: Tabela de frequéncias relativas e absolutas da constituicio de ambos os grupos da

amostra

Frequéncia Percentagem
Nao Geriatricos com

25 50,0

Periodontite

Geriatricos com

25 50,0

Periodontite
Total 50 100,0

1.2 Género

Analise de dados: Neste estudo colaboraram na investigacao 50 individuos.

Coincidentemente quer os individuos do sexo masculino e quer os individuos do sexo
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feminino encontraram-se representados pelo mesmo numero de doentes (50,0%, n = 25;

50,0%, n = 25).

Tabela 3: Género dos individuos que participaram no estudo clinico

Género Frequéncia Percentagem
Feminino 25 50,0
Masculino 25 50,0
50 100,0

Figura 1: Grafico da frequéncias relativas do género

M Feminino

i Masculino
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1.3 Idade

Analise de dados: Neste estudo, foram avaliados 50 individuos. A média de idades da
amostra total foi de 60,82 anos (dp=15,36). As idades oscilaram entre os 27 anos, como

idade mais baixa e os 87 anos, o que representou uma amplitude de idades de 60 anos.

Tabela 4: Idade dos individuos participantes no estudo clinico

Desvio-
Idade  Frequéncia Percentagem Média Minimo Maximo
padrio
27 1 2
60,82 15,36 27 87
34 1 2
37 2 4
41 1 2
43 4 8
45 3 6
46 1 2
50 2 4
51 1 2
52 1 2
54 2 4
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87 1 2

50 100

1.4 TNF-a

Analise de dados: A estatistica descritiva da variavel TNF-a no dois grupos pode ser
visualizada na tabela que se segue. Nela estdo indicados os valores minimo e méaximo,

média e o seu desvio-padrao.

Tabela 5: Estatistica descritiva dos niveis de TNF-a da amostra

TNF-a
N 25 25
Média 24,16 44,54
Desvio-padrao 16,07 50,60
Minimo 9,1 12
Maximo 80,15 254,5
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Na figura seguinte podemos apreciar os valores de TNF-a em cada grupo. Nos grupos A
e B identificamos 3 observagdes que podem ser consideradas outliers no que respeita

aos niveis de TNF-q.

Figura 2: Diagrama de extremos e quartis relativo aos niveis de TNF-a
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1.5 Taxa de fluxo salivar nao-estimulado

Analise de dados: Dos 50 doentes que respeitaram os critérios de inclusdo do estudo,

todos eles apresentaram uma taxa de fluxo salivar ndo-estimulado normal.
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Tabela 6: Taxa de fluxo salivar nao estimulado

Frequéncia Percentagem Média Desvio padrao

>0.35ml/min 50 100 0,52 0,25

A estatistica descritiva da varidvel taxa de fluxo salivar ndo-estimulado no dois grupos
pode ser visualizada na tabela que se segue. Nela indicamos os seus valores minimo
(0,26 em ambos) e maximo (1,64 para o grupo A e 1,02 para o grupo B), média (0,54
para o grupo A e 0,49 para o grupo B) e o seu desvio-padrao (0,28 vs 0,22).

Tabela 7: Estatistica descritiva da taxa de fluxo salivar nao estimulado

Taxa de fluxo salivar ndo estimulado

Grupo A B

N 25 25
Média 0,54 0,49
Desvio-padrdo 0,28 0,22
Minimo 0,26 0,26
Maximo 1,64 1,02

Na figura seguinte podemos apreciar os valores da taxa de fluxo salivar ndo-estimulado
em cada grupo. Nos grupos A e B identificamos 3 observacdes que podem ser

consideradas outliers no que respeita aos niveis da taxa de fluxo salivar ndo-estimulado.
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Figura 3: Diagrama de extremos e quartis relativo a taxa de fluxo salivar niio estimulado
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2. Comparacgao dos niveis de TNF-a em ambos os grupos da amostra

Para testar a variancia existente nos niveis de TNF-a, tendo em conta a idade, foi usado
o teste t-student, para verificar se as médias dos niveis de TNF-o dos doentes nao
geridtricos com Periodontite e geridtricos com Periodontite diferem significativamente

para um nivel de significancia de 0,05 (5%).

