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RESUMO

CURCIO, Heloisa Fernandes Queiroz. Analise comparativa do metaboloma salivar
em pacientes com periodontite e doenca inflamatoria intestinal. 2022. 58 f.
Dissertacao (Mestrado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Doenca Inflamatoéria Intestinal (DIl) e a periodontite sdo caracterizadas pela
complexa etiopatogenia, diagndstico tardio e por acarretarem piora na qualidade de
vida dos individuos, logo a identificacdo de biomarcadores confiaveis para um
diagndstico precoce e preciso é um ponto essencial para o correto manejo dessas
condicBes. O objetivo deste estudo foi avaliar o metaboloma salivar em pacientes
acometidos por DIl com periodontite e pacientes saudaveis sem periodontite. Para
cada um dos participantes do estudo um prontuario contendo dados pessoais,
anamnese, dados relacionados ao sistema gastrointestinal e dados odontoldgicos
(indice de placa visivel, e periograma composto por profundidade de bolsa a
sondagem, perda de insercao clinica e sangramento a sondagem) foi preenchido.
Foram selecionados 49 pacientes, divididos em quatro grupos, sendo sete com
Doenca de Crohn (DC) e periodontite, cinco com Retocolite Ulcerativa Idiopatica
(RCUI) e periodontite, vinte e trés pacientes sistemicamente saudaveis com
periodontite e quatorze pacientes sistemicamente saudaveis sem periodontite. As
amostras foram constituidas de 4mL de saliva ndo estimulada. Para cada pacientes,
1mL de saliva foi adicionado a 20pul de inibidor de protease, centrifugado durante 8
minutos, a 8000 rotacdes por minuto e a temperatura do laboratério. Em seguida, o
sobrenadante da saliva foi transferido para um novo Eppendorf e congelado a -80°C
até o processamento das amostras. Apds, as amostras foram submetidas a analise
em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker de 500 MHz, os
espectros obtidos foram submetidos a analise multivariada usando PLS-DA, sPLS-
DA e analise univariada por meio de chi -quadrado e testes t (SPSS 20.0, IL, EUA),
com nivel de significancia de p < 0,05. Treze metabdlitos foram identificados nas
amostras de saliva (butirato, caproato, etanol, glicose, sacarose, glutamina,
glutamato, hidroxibutirato, treonina, lisina, valina e grupo N-acetil). Pacientes com
DC e periodontite apresentaram niveis estatisticamente significantes de butirato,
caproato, etanol e hidroxibutirato quando associados aos controles com periodontite.
Entre os pacientes com RCUI e periodontite e os controles com periodontite houve
diferend estatisticamente significante nos niveis de butirato, caproato, regido de
acucar, treonina e valina. Entre os controles com e sem periodontite os niveis de
isoleucina foram estatisticamente significantes. A analise da saliva por RMN foi
capaz de revelar diferencas significativas no perfil metabdlico entre os quatro grupos
analisados, mostrando que pode haver uma relacdo, a nivel metabdlico, entre DIl e
periodontite. Entretanto, mais estudos sdo necessarios e € importante que haja
padronizacdo metodologica nos estudos futuros.

Palavras-chave: Periodontite. Doenca inflamatdria intestinal. Metaboloma



ABSTRACT

CURCIO, Heloisa Fernandes Queiroz. Comparative analysis of salivary metabolome
in patients with periodontitis and inflammatory bowel disease. 2022. 58 f. Dissertagao
(Mestrado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Inflammatory Bowel Disease (IBD) and periodontitis are characterized by a
complex etiopathogenesis, late diagnosis and for causing a worsening in the quality
of life of individuals, so the identification of reliable biomarkers for an early and
accurate diagnosis is an essential point for the correct management of these
diseases. conditions. The aim of this study was to evaluate salivary metabolome in
IBD patients with periodontitis and healthy patients without periodontitis. For each of
the study participants, a medical record containing personal data, anamnesis, data
related to the gastrointestinal system and dental data (visible plaque index, and
periogram composed of pocket depth on probing, clinical attachment loss and
bleeding on probing) was filled out. . Forty-nine patients were selected, divided into
four groups, seven with Crohn's Disease (CD) and periodontitis, five with Idiopathic
Ulcerative Colitis (IUGR) and periodontitis, twenty-three systemically healthy patients
with periodontitis and fourteen systemically healthy patients without periodontitis. The
samples consisted of 4mL of unstimulated saliva. For each patient, 1mL of saliva was
added to 20pl of protease inhibitor, centrifuged for 8 minutes at 8000 revolutions per
minute and at laboratory temperature. Then, the saliva supernatant was transferred
to a new Eppendorf and frozen at -80°C until the samples were processed.
Afterwards, the samples were submitted to analysis in a 500 MHz Bruker nuclear
magnetic resonance spectrometer, the spectra obtained were submitted to
multivariate analysis using PLS-DA, sPLS-DA and univariate analysis using chi-
square and t tests (SPSS 20.0, IL, USA), with a significance level of p < 0.05.
Thirteen metabolites were identified in the saliva samples (butyrate, caproate,
ethanol, glucose, sucrose, glutamine, glutamate, hydroxybutyrate, threonine, lysine,
valine and N-acetyl group). Patients with CD and periodontitis had statistically
significant levels of butyrate, caproate, ethanol and hydroxybutyrate when associated
with controls with periodontitis. Between patients with UC and periodontitis and
controls with periodontitis, there was a statistically significant difference in the levels
of butyrate, caproate, sugar region, threonine and valine. Among controls with and
without periodontitis, isoleucine levels were statistically significant. The analysis of
saliva by NMR was able to reveal significant differences in the metabolic profile
between the four groups analyzed, showing that there may be a relationship, at the
metabolic level, between IBD and periodontitis. However, more studies are needed
and it is important that there is methodological standardization in future studies.

Keywords: Periodontitis. Inflammatory bowel disease. Metabolome
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INTRODUCAO

Entre as patologias complexas e multifatoriais, que séo relacionadas a
ocorréncia de dishiose e a resposta imune do hospedeiro podemos citar a doenca
inflamatoria intestinal (DII) constiuida pela Retocolite Ulcerativa Idiopética (RCUI) e
a Doenca de Crohn (DC). A DC tem caracteristica progressiva e geralmente o ileo
terminal e o célon sédo as areas mais afetadas, os sintomas mais comuns sdo dor
abdominal, diarreia crbnica, perda de peso e fadiga (TORRES; MEHANDRU;
COLOMBEL; PEYRIN-BIROULET, 2017). A RCUI é caracterizada por inflamacao
continua da mucosa do cdlon, afetando uma extensédo de sua continuidade e o reto
e, assim como a DC, tem curso recorrente e remitente (STANGE; TRAVIS;
VERMEIRE; REINISCH et al.,, 2008). A etiopatogenia da DIl ainda ndo esta
totalmente esclarecida, porém estudos recentes mostraram que ndo apenas a
imunidade (inata e adaptativa), mas também as interacdes entre fatores
microbianos, ambientais e genéticos estdo envolvidos na DIl (JACOBS; GOUDARZI,
SINGH; TONG et al., 2016).