O teste t-student revela uma diferenca estatisticamente relevante entre o valor médio
dos niveis de TNF-a encontrados nos individuos ndo geriatricos com Periodontite (M =
18,43, dp = 6,88) e os individuos geridtricos com Periodontite (M = 31,57, dp = 16,05),
com uma significancia de 0,01 (p = 0,01 < 0,05), pelo que se rejeita a hipdtese nula. O
significado da rejeicdo da hipdtese nula consiste na existéncia de evidéncias estatisticas

suficientes para afirmar que a diferenga das médias ¢ significativamente diferente de

zero para um nivel de significancia de 5%. Assim ¢ possivel afirmar com 95% de

40



Resultados

confianga que existe diferenca significativa entre os niveis de TNF-a dos doentes nao
geriatricos com Periodontite e geridtricos com Periodontite, sendo que os ultimos

apresentam um numero significativamente maior.

3. Comparacgio da taxa de fluxo salivar nao-estimulado em ambos os grupos da

amostra

Para testar a variincia existente nas taxas de fluxo salivar ndo-estimulado, tendo em
conta a idade, foi usado também o teste t-student, para verificar se as médias das taxas
de fluxo salivar ndo-estimulado dos doentes ndo geridtricos com Periodontite e
geriatricos com Periodontite diferem significativamente para um nivel de significancia

de 0,05 (5%).

O teste t-student ndo revela uma diferenca estatisticamente relevante entre o valor
médio das taxas de fluxo salivar ndo-estimulado encontrado nos individuos nao
geridtricos com Periodontite (M = 0,48, dp= 0,12) e os individuos geriatricos com
Periodontite (M = 0,47, dp = 0,19), com uma significancia de 0,89 (p = 0,89 > 0,05),
pelo que ndo se rejeita a hipotese nula. O significado de ndo se poder rejeitar a hipotese
nula consiste na inexisténcia de evidéncias estatisticas suficientes para afirmar que a
diferenca das médias ¢ significativamente diferente de zero para um nivel de
significancia de 5%. Assim, apesar de o valor da média para os individuos nao
geriatricos com Periodontite ser ligeiramente maior, ndo apresenta uma diferenga

estatisticamente significativa.
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IV — Discussio

A avaliagdo salivar e a quantificacdo de biomarcadores salivares contribui ndo s6 para
diagnéstico de doengas da cavidade oral mas também para o diagndstico de condigdes

sistémicas (Szczeklik, Owczarek, Pytko-Polonczyk, & Kesek, 2012).

A secrecao salivar pode refletir a severidade de doencas sistémicas (Szczeklik et al.,
2012), tendo a recolha de saliva e a sua avaliagdo vantagens relativamente a andlise

através da recolha de sangue (Desai, 2014).

As citoquinas pro-inflamatdrias foram reveladas como marcadores sistémicos sensiveis
e preditivos de condigdes sistémicas futuras em individuos aparentemente saudaveis

(Gornowicz et al., 2012).

Os niveis salivares da citoquina pré-inflamatoria TNF-a apresentam-se muito elevados
nos individuos com doenca periodontal relativamente aos individuos saudaveis em
variados estudos, encontrando-se estes valores também relacionados com o grau de

severidade da doencga (Sexton ef al., 2011; Glimiis, Nizam, Lappin, & Buduneli, 2014).

Uma preocupacao do uso clinico de marcadores salivares como meio de diagnodstico da
doenga periodontal ¢ a possibilidade de que a inflamagdo sistémica demonstrada pelo
aumento dos niveis destes mediadores da resposta inflamatéria resulte de outras doencas
cronicas inflamatorias existentes, confundindo e pondo em causa a utilidade de

biomarcadores (Mirrielees et al., 2010).

A quantidade de citoquinas pro-inflamatorias ¢ superior nos tecidos gengivais de
individuos com inflamagdo periodontal, o que contribui diretamente para um estado
sistémico de hiper inflamagao, tornando-se esta condi¢do um risco para outras doencas

sistémicas (Gornowicz et al., 2012).