Além da DIl, podemos citar as doencas periodontais, entre as quais
destacam-se a periodontite e gengivite como as mais prevalentes. A gengivite €
caracterizada por sangramento gengival, edema, vermelhidao e inflamacéo restrita
ao periodonto de protecdo, jA na periodontite, a inflamacdo se entende ao
periodonto de sustentacdo e envolve sinais e sintomas como halitose, presenca de
bolsas (=4mm), perda de insercao clinica, sangramento a sondagem e perda 0ssea.
Ambas as condi¢cdes podem afetar adultos e criancas, mas a periodontite € mais
prevalente em adultos (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017).

Atualmente para a realizacdo do diagnéstico dessas condi¢gbes, contamos
com exames clinicos e radiograficos, investigacdo do histérico médico/odontoldgico
pessoal e familiar, doencas passadas, historico de perdas dentarias, entre outros,
porém o conjunto dessas informacdes ndo € capaz de mostrar a predisposi¢do de
um paciente a essa doenca, se ha maior chance de apresentar formas graves ou
mesmo como respondera as opcgOes de tratamento de acordo com seu caso
(YAMAMOTO-FURUSHO, 2017)(KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU,
2017). E preciso compreender melhor a patogénese das doencas cronico-

inflamatorias e os mecanismos biolégicos envolvidos, para desenvolver métodos de
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diagnostico capazes de detecta-las precocemente, fazendo com que 0s pacientes
recebam tratamento o quanto antes e avaliar quais as melhores abordagens para
tratamento de maneira individual e personalizada (NGUYEN; SEDGHI; GANTHER;
MALONE et al., 2020).

A metaboldomica trata-se do estudo dos metabdlitos produzidos em um
organismo vivo, permitindo avaliar o perfil metabdlico de uma célula, tecido e/ou
fluido numa condicdo ou estado distinto, tornando possivel estudar as mudancas
gue ocorrem nas vias metabdlicas através da andlise de componentes metabdlicos
nas situacdes de saude e doenca (NGUYEN; SEDGHI; GANTHER; MALONE et al.,
2020). E possivel, através de técnicas metabolémicas, fazer com que moléculas
derivadas tanto da comunidade disbiética como dos tecidos atingidos do hospedeiro
sejam capazes de refletir o fenétipo molecular da doenca em tempo real (BARROS;
WILLIAMS; OFFENBACHER; MORELLI, 2016) podendo trazer novas informacdes
sobre a complexidade relacionada ao inicio, progresséo e resolucdo tanto da DP
(ZHANG; GAO; ZHOU; CHEN et al., 2020) quanto da DII (LAI; XUE; LIU; GAO et al.,
2019).

A metabolémica ja foi utilizada para analisar os varios estagios e progressao
da doenca periodontal, diferencas no perfil metabdlico entre as formas de
periodontite (ROMANO; MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al., 2018), o efeito do
tratamento periodontal ndo cirdrgico no metaboloma salivar (ROMANO; MEONI;
MANAVELLA; BAIMA et al., 2019), para comparacao entre individuos saudéaveis e
com periodontite agressiva (CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al., 2018; SAKANAKA;
KUBONIWA; HASHINO; BAMBA et al., 2017) ou periodontite crénica (RZEZNIK;
TRIBA; LEVY; JUNGO et al.,, 2017) para compreender melhor o metabolismo
bacteriano e sua contribuicdo no perfil metabdlico na doenca periodontal (GAWRON;
WOJTOWICZ; tAZARZ-BARTYZEL; tAMASZ et al, 2019; KUBONIWA;
SAKANAKA; HASHINO; BAMBA et al., 2016; PEI; LI; XIE; LIU et al., 2020;
RZEZNIK; TRIBA; LEVY; JUNGO et al., 2017; SAKANAKA; KUBONIWA; HASHINO;
BAMBA et al., 2017). No campo de pesquisa das DIl, a metabolémica ja foi utilizada
em varios estudos, por exemplo, para investigar a fadiga (BORREN; PLICHTA;
JOSHI; BONILLA et al., 2020), busca por novos biomarcadores metabdlicos que
poderiam ser usados no diagndstico e investigagdo da atividade da doenca
(ALONSO; JULIA; VINAIXA; DOMENECH et al., 2016; LAI; XUE; LIU; GAO et al.,
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2019) e explorar as diferencas entre os individuos com DIl e saudaveis (SANTORU,;
PIRAS; MURGIA; PALMAS et al., 2017).

Os estudos com metabolémica para investigacdo das doencas periodontais
até agora utilizaram diversas fontes de material biolégico para andlise, como fluido
gengival (FCG) (BARNES; TELES; TRIVEDI; DEVIZIO et al.,, 2010; BARNES;
TELES; TRIVEDI; DEVIZIO et al.,, 2009; CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al., 2018;
OZEKI; NOZAKI; AOKI; BAMBA et al., 2016; PEI; LI; XIE; LIU et al., 2020; SHI; WEI,
NIE; WANG et al.,, 2020), soro (CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al.,, 2018), biofilme
subgengival (SHI; WEI; NIE; WANG et al., 2020), swab de lingua e bochecho
(GAWRON; WOJTOWICZ; tAZARZ-BARTYZEL; tAMASZ et al., 2019). Revisao
sistematica recente mostrou haver uma assinatura metabolica da DP no FCG
(BAIMA; CORANA; IADEROSA; ROMANO et al., 2021), entretanto o uso da saliva
como amostra é atraente devido ao fato dessa ser de facil coleta, diferente de outros
fluidos como FCG, soro e sangue, cuja coleta e preparo demandam maiores
detalhes, tempo e custos.

Tanto a DIl quanto a periodontite afetam a qualidade de vida dos pacientes
acometidos (ABEGUNDE; MUHAMMAD; BHATTI; ALI, 2016; PAPAPANOU; SUSIN,
2017), tornando cada vez mais necesséario fazer seu reconhecimento precoce e
estabelecer tratamentos nas fases iniciais. Estudos prévios demonstraram piores
condi¢cBes de saude bucal e maior prevaléncia de periodontite em pacientes com DC
e RCUI (BRITO; DE BARROS; ZALTMAN; CARVALHO et al., 2008; FRANCIS,
2018; KOUTSOCHRISTOU; ZELLOS; DIMAKOU; PANAYOTOU et al., 2015;
LAURITANO; BOCCALARI; DI STASIO; DELLA VELLA et al., 2019; ZHANG; GAO;
ZHOU; CHEN et al., 2020). Entretanto, a relagéo entre DIl e DP continua com muitas
guestdes ndo respondidas, como por exemplo, se compartilham vias metabdlicas
alteradas e/ou possuem biomarcadores em comum. Sendo assim, este estudo se
propde a avaliar o metaboloma salivar em pacientes acometidos por DIl com

periodontite e pacientes saudaveis sem periodontite.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1. Doenca periodontal

A doenca periodontal (DP) refere-se a um grupo de condi¢cdes caracterizadas
por alteracdes nos tecidos periodontais. A DP é caracterizada por um processo
inflamatorio cujo inicio esté relacionado a presenca de biofilme primariamente, mas
que evolui com a disbiose (desequilibrio na relacao entre a microbiota e os tecidos
do hospedeiro) e sua relacdo com a resposta imune (KINANE; STATHOPOULOU;
PAPAPANOQU, 2017). Entre elas destacam-se a gengivite e a periodontite, sendo a
primeira reversivel e limitada aos tecidos gengivais, enquanto a periodontite é
irreversivel e estd relacionada a perda de insercdo, perda 0Ossea, mobilidade
dentaria e pode causar até a perda dos dentes afetados, em casos mais severos
(KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017).

O acumulo de biofilme é necessario para o inicio da DP, entretanto varios
fatores estdo relacionados e podem influenciar o desenvolvimento e evolugdo da
inflamacéo, como por exemplo fatores genéticos, anatémicos, ambientais, doencas
sistémicas e a resposta imune do hospedeiro (EKE; WEI; THORNTON-EVANS;
BORRELL et al., 2016; KINANE; PETERSON; STATHOPOULQOU, 2006). Acredita-
se que em individuos suscetiveis, uma resposta inflamatéria exacerbada e
inadequada pode estar relacionada a uma disbiose verdadeira, que resulta em
producdo excessiva de citocinas, espécies reativas de oxigénio e metaloproteinases
da matriz, causando danos colaterais aos tecidos periodontais (MEYLE; CHAPPLE,
2015).

Para ser ideal, um biomarcador para DP deve ter a capacidade de
diagnosticar a presenca da doencga, refletir sua gravidade, monitorar a resposta ao
tratamento e prever seu progndstico (JI; CHOI, 2015). Através do estudo do
metaboloma salivar alguns estudos ja demonstraram que pacientes saudaveis e
com DP apresentam diferencas no perfil metabdlico, entre as quais podemos citar:
alteracbes nos niveis de valina, lactato, prolina, piruvato, tirosina e formato
(ROMANO; MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al., 2019), metabolismo do &cido
araquidénico (HUANG; ZHU; LI; SA et al.,, 2014), dipeptideos, metabdlitos de
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aminoacidos, carboidratos, metabolitos de energia, uridina, alantoina, w -6-4cidos
graxos, acidos graxos, acetilcarnitina, carnitina, 3-desidrocarnitina (BARNES;
KENNEDY; PANAGAKOS; DEVIZIO et al., 2014), piruvato, grupos N-acetil, acetato,
c-aminobutirato, n-butirato, succinato, trimetilamina, propionato, (AIMETTI,
CACCIATORE; GRAZIANO; TENORI, 2012), peptideos, aminoacidos, carboidratos,
lipideos, nucleotideos (BARNES; CIANCIO; SHIBLY; XU et al.,, 2011), ciclo (-
leupro); ciclo (-phe-pro); glicerol-3-fosfato (MARCHESAN; MORELLI; MOSS;
BARROS et al., 2015), acido butirico (RZEZNIK; TRIBA; LEVY; JUNGO et al.,
2017), metabolismo de poliamina, metabolismo de arginina e prolina, metabolismo
de &cido butirico e degradacdo de lisina (SAKANAKA; KUBONIWA; HASHINO;
BAMBA et al., 2017), degradacdo de proteinas (SINGH; SAXENA; SAIMBI;
SIDDIQUI et al., 2019), cadaverina, ornitina, espermidina, 5-oxoprolina,
hidrocinamato, histidina (KUBONIWA; SAKANAKA; HASHINO; BAMBA et al., 2016).
Alguns estudos relacionam esses achados a resposta do hospedeiro (AIMETTI;
CACCIATORE; GRAZIANO; TENORI, 2012; BARNES; CIANCIO; SHIBLY; XU et
al., 2011; BARNES; KENNEDY; PANAGAKOS; DEVIZIO et al., 2014; BARNES;
TELES; TRIVEDI; DEVIZIO et al., 2010; BARNES; TELES; TRIVEDI; DEVIZIO et
al., 2009; ELABDEEN; MUSTAFA; SZKLENAR; RUHL et al., 2013; HUANG; ZHU;
LI; SA et al., 2014; OZEKI; NOZAKI; AOKI; BAMBA et al., 2016; ROMANO; MEONI;
MANAVELLA; BAIMA et al., 2019; ROMANO; MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al.,
2018), ao metabolismo da microbiota (GAWRON; WOJTOWICZ; tAZARZ-
BARTYZEL; LAMASZ et al., 2019; KUBONIWA; SAKANAKA; HASHINO; BAMBA et
al., 2016; RZEZNIK; TRIBA; LEVY; JUNGO et al., 2017; SAKANAKA; KUBONIWA;
HASHINO; BAMBA et al., 2017; SINGH; SAXENA; SAIMBI; SIDDIQUI et al., 2019) e
alguns a resposta tanto do hospedeiro quanto dos microorganismos (CHEN; ZHOU,;
LIAO; HU et al.,, 2018; LIEBSCH; PITCHIKA; PINK; SAMIETZ et al., 2019b;
MARCHESAN; MORELLI; MOSS; BARROS et al., 2015; PEI; LI; XIE; LIU et al.,
2020). N&o ha uma definicdo sobre qual metabdlito(s) ou vias metabodlicas podem

ser classificados como biomarcadores para diagndstico precoce de DP.
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1.2. Doenca inflamatéria intestinal

Doenca inflamatdria intestinal (DIlI) € o nome dado a um grupo de doencas
cronicas caracterizadas por inflamacao do trato digestivo, constituida pela Retocolite
Ulcerativa Idiopética (RCUI) e a Doenca de Crohn (DC). Ambas apresentam sinais e
sintomas como diarréia, dor abdominal, sangramento retal e desnutricdo (CHO,
2008). A etiopatogenia dessas doencas ainda nao foi totalmente esclarecida, mas
acredita-se que esteja relacionada a uma resposta imune exacerbada do hospedeiro
e a disbiose (desequilibrio na relacdo entre a microbiota e o hospedeiro) decorrente
de uma combinacado de fatores ambientais e genéticos que controlam a composi¢cao
microbiana (JACOBS; GOUDARZI; SINGH; TONG et al., 2016).

Atualmente o diagnéstico de DIl é feito atraves de exames laboratoriais e
fisicos, avaliagdo do historico familiar e acompanhamento, mas em muitos casos ha
uma demora até chegar a um diagndéstico definitivo devido ao fato de que seus
sintomas séo parecidos com os de diversas outras patologias, fazendo com que o
paciente ndo receba os cuidados especificos logo no inicio das manifestacbes da
doenca. A busca por biomarcadores que permitam um diagndstico precoce € crucial
e ja existem alguns atualmente, como a taxa de sedimentacdo de eritrdcitos,
proteina C-reativa, calprotectina fecal ou lactoferrina fecal, porém com falta de
especificidade (CHANG; MALTER; HUDESMAN, 2015).