Pode dizer-se que o aumento da severidade da doenca periodontal com o avangar da
idade ¢ o resultado do efeito cumulativo da exposi¢do prolongada ao desafio bacteriano

(Rajendran et al., 2013).
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O envelhecimento celular denominado de imunosenescéncia caracterizado pela
diminui¢do da fun¢do imunoldgica do individuo (Oxford et al., 2015) promove a
reducdo da eficicia do sistema imunitdrio e aumenta a susceptibilidade do
desenvolvimento de patologias como consequéncia da inflamacgao persistente (Baylis et
al., 2013). Alguns autores definem imunosenescéncia como um processo de
remodelacdo onde alguns parametros aumentam e outros diminuem com a idade, pelo
que se destaca o aumento da atividade inflamatoria basal definido como inflammaging

(Brito et al., 2011).

De acordo com a teoria do inflammaging, o processo de envelhecimento ¢ constituido
por uma remodelacdo crénica provocada por stress oxidativo e inflamatdrio que leva a
danificacdo dos componentes celulares, nos quais estdo incluidas proteinas e ADN,
contribuindo assim para o declinio das fungdes fisioldgicas proprias da idade (Vel Szic,

Declerck, Vidakovi¢ & Vanden Berghe, 2015).

O estudo feito em 2014 por Kinoshita refere que apesar de ndo haver redugdo do
niumero de neutrofilos no processo de envelhecimento, existe uma diminuicdo da
atividade dessas células. Esta alteracdo imunologica ¢ caracterizada pela diminui¢do da
atividade quimiotaxica, o que resulta no atraso da chegada dos neutrofilos ao local da

infecdo e consequentemente maior proliferacdo do agente infecioso (Kinoshita, 2014).

Foi demonstrado que existe um defeito na apresentacdo antigénica em individuos
idosos, o que leva a reducdo da proliferacdo de linfocitos T e portanto a diminuicao da
produgdo de citoquinas (Esquenazi, 2008). Estas evidéncias ndo se encontram de acordo
com os resultados obtidos neste estudo, ja que se verificou uma diferenga
estatisticamente significativa (p = 0,01) entre os dois grupos estudados, na qual o valor
dos niveis de TNF-a no grupo ndo geriatrico com Periodontite ¢ muito superior (31,57

vs 18,43).

Segundo Rathnayake et al (2013b), o critério “idade” ndo apresentou correlagdo com os
niveis dos mediadores inflamatérios no grupo de doentes com periodontite,
considerando substincias como as citoquinas irrelevantes no processo de

envelhecimento.
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Contrariamente, existem estudos que relatam o aumento dos niveis das citoquinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-6 com o envelhecer (Jylha, Paavilainen, Lehtima, &

Goebeler, 2007; Silva et al., 2010).

Esta relatado que a inflamagdo promove diretamente a acumula¢do e o aumento da
carga de doenca instalada, independentemente da idade, o que sugere a possibilidade de
que a inflamacdo sistémica associada a doencas cronicas possa contribuir diretamente
para a aceleracdo e propagag¢do do envelhecimento celular observado em individuos
com doengas de carga severa (Stepanova, Rodriguez, Birerdinc, & Baranova, 2014).
Existem evidéncias de que o envelhecimento humano ¢ acompanhado pela elevacdo dos
niveis séricos de mediadores inflamatorios distintos, o que promove o desenvolvimento

de doencas consideradas como tipicas do envelhecimento (Brito et al., 2011).

Golpasand Hagh, Zakavi, Hajizadeh, & Saleki (2014) provaram a existéncia de uma
relacdo entre a doenga periodontal e a hiperlipidémia, pelo que os niveis de colesterol
em individuos com periodontite foram significativamente superiores quando
comparados com individuos sem doenca periodontal. Tendo em conta que a doenga
periodontal pode agravar o estado de doencas sistémicas existentes (Mawardi,
Elbadawi, & Sonis, 2015), a terapéutica periodontal ¢ importante em doentes idosos

com aterosclerose (Golpasand Hagh et al., 2014).

Uma das limitagdes deste estudo foi ndo ter sido feito a avaliacdo da satde periodontal e
ndo se ter quantificado a gravidade da doenca periodontal clinicamente, recorrendo, por
exemplo ao IPC (indice Periodontal Comunitario) e a PIP (Perda de Insergdo Clinica),
usando como base a referéncia European Global Oral Health Indicators Development
(EGOHID) de 2008 (Bastos-Aires, Azevedo, de Lurdes Pereira, Pérez-Mongiovi, &
Teixeira (2013).