Estudos prévios ja utilizaram metabolémica em pacientes com DIl para avaliar
a fadiga nesses individuos (BORREN; PLICHTA; JOSHI; BONILLA et al., 2020), o
perfil metabolico da urina (ALONSO; JULIA; VINAIXA; DOMENECH et al., 2016), a
presenca de possiveis biomarcadores (LAIl; XUE; LIU; GAO et al., 2019), a atividade
da microbiota intestinal (LE GALL; NOOR; RIDGWAY; SCOVELL et al., 2011) e até
para tentar distinguir as duas formas da doenca (Colite ulcerativa e Doenca de
Crohn) (SANTORU; PIRAS; MURGIA; PALMAS et al., 2017) (OPEKUN; DING;
GRAHAM; KELLERMAYER, 2019). Alguns estudos também encontraram
associacdo com o perfil metabolico das espécies microbianas, sugerindo que as
mudanc¢as nas vias metabodlicas dos microorganismos podem estar relacionadas a
patogénese da DIl (SANTORU; PIRAS;: MURGIA; PALMAS et al., 2017;
VANCAMELBEKE; SABINO; DEROOVER; VANDERMEULEN et al., 2017).
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Estudos avaliando o metaboloma na DIl, j& utilizaram amostras de fezes
(ADEN; REHMAN; WASCHINA; PAN et al., 2019; BJERRUM; WANG; HAO;
COSKUN et al., 2015; JACOBS; GOUDARZI; SINGH; TONG et al., 2016; LE GALL,;
NOOR; RIDGWAY; SCOVELL et al., 2011; MACKNER; HATZAKIS; ALLEN; DAVIES
et al., 2020; SANTORU; PIRAS; MURGIA; PALMAS et al., 2017; SUN; DU; SHI; LU
et al., 2019; VANDEN BUSSCHE; MARZORATI; LAUKENS; VANHAECKE, 2015;
WENG; GAN; LI; HUANG et al, 2019), sangue (KRZYSTEK-KORPACKA;
FLESZAR; BEDNARZ-MISA; LEWANDOWSKI et al., 2020), urina (ALONSO; JULIA;
VINAIXA; DOMENECH et al, 2016; KESHTELI; MADSEN; MANDAL;
BOECKXSTAENS et al.,, 2019), plasma (SUN; DU; SHI; LU et al., 2019), tecido
intestinal (KRZYSTEK-KORPACKA; FLESZAR; BEDNARZ-MISA; LEWANDOWSKI
et al, 2020; WENG; GAN; LI; HUANG et al, 2019) e soro (BJERRUM,;
STEENHOLDT; AINSWORTH; NIELSEN et al., 2017; BORREN; PLICHTA; JOSHI;
BONILLA et al., 2020; DANILUK; DANILUK; KUCHARSKI; KOWALCZYK et al.,
2019; LAI; XUE; LIU; GAO et al., 2019; SCOVILLE; ALLAMAN; BROWN; MOTLEY
et al., 2018; TEFAS; CIOBANU; TANTAU; MORARU et al., 2020), mas nenhum até o

presente momento utilizou amostras de saliva.

1.3 Doenca periodontal e Doenca inflamatdria intestinal

Estudos prévios demonstraram piores condi¢cdes de saude bucal e maior
prevaléncia de periodontite em pacientes com Doenca de Crohn e Colite Ulcerativa
(BRITO; DE BARROS; ZALTMAN; CARVALHO et al.,, 2008; BRITO; ZALTMAN;
CARVALHO; FISCHER et al, 2013; FRANCIS, 2018; KOUTSOCHRISTOU;
ZELLOS; DIMAKOU; PANAYOTOU et al., 2015; LAURITANO; BOCCALARI; DI
STASIO; DELLA VELLA et al., 2019).

No estudo de Vavricka (2013) pacientes com DIl apresentaram pronunciados
niveis de gengivite e periodontite quando comparados aos controles saudaveis e,
manifestacbes extraintestiais perianais e proctite nos pacientes com RCUI foram
fatores de risco para periodontite (VAVRICKA; MANSER; HEDIGER; VOGELIN et
al., 2013).
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Ambas as doencas apresentam semelhancas na etiologia, como fatores
ambientais associados e disbiose da microbiota associada a resposta imune
exacerbada do hospedeiro (BRANDTZAEG, 2001; INDRIOLO; GRECO; RAVELLI,
FAGIUOLI, 2011), além disso a relacdo entre DIl e DP pode estar relacionada a
fatores predisponentes comuns como idade, predisposi¢do genética ou estilo de vida
(INDRIOLO; GRECO; RAVELLI; FAGIUOLI, 2011).

Vérias hipdteses ja foram levantadas e estudadas, como o potencial do
impacto microbioldgico (SHE; KONG; GE; LIU et al., 2020), a alta taxa de bactérias
periodontopatogénicas em pacientes com DIl (BRITO; ZALTMAN; CARVALHO;
FISCHER et al.,, 2013; STEIN; LAMMERT; ZIMMER; GRANZOW et al., 2010), o
papel do receptor 30 acoplado a proteina G e o fator de necrose tumoral-a
(KAWALEC; MIKRUT; WISNIEWSKA; PILC, 2013; WLODARCZYK; SOBOLEWSKA-
WLODARCZYK; CYGANKIEWICZ; JACENIK et al., 2017), a entrada de citocinas
pro-inflamatérias na corrente sanguinea desencadeada pelo inicio do processo
inflamatério (NGUYEN; KIM; QUAN; NGUYEN et al.,, 2015), anormalidades na
guimiotaxia de neutréfilos, observadas tanto na DIl quanto na DP (AGOSSA;
DENDOOVEN; DUBUQUOY; GOWER-ROUSSEAU et al., 2017).

Em uma revisdo sistematica recente, pacientes com DIl apresentaram maior
risco para periodontite, com maiores porcentagens de locais com perda de insergéo
e média de profundidade de bolsa. De fato, baseando-se em estudos prévios, ha
uma relacdo entre DIl e DP, porém essa relacdo parece superestimada na literatura
(LORENZO-POUSO; CASTELO-BAZ; RODRIGUEZ-ZORRILLA; PEREZ-SAYANS et
al., 2021) e ainda nédo esta claro como ambas se relacionam, sendo necessaria a
realizacdo de estudos em diferentes areas como, por exemplo, a metabolémica para

avaliar como essas doencas se relacionam.

1.4 Metaboldmica

Em busca do entendimento do funcionamento celular nos organismos e suas
alteracdes, foram desenvolvidas as ciéncias 6micas. Através delas é possivel coletar

diversos dados e informacdes a nivel molecular e integra-los ao desenvolvimento de
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novas ferramentas. Entre elas, h4 a genbmica, protedmica, transcriptbmica e
metaboldmica (SANCESARIO; BERNARDINI, 2018).

A metabolébmica é o estudo do conjunto de metabdlitos de baixo peso
molecular que sdo-—produtos finais celulares produzidos dentro de um organismo
vivo. Existem duas abordagens para se estudar o metaboloma: a primeira é através
da metabolémica direcionada, onde se pesquisa por metabdlitos pré-selecionados
de interesse, associados a vias metabdlicas especificas; a segunda é chamada de
metabolémica global e é caracterizada pela analise qualitativa do maior nimero de
metabolitos no organismo em estudo e é geralmente utilizada quando o pefrfil
metabolico ndo € bem conhecido, funcionando como uma triagem inicial da
doencga (CANUTO; COSTA; DA CRUZ; SOUZA et al., 2018).

E possivel obter perfis metabdlicos em ampla escala de uma célula, tecido ou
fluido em uma condicdo ou estado distinto e, quando se trata do estudo das
doencas, esta técnica desempenha um papel importante, pois fornece dados sobre
as alteracbes que ocorrem nhas vias metabdlicas através da analise dos
componentes metabdlicos que diferem em condicGes de saude e doenca (CANUTO;
COSTA; DA CRUZ; SOUZA et al., 2018). Uma dificuldade relacionada ao estudo do
metaboloma é o fato de que existem muitos metabdlitos intra e extracelulares que
ainda precisam ser identificados e quantificados (OHASHI; HIRAYAMA; ISHIKAWA,
NAKAMURA et al., 2008; VILLAS-BOAS; MAS; AKESSON; SMEDSGAARD et al.,
2005) e observou-se que os metabdlitos ndo identificados aumentam gradualmente
de maneira consistente com a gravidade da doenca periodontal (OZEKI; NOZAKI;
AOKI; BAMBA et al., 2016).

A maior parte da literatura em metaboldmica de doencas periodontais €&
voltada para a estratégia global ou ndo direcionada, possivelmente pelo fato de que
por ser uma ciéncia nova, ainda ndo ha metabdlitos ou vias especificas definidas
para utilizar a metabolémica alvo. Diversos estudos utilizaram a metaboldomica nao-
direcionada para analisar os varios estagios e progressdo da doenca periodontal,
assim como possiveis diferencas no perfil metabdlico entre as formas de periodontite
(agressiva ou cronica) (ROMANO; MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al., 2018), o
efeito do tratamento periodontal ndo cirirgico no metaboloma salivar (ROMANO;
MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al., 2019), comparacao entre individuos saudaveis
e com periodontite agressiva (CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al., 2018; SAKANAKA;
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KUBONIWA; HASHINO; BAMBA et al., 2017) ou periodontite cronica (RZEZNIK;
TRIBA; LEVY; JUNGO et al., 2017).

Entre as abordagens mais usadas no estudo do metaboloma estdo a analise
de amostras, geralmente de fluidos corporais, por cromatografia gasosa/liquida
associada a espectrometria de massa e espectrometria de ressonancia magnética
nuclear (RMN) (CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al., 2018). Além de ser uma técnica nao
destrutiva, a RMN agrega diversos beneficios ao campo da metabolémica, como a
possibilidade de ver mais de 200 metabdlitos simultaneamente (SILWOOD; LYNCH,;
CLAXSON; GROOTVELD, 2002), a deteccao de metabdlitos através de um ou mais
tipos de nucleos atbmicos e, € uma técnica altamente reprodutivel e quantitativa
(NAGANA GOWDA; RAFTERY, 2021). Entre os biofluidos que podem ser
analisados podemos citar a saliva (estimulada ou néo), soro e FCG, mas entre estes
vale destacar a praticidade com relacdo a saliva, pois ja se mostrou eficaz para
analise do metaboloma e sua coleta ndo demanda altos custos, nem muito tempo ou
preparo técnico.

Em revisdo sistematica recente estudando o metaboloma salivar para
diagnostico de periodontite, foi possivel perceber que houve diferenca em 114
metabdlitos (BAIMA; IADEROSA; CITTERIO; GROSSI et al., 2021), entre os quais
alanina, cisteina, leucina, serina e treonina foram consistentemente encontradas em
concentracfes significativamente mais altas na periodontite crbnica. Foi possivel
verificar que ha uma assinatura metabdlica na DP, caracterizada por diferencas no
perfil metabdlico, tais como alteracfes na via de degradacao de purinas (BARNES;
KENNEDY; PANAGAKOS; DEVIZIO et al.,, 2014; BARNES; TELES; TRIVEDI;
DEVIZIO et al.,, 2009; CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al., 2018; SINGH; SAXENA,
SAIMBI; SIDDIQUI et al., 2019), metabolismo de pirimidinas (PEI; LI; XIE; LIU et al.,
2020), degradacao de proteinas (SINGH; SAXENA; SAIMBI; SIDDIQUI et al., 2019),
via da fenilalanina, tirosina e triptofano, juntamente com o metabolismo do piruvato,
entre outros, quando comparados a individuos saudaveis (BAIMA; IADEROSA;
CITTERIO; GROSSI et al., 2021).

A metabolémica também tem sido empregada na tentativa de compreender
melhor o metabolismo bacteriano e seu papel na doenga periodontal (GAWRON;
WOJTOWICZ; LAZARZ-BARTYZEL; tAMASZ et al, 2019; KUBONIWA;
SAKANAKA; HASHINO; BAMBA et al., 2016; PEI; LI; XIE; LIU et al.,, 2020;
RZEZNIK; TRIBA; LEVY; JUNGO et al., 2017; SAKANAKA; KUBONIWA; HASHINO;
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BAMBA et al., 2017). Vérias alteracdes foram associadas a atividade microbiana,
como alteracdo no metabolismo de &cido butirico, degradacdo de lisina, estresse
oxidativo, metabolismo de arginina, prolina, aminoacidos, tirosina e pirimidina
(CHEN; ZHOU; LIAO; HU et al., 2018; LETIERI; FREITAS-FERNANDES; SOUZA;
VALENTE et al., 2022; LIEBSCH; PITCHIKA; PINK; SAMIETZ et al., 2019a; PEI; LlI;
XIE; LIU et al., 2020; SAKANAKA; KUBONIWA; HASHINO; BAMBA et al., 2017
SINGH; SAXENA; SAIMBI; ARIF et al., 2017; SINGH; SAXENA; SAIMBI; SIDDIQUI
et al., 2019), indicando que o metabolismo microbiano e seus produtos estao
envolvidos na transicdo de saude para doenca, mas Sa0 nhecessarias mais
pesquisas para avaliar se essas alteracbes ocorrem como consequéncia da
evolucdo do processo inflamatério ou se estdo associadas ao seu inicio e, quais
dessas alteraces podem ser utilizadas como possiveis marcadores diagnésticos.
Na periodontia a metabolémica j& foi utilizada, também, em estudos para
avaliar associacao de doencas periodontais a doencas sistémicas crénicas, como
diabetes (BARNES; CIANCIO; SHIBLY; XU et al., 2011) e glioblastoma (GARCIA-
VILLAESCUSA; MORALES-TATAY; MONLEON-SALVADO; GONZALEZ-DARDER
et al., 2018). No entanto, até o0 momento, ndo ha estudos avaliando o metaboloma

de pacientes com DIl e DP.



2 OBJETIVO

Avaliar o metaboloma salivar em pacientes acometidos por DIl com

periodontite e pacientes saudaveis sem periodontite.

23



24

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Estudo observacional transversal.