A esta limitacdo associa-se o fato de ndo ter existido um grupo controlo com individuos
saudaveis do ponto de vista periodontal e portanto, apesar de se ter conseguido uma
diferenga estatisticamente significativa nos niveis de TNF-o em ambos os grupos, ¢
tomado como garantido o fato de esta citoquina pro-inflamatdria ser um biomarcador
salivar da doencga periodontal. Estudos como o de Gornowicz e colaboradores (2012),

Szczeklik et al (2012) e Desai (2014) colaboraram para esta op¢ao. Também Sexton
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Wm et al (2011) verificaram que o TNF-a ¢ uma das vérias citoquinas que se encontra

elevada na periodontite e cujos niveis diminuem com o tratamento da doenga.

A artrite reumatoide e a doencga periodontal sdo doencas inflamatorias cronicas que
partilham de respostas semelhantes por parte do hospedeiro, ambas mediadas pelas
mesmas citoquinas inflamatdrias (Zhao, Grimes, Li, Hu, & Ivashkiv, 2012; Payne,

Golub, Thiele, & Mikuls, 2014).

Também o aumento da disponibilidade de alimentos de elevado teor calorico adicionado
a adocdo de habitos sedentdrios proprios da idade levam automaticamente a maior
predisposicdo para o desenvolvimento de doengas metabolicas como ¢ o caso da
diabetes tipo 2, assim como para a mortalidade causada por condi¢des cardiovasculares
(Vel Szic et al., 2015). Niveis mais elevados de TNF-a em doentes com diabetes tipo 2
foram verificados relativamente a doentes saudaveis (Engebretson, Chertog, Nichols,

Celenti & Plasma, 2007).

Um dos critérios de exclusdo que ndo foi considerado foi a presenga da primeira causa
de deméncia degenerativa entre a populacdo idosa: a doenca de Alzheimer (Wu &
Nakanishi, 2014). Abbayya, Puthanakar, Naduwinmani & Chidambar (2015) relatam a
doenga de Alzheimer como uma neuroinflamag¢do crénica persistente cuja libertacdo de
citoquinas pré-inflamatorias como o TNF-a ¢ também elevada, e na qual a doenga
periodontal se torna um risco para o aumento da severidade da condi¢cdo demencial e
para a sua progressdo. Isso pode explicar o aumento marcado dos niveis de TNF-a no

grupo geriatrico com Periodontite.

A depressao ¢ uma condi¢do patologica acompanhada pela alteragdo imunologica e pela
ativacdo da resposta inflamatoria, na qual células como os macréfagos sdo ativados
libertando citoquinas pré-inflamatorias nomeadamente TNF-a e IL-6, tendo estas sido
consideradas biomarcadores de episoddios depressivos e da resposta ao tratamento

(Gorska-Ciebiada, Saryusz-Wolska, Borkowska, Ciebiada, & Loba, 2015).

Outra patologia que nao foi considerada como fator de exclusdo foi a obesidade, na qual
o composto inflamatorio analisado neste estudo se encontra bastante elevado a nivel
sistémico, devido a sua producdo pelos inumeros adipdcitos que um individuo

considerado obeso pode apresentar (Khosravi et al., 2013).
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Discussdo

A grande maioria dos idosos tende também a ter uma maior taxa de gordura corporal,
havendo o risco de os valores de TNF-a serem menos precisos a medida que a idade

avanca, principalmente acima dos 65 anos (Pischon et al., 2007).

O aumento de TNF-a no grupo dos doentes geriatricos verificado neste estudo pode por
em causa a qualidade de vida destes individuos uma vez que esta subjacente uma
resposta inflamatoria mais exacerbada. Este fato pode dever-se quer a existéncia de
patologias inflamatorias que ndo foram excluidas, quer ao inflammaging caracteristico

da populagdo geriatrica.

Relativamente a taxa de fluxo salivar ndo estimulado, esta apresentou-se em menor
nimero no grupo dos individuos geriatricos (0,47 vs 0,48), apesar de ndo ser
significativo (p = 0,89 > 0,05). Freitas Gomes e Silva (2007) concluiu que a
hipossalivagcdo estaria significativamente associada & menopausa nas mulheres que

foram examinadas, com um intervalo de idades entre os 51 ¢ os 80 anos.