3.2 Selecgao dos pacientes

Os individuos que participaram deste estudo foram recrutados dos
ambulatérios de Gastroenterologia do Hospital Clementino Fraga Filho (HUCFF) -
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), especializado em atendimento a
individuos com DIl e das clinicas de graduacdo da Faculdade de Odontologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Individuos com idades entre 20 e 80 anos foram selecionados a participar do
estudo. Os pacientes com DIl que atenderam aos critérios de inclusdo da pesquisa
foram convidados a participar voluntariamente da mesma e em seguida, foram
atendidos no HCFF.

O grupo controle foi composto por individuos em atendimento na Faculdade
de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), que relataram
ser sistemicamente saudaveis e que apdés exame odontologico foram diagnosticados
com periodontite ou saude periodontal. Foram aceitos, ainda, para compor este
grupo, familiares de participantes do grupo teste/ controle que relataram ser
sistemicamente saudaveis e de mesma faixa etaria.

Todos os pacientes diagnosticados com periodontite neste estudo foram
encaminhados posteriormente para tratamento nas clinicas de graduagdo em
Odontologia ou Especializacdo em periodontia na Faculdade de Odontologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) de acordo com a extenséo e

severidade da doenca.
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Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da UERJ e
HUCFF (CAAE: 45797721.5.0000.5282). Os pacientes assinaram um Termo de

Consentimento antes de serem examinados.

3.3 Critérios de Inclusao e excluséo

Todos os individuos deveriam ter pelo menos 10 dentes naturais
erupcionados (excluindo os terceiros molares), ser diagnosticados com saude
periodontal ou periodontite de acordo com a classificacdo de 2018 das doencas e
condicbes periodontais e periimplantares (CATON; ARMITAGE; BERGLUNDH,;
CHAPPLE et al., 2018).

Os patrticipantes do grupo teste foram diagnosticados com RCUI ou DC de
acordo com os critérios adotados pela Associacdo Americana de Gastroenterologia
(AAG) e estar em tratamento no HCFF.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: gravidez, lactacédo, uso
de aparelho ortoddntico e/ou tratamento periodontal nos udltimos seis meses,
pacientes que apresentassem qualquer desordem sistémica além da DIl que

pudesse afetar o aparato periodontal de suporte.

3.4 Prontuario do paciente

Para cada um dos participantes do estudo foi preenchido um prontuério
contendo dados pessoais, anamnese, dados relacionados ao sistema
gastrointestinal e dados odontolégicos.

Os dados pessoais coletados incluiram: identificacdo do paciente, data de
nascimento, telefone e e-mail.

Os dados mencionados a seguir fizeram parte das perguntas da anamnese
tanto do grupo teste quanto do grupo controle: se havia gravidez em curso ou uso de
algum método contraceptivo para as pacientes do género feminino, existéncia de
doenca sistémica, medicacdes utilizadas nos seis meses anteriores. Foi

guestionado, ainda, se o0 paciente sofreu de alguma enfermidade ou mal-estar nos
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seis meses anteriores e, em caso positivo, a doenca e os medicamentos utilizados
para tratamento foram ser descritos.

Além desses dados, na anamnese do grupo teste foram coletadas
informacdes sobre a historia da RCUI ou DC: idade de inicio dos sintomas, idade em
que foi realizado o diagndstico, tempo de tratamento e medicacdes em uso (para os
pacientes em atividade da doenga) ou histérico dos medicamentos que ja foram
utilizados anteriormente (para os pacientes que estiverem em remissao e sem uso
de medicacdes), e infec¢cdes (incluindo tuberculose e COVID-19). Os dados
gastrointestinais dos pacientes com RCUI ou DC foram confirmados com os dados
do prontuario médico do HCFF.

3.5 Exames odontolégicos

Os exames odontolégicos foram realizados por dois examinadores
previamente calibrados e incluiram: indice de placa visivel (IPV), e periograma
composto por profundidade de bolsa a sondagem (PBS), perda insercdo clinica
(PIC) e indice de sangramento a sondagem (SS) em todos os dentes da boca com
excecdo dos terceiros molares, nesta ordem. Os parametros periodontais foram
avaliados em seis sitios por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiopalatino/ mesiolingual, palatino/lingual e distopalatino/ distolingual).

O IPV utilizado foi dicotdmico (presenca/auséncia) e calculado obtendo-se a
porcentagem de sitios com presenca de sangramento do total de sitios sondados.

Para a realizacdo do periograma, cada dente a ser avaliado foi mantido sob
boa iluminacdo, com isolamento relativo e seco com jato de ar através da introducéo
suave de uma sonda periodontal milimetrada (Carolina do Norte Universal 15 Ponta
Unica - PCPUNC15 — Hu-Friedy ®, Chicago, IL, Estados Unidos) dentro do sulco
gengival/bolsa periodontal. Com a sonda inserida em sua posicao final (ponto de
resisténcia no fundo do sulco/bolsa) foram registradas as medidas de PBS e PIC. A
medida de PBS foi tomada a partir da distancia da margem gengival até o fundo do
sulco/ da bolsa. A PIC foi dada pela distancia da juncdo cemento-esmalte (JCE) até

o fundo do sulco/ da bolsa. O indice de sangramento a sondagem utilizado neste
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trabalho foi dicotdmico (presenca/auséncia). O SS foi calculado obtendo-se a
porcentagem de sitios com presenca de sangramento do total de sitios sondados.

Os pacientes dos grupos DC, RCUI e Controles sistemicamente saudaveis
com periodontite foram também avaliados quanto ao diagndstico periodontal de
acordo com o0 estagio da periodontite, segundo o Workshop Mundial para a
Classificacdo das Doencas e Condi¢cdes Periodontais e Peri-Implantare de 2018
(PAPAPANOU; SANZ; BUDUNELI; DIETRICH et al., 2018).

3.6 Coleta da saliva

A coleta de saliva foi realizada antes da realizacdo dos exames odontoldgicos
para que as amostras ndo fossem contaminadas por sangue oriundo da
manipulacdo dos tecidos gengivais durante os exames.

Os pacientes foram orientados a abster-se completamente de atividades orais
(consumir qualquer alimento ou bebida, escovar os dentes, realizar bochechos,
fumar, etc.) por, pelo menos, 30 minutos antes da coleta de saliva.

Foi realizada, entdo, a coleta ndo estimulada da saliva total. A saliva foi
expectorada da boca diretamente para um pote coletor de plastico estéril por até 5
minutos ou até atingir a quantidade de 4 ml.

Em seguida, para cada paciente, 1 ml de saliva foi transferido para um
Eppendorf de pressdo contendo 20ul de inibidor de protease (SIGMAFAST™
Protease Inhibitor Tablets, Sigma Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, Estados Unidos)
para que fosse centrifugado (Micro-centrifuga NT800, Novatecnica®) durante 8
minutos, a 8000 rotacdes por minuto e a temperatura do laboratério. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante da saliva foi transferido para um novo Eppendorf (de

rosca) e congelado a -80°C até o processamento das amostras.
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3.7 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Apoés o0 armazenamento a -80°C, as amostras coletadas foram descongeladas
a 25°C e, em seguida, 540uL de cada amostra salivar foram misturados a 60uL de
tampéao fosfato de sédio (pH 7,0) contendo agua deuterada a uma concentracéo de
10% (D20; Cambridge Isotope Laboratories Inc., USA) e 5mM de acido 4,4-dimetil-
4-silapentano-1-sulfénico (DSS; Sigma-Aldrich, Milwaukee, USA). O D20 foi
utilizado para o reconhecimento do campo magnético na amostra e o DSS foi
utilizado para a referéncia interna de deslocamento quimico (& = 0,00 ppm).

Os espectros foram obtidos utilizando um espectrémetro de RMN Avance Il
de 500 MHz (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany), a 25° C no Centro Nacional de
Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas (CNRMN). Utilizamos a sequéncia de
pulsos de CPMG (Carr-Purcell-Meibom-Gill) para o espectro de *H, sendo realizada
supressdo da agua. Foram utilizados 1024 scans de varreduras. Os experimentos
de correlacéo total H-H-TOCSY foram utilizados para confirmar os assinalamentos
e resolver metabdlitos ambiguos, utilizando 2048 X 256 pontos, largura espectral de
12.019 Hz em cada dimensé&o e um tempo de mistura de 70 ms.

3.8 Andlise estatistica

3.8.1 Analise metabolomica

Apéds a aquisicdo dos espectros, os deslocamentos foram analisados a partir
da sobreposicdo de todos os espectros usando Topspin® (Bruker Biospin,
Rheinstetten, Alemanha). Cada espectro de RMN foi analisado integrando as
regides de tamanho de 0,03 ppm. A regido da agua foi excluida das analises (4,50 a
5,15 pmm) bem como as regides espectrais que nao puderam ser corrigidas a fase e
a linha de base (2,69 a 2,73 ppm). Os assinalamentos foram realizados a partir dos
experimentos 'H-'H-TOCSY e confirmadas usando o banco de dados de

Metaboloma Humano (http://www.hmdb.ca/).
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O conjunto de dados foi armazenado em uma matriz com as amostras de
saliva dos individuos ocupando as linhas e os deslocamentos quimicos dos
metabalitos dispostos em colunas. Os dados metabdlicos foram extraidos usando o
programa estatistico AMIX Statistics (versdo 3.9.14, Bruker Biospin, Rheinstetten,
Germany).

Os dados foram normalizados pela soma das intensidades dos picos e
usando o Pareto. As analises multivariadas para determinacdo dos metabdlitos mais
relevantes para 0s grupos com e sem RCUI ou DC foram realizadas no
Metaboanalyst (versédo 4.0), sendo realizada a Partial Least Squared Dyscriminant
Analysis (PLS-DA) e o Sparse Partial Least Squares Dyscriminant Analysis (SPLS-
DA), um método de classificacdo supervisionado que usa o rotulo do grupo para
maximizar a separacao entre diferentes grupos. Os gréaficos da pontuacédo VIP (do
inglés Variable Importance in Projection Scores) foram analisados a fim de definir os
metabdlitos distintos nos diferentes grupos analisados. O VIP Score foi obtido para
cada comparacdo, e 0s metabdlitos correspondentes foram analisados usando
intensidade de pico e andlises estatisticas multivariadas. As VIPs estimam a
importancia de cada variavel na projecdo usada em um modelo PLS, sendo
frequentemente usada para selecdo de varidveis. Uma varidvel com VIP Score
proximo ou superior a 1 (um) pode ser considerada importante em determinado
modelo.

O test t foi aplicado para a realizacdo da estatistica univariada, a fim de
verificar se houve diferenca dos metabdlitos entre os pacientes com e sem RCUI ou
DC. Para definir a performance do modelo, foram utilizados os paréametros Q?
(fracdo de variacao y prevista pelo modelo X) e R2 (fracdo de variacdo X modelada),
e a acuracia (ACC) para cada conjunto de projecdes. O intervalo de confianca de
95% foi utilizado para os modelos.

No software Metaboanalyst 3.0 foi possivel obter o desempenho preditivo dos
modelos; cada modelo foi avaliado para Q2, R2 e precisdo (ACC), para fins de
validacéo cruzada. Com os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2) foi

obtida uma acuracia de 0,42.
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3.8.2 Analise dos dados clinicos

Uma amostra de conveniéncia foi utilizada neste estudo. O poder estatistico
da pesquisa foi calculado com o auxilio do software G Power considerando um total
de 49 individuos, erro (alfa) de 5%, area de distribuicdo bicaudal (ou unicaudal) e
tamanho de efeito igual a 0,83. ApOs o calculo foi obtido um poder de analise de
99%. O teste de Kolmogorov - Smirnov foi usado para avaliar a distribuicdo dos
dados para cada variavel apresentada. Os dados foram coletados no software
Microsoft Excel 2019 e exportados para o SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versao 20 para andlises estatisticas (SPSS, IL, USA). Os dados foram
apresentados por meio da média e desvio padrao (dados demograficos) e mediana e
intervalo interquartil (parametros clinicos periodontais). Foi realizado o teste qui-
qguadrado de independéncia para avaliar associacao entre as variaveis qualitativas
(diagnéstico periodontal, sexo, localizacdo da DIl, cor, habito de fumar, HAS,
diabetes, atividade da DII), teste de Kruskall Wallis e Mann Whitney para avaliar
diferencas entre grupos de variaveis gquantitativas (Idade, tempo de DIl, n° de
dentes, PBS, SS, PIC, média de PBS, média de PIC). O teste de Post Hoc de
Games Howel foi utilizado para os parametros clinicos periodontais. O nivel de
significancia foi estabelecido em 95% (p< 0.05).
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4 RESULTADOS

4.1 Dados clinicos e demograficos

Foram selecionados 49 pacientes para este estudo, distribuidos nos seguintes
grupos: Pacientes diagnosticados com DIl e periodontite, sendo sete (n=7) com DC
e 5 (n=5) com RCUI; Pacientes sistemicamente saudaveis, com periodontite (n=23);
Pacientes sistemicamente saudaveis e sem periodontite (n=14).

Os dados demograficos detalhados de pacientes com RCUI, DC, controles
com periodontite e controles sem periodontite sdo relatados na Tabela 1. Controles
com periodontite apresentaram significativamente mais sangramento a sondagem
guando comparados aos controles sem periodontite (p<0,025). Pacientes do grupo
DC apresentaram PBS igual a 4mm significativamente maior (p<0,001) do que
controles com periodontite e estes, mais (p<0,001) do que os controles sem
periodontite. Os controles com periodontite apresentaram PBS =2 5mm e PIC de 3-
4mm estatisticamente significante (p=0,004 e p=0,036, respectivamente) sobre 0s
controles sem periodontite. Os quatro grupos apresentaram semelhanca quanto ao

indice de placa, numero de dentes e PICde 0 e 1 a 2mm.