A boca seca esta intimamente relacionada a disfuncdo do paladar, o que pode muitas
vezes resultar em desnutri¢do, uma condi¢do frequentemente tratada e avaliada em

cuidados de enfermagem em idosos (Kuriwada-satoh & Sasano, 2015).

Takeuchi et al (2015) relatou também que a prevaléncia de sensa¢do de boca seca e
redu¢do da taxa de fluxo salivar estimulado foi significativamente maior em individuos

mais velhos do que em individuos mais jovens .

As alteragdes da taxa de fluxo salivar sdo relativamente frequentes em pacientes
geriatricos, e essa condi¢do tem muitas vezes um compromisso sistémico (Preoteasa et
al., 2014). A reducdo da taxa de fluxo salivar torna-se um entrave a mastigacdo, a
neutralizacdo de 4cidos e a protecdo imunologica contra potenciais agentes patogénicos

(Takeuchi et al., 2015).

De uma perspetiva fisiologica, o funcionamento dos oOrgdos e sistemas de cada
individuo, torna-se, com o avangar da idade, progressivamente mais lento, com menos
estabilidade, coordenag¢do e durabilidade, como ¢ o caso da funcdo da degluticao

(Hagino, 2015).

As desordens provocadas pelo inflammaging , assim como a dieta e o estilo de vida

revelaram uma importante complexidade de alteragdes epigenéticas durante a vida, e
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para prevenir essas alteracdes associadas também a doencas multifatoriais tipicas da
idade ¢ estritamente necessdria a terapéutica combinada com abordagens nutricionais
(Vel Szic et al., 2015) com um cuidado redobrado para fornecer a individuos desta faixa

etaria a melhor qualidade de vida possivel (Kinoshita, 2014).
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Conclusdo

V — Conclusao

A realizacdo deste estudo confirma que o mediador inflamatério TNF-a se encontra
bastante aumentado em individuos idosos com doencga periodontal, comparativamente

com individuos adultos mais novos.

A diminuicdo na taxa de fluxo salivar ndo estimulado nos individuos geriatricos com

periodontite pode verificar-se, embora sem significancia estatistica.

Os resultados obtidos neste estudo realgam a importancia da utilizacdo dos mediadores
inflamatorios avaliados no veiculo salivar, sendo que a sua medicdo pode servir como
meio complementar de diagnostico uma vez que traduz, ndo s6 a existéncia de

condi¢des patologicas orais como de condi¢des sistémicas.

Com o fim de proporcionar os melhores cuidados de satde aos individuos geriatricos,
para aumentar a esperanca média de vida e melhorar a qualidade de vida de cada um,
sd0 necessarios planos direcionados a preven¢ao, diagnostico e manutencao baseados na
singularidade de cada individuo tendo em conta a complexidade imunolégica do

hospedeiro e a biologia de cada doenga.

A realizacdo de novos estudos que tenham em conta a varidvel “idade” sdo sugeridos
com o objetivo de fornecer mais precisdo relativamente a complexidade do sistema
imunitario do idoso e da sua resposta inflamatoria. A utilizagdo de um grupo controlo ¢
fundamental para entender se este mediador inflamatdrio tem validade como marcador

da resposta imunolédgica gerada pela doenca periodontal.
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VI — Anexos
FOLHA DE INFORMACAO AO DOENTE
Por favor leia atentamente,

Maria Margarida Fernandes de Carvalho, aluna finalista do Mestrado Integrado em
Medicina Dentaria no Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz, vem por
este meio solicitar a sua participa¢do na realizacdo de um trabalho de investigacao
no ambito da unidade curricular de Orientacdo Tutorial de Projecto Final. O
projecto Final tem como tema “Pesquisa na saliva de TNFa: uma relacdo entre
doenca periodontal e a idade”, sendo orientado pela Professora Doutora Maria
Fernanda de Mesquita, docente do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas

Moniz.

Sera realizado um exame clinico onde se ira realizar os procedimentos necessarios
a recolha de uma amostra de saliva para medir os medidores inflamatérios de
interesse, que na mesma estdo presentes. Estes exames clinicos de facil execugao,
indolores e ndo invasivos, terdo uma dura¢do aproximada de 10 minutos, na sua
execucao.

Os resultados obtidos serdao alvo de andlise estatistica, sendo que os dados
pessoais nunca serao revelados.

Se decidir participar ser-lhe-a entregue uma folha de consentimento informado,
que devera ler com ateng¢do e assinar. A sua participacao é voluntaria, podendo
desistir a qualquer momento. Serao ainda fornecidas outro tipo de informacdes,
diretamente relacionadas com o horario de recolha de dados e com instrucoes
prévias a mesma.

E muito importante a sua colaborac3o, neste estudo.

Para qualquer esclarecimento adicional, contacte o docente responsavel através do
seguinte n.2 de telefone: 21 294 67 08 (Secretaria de docentes);

Agradeco o tempo disponibilizado na leitura deste documento.

Pela equipa de investigagdo
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Exmo.(a) Sr.(a),

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria na Unidade Curricular de
Orientagdo de Projeto Final do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz,
sob a orientagao da Professora Doutora Fernanda de Mesquita, solicita-se autorizagao
para a participagdo no meu estudo, o qual se denomina “Pesquisa de TNF-alpha: uma
relacdo entre doenga periodontal e a idade”. O estudo ira decorrer nas instalagées da
CES Egas Moniz, na Clinica Dentéria Universitaria Egas Moniz (CDUEM) e tem como

objectivo de:

. A recolha de saliva de pacientes com idades compreendidas entre os 25 e os
65 anos (grupo nao geriatrico) e com idade superior a 65 anos (grupo geriatrico).

. Avaliar a concentracdo de TNFa (componente inflamatério) na saliva em
pacientes com doenga periodontal, ja que esta descrito que se encontra aumentado
nesta patologia inflamatdria, e comparar esta concentragdo em doentes geriatricos e
em n&o geriatricos.

. Avaliar a concentracdo de TNFa na saliva de doentes periodontais geriatricos.
Esta andlise podera indicar se a idade tem um efeito benéfico ou prejudicial ou nao
tem qualquer efeito significativo no periodonto, em fungdo da condigdo periodontal
prévia.

. Relacionar a concentracdo de TNFa na saliva de pacientes geriatricos e néo
geriatricos com doenga periodontal. Esta andlise podera indicar se existe associagao e
qual a importancia entre o processo inflamatério envolvido na doenca periodontal e o
processo de envelhecimento caracterizado pela diminui¢cdo de resposta inflamatdria.

. A determinacdo da taxa de fluxo salivar ndo-estimulada pertencente a amostra
com o objetivo de se verificar se os doentes apresentam hipossialia (factor de
excluséo, que se entende por diminuicdo do fluxo salivar) e se existe diferenga entre

os fluxos dos grupos geriatrico e ndo geriatrico.



A participacéo neste estudo é voluntaria. A sua nao participacédo néo Ihe trara qualquer
prejuizo.

Pensamos assim poder contribuir para o estudo do interesse cientifico e social, uma
vez que sera determinada a importancia da existéncia de um determinado marcador
inflamatério, que esta anteriormente descrito como presente na doenca periodontal, e
em que quantidades se encontra, uma vez que este esta relacionado com processos
inflamatérios como é o caso da perda 6ssea e consequente perda de insercao
periodontal. Contudo este marcador inflamatério vai-se encontrando diminuido a
medida que a idade vai avangando. A informacao recolhida destina-se unicamente a
tratamento estatistico e/ou publicacdo e sera tratada pelo orientado. O Orientando

esta obrigado ao anonimato e confidencialidade dos sujeitos.

A informacéo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicacao
e sera tratada pelo(s) orientador(es) e/ou pelos seus mandatados. A sua recolha é

anénima e confidencial.

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

as condi¢des do mesmo e que ndo tenho duvidas.

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



Ex.ma Senhora
Margarida Carvalho

Monta de Caparica, 17 de junho de 2015

Ex ma Senhora,
Venho comunicarJhe que o Pedide de Parecer que submeteu a apreciacdo da Comissdo de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado "Pesquisa de TNF - alfa uma relacdo entre

doenga periodontal e idade”, foi aprovado por unanimidade.

Com o5 mehores cumpnmentos,

A Presidente da Comiss&o de Etica da Egas Moniz

Prof. Doutora anda de Mesquita
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