Tabela 1 - Dados demograficos dos quatro grupos analisados
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Doenca Controles Controles
¢ RCUI com sem
de Crohn ~ . . . )
. _ (n=5) periodontite periodontite
Dados clinicos (n=7) (n=23) (n=14)
p- p- p- p- .
valort valor? valor3 valor
Idade
Anos 48(+x14) 0,737 50(x9) 0,552 50 (+9) 0,933 48 (x13) 0,996
(DesvPad)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Feminino 2(28,6%) 0,039 4(80,00%) 0,412 14(60,86%) 0,159 11(78,57%) 0,743
Sexo
Masculino 5(71,4%) 0,039 1(20,00%) 0,412 9(39,13%) 0,159 3(21,42%) 0,743
Branca 2(28,60%) 0,803 3(60,00%) 0,168 5(21,73%) 0,335 6(42,85%) 0,125
c Parda  3(42,90%) 0,447 2(40,00%) 0,63 6(26,08%) 0,844 4(28,57%) 0,517
or
Preta 2(28,60%) 0,628 0(0,0%) 0,072 12(52,17%) 0,453 4(28,57%) 0,034
Fumante 0(0,0%) 0,555 0(0,0%) 0,626 2(8,69%) 0,361 0(0,0%) 0,124
Nao 7(100%) 0,085 4(80,00%) 0,727 15(65,21%) 0,837 10(71,42%) 0,218
Fumo fumante
f EX 0(0,0%) 0,124 1(20,0%) 0,888 6(26,08%) 0,515 4(28,57%) 0,565
umante
HAS Sim 2(28,60%) 0,451 0(0,0%) 0,263 5(21,73%) 0,64 2(14,28%) 0,566
Diabetes Sim 2(28,60%) 0,007 0(0,0%) 0,546 1(4,34%) 0,258 0(0,0%) 0,626

Nota: Frequéncias relativas e absolutas por grupo de individuos. A variavel idade foi representada por meio de
média e desvio padrdo e foi realizado o teste de Mann Whitney. Foi realizado o teste qui quadrado para avaliar
possiveis associa¢des entre as variaveis qualitativas. P-valort avalia a significancia para os grupos “Doenga de
Crohn” e “RCUI". P-valor? significancia para “RCUI” e “Controle com periodontite”. P-valor® significAncia entre
“controle com periodontite” e “controle sem periodontite” . P-valor* significAncia entre controle sem periodontite e

doenca de Crohn. Nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.
Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 2 - Dados clinicos periodontais dos participantes de cada grupo (DC, RCUI,
controles com e sem periodontite)

uimeros  ooemadecom@  Ro) SIS Cttokam P
(n=14) (n=23)

N de dentes 26 (5) 26 (3) 25 (6) 23(8) 0,916
indice de Placa 39,16 (35,2) 51,38 (18,7) 60 (34) 37 (26) 05
ss 9 (30) 33 (19) 35 (25) 5 (6) 0,025 °¢
PBS < 3mm 98 (2) 98 (2) 94 (10) 100 (0) <0001 %%
PBS = 4mm 2 (1) 1(0) 3(4) 0 (0) <0,001
PBS > 5mm 1(1) 22 3(7) 0(0) 0,004 °¢
PIC = Omm 47 (32) 56 (58) 34 (55) 83 (46) 0,182
PIC= 1-2mm 46 (37) 14 (29) 42 (31) 8 (44) 0,128
PIC= 3-4 mm 5 (4) 2 (5) 15 (17) 12) 0,036 °
PIC=5mm 005 E) 1(11) 0(0) 0,302
Média PBS 2 (0) 2 (0) 2 (0) 2 (0) 0,122
Média PIC 1(0) 1Q) 1Q) 0@ 0,077

Nota:Teste de Kruskall Wallis e Post Hoc de Games Howel. Mediana (intervalo de quartil) para o
namero de dentes, porcentagem de sitios com placa, porcentagem de sitios com sangramento a
sondagem, profundidade da bolsa de sondagem (PBS), perda inser¢éo clinica (PIC), média de PBS e

média de PIC.

Fonte: A autora, 2022.
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Tabela 3 - Assosiacdo do diagndstico periodontal entre 0s quatro grupos

Controles com
periodontite
(n=23)

Diagndstico Doenga de Crohn RCUI
Periodontal (n=7) (n=5)

N(%) P-valor! N(%) P-valor® N(%) P-valor®

Periodontite 1(14,30%) 0,858 1(20,00%) 0,576 4(17,40%) 0,301
estagio |

Periodontite 3(42,90%) 0,111 1(20,00%) 0,98 6(26,10%) 0,353
estagio Il

Periodontite 3(42,90%) 0,447 2(40,00%) 0,63 10(43,50%) 0,066
estagio Il

Periodontite 0(0,00%) 0,394 1(20,00%) 0,307 3(13,00%) 0,24
estagio IV

Nota: Frequéncias relativas (por coluna). Foi realizado o teste qui quadrado para avaliar possiveis associacdes
entre as variaveis qualitativas. P-valor! avalia a significancia para os grupos “Doencga de Crohn” e “RCUI”. P-
valor? significancia para “RCUI” e “Controle com periodontite”. P-valor® significancia entre “controle com
periodontite” e “controle sem periodontite” . P-valor® significancia entre controle sem periodontite e doenca de
Crohn. Nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

Fonte: A autora, 2022.

Houve semelhanca quanto ao peso e tempo de doenca entre os grupos DC e
RCUIL. No grupo RCUI a maioria (80%) dos participantes apresentavam Pancolite
como localizacdo da doenca, enquanto na DC a localizacdo lleocolonica foi
predominante (57,1%). A maioria dos participantes do grupo DC (85,71%) e RCUI
(37,50%) estavam em remissdo da respectiva doenca, porém ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,386). (Tabela 4)



Tabela 4 - Dados clinicos da Doenca de Crohn e RCUI
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Doencga de Crohn

Dados clinicos das DlI’s (n=7) RCUI (n=5)
N N P-valor
Peso (kg) 73,57 (+19,91) 74,40 (+ 29,94) 0,935
Tempo de doenca 19,43 (£ 8,28) 16,4 (+ 7,70) 0,514

Anos (DesvPad)

Pancolite

Proctossigmoidite

lleocolonica
Localizagdo lleocecal
Colbnica
Proctite
Colite esq.

Atividade da Remisséo

doenca Atividade

0 (0,00%) 4 (80,00%)
0 (0,00%) 1 (20,00%)
4 (57,1%) 0 (0,00%)
2 (28,60%) 0 (0,00%)
1 (14,30%) 0 (0,00%)
0 (0,00%) 0 (0,00%)
0 (0,00%) 0 (0,00%)

6 (85,71%)
1 (14,28%)

3 (60,00%)

0,386

2 (40,00%)

Nota: O teste U de Mann-Whitney foi usado para comparacgdes entre os pacientes com Doenca de
Crohn e RCUI quanto ao peso, tempo de doenca e atividade da doenca.

Fonte: A autora, 2022.

Tabela 5 - Dados sobre atividade da DC e RCUI e sua relacdo com o estagio da

periodontite
Diagnéstico periodontal

Atividade/Remissao das P1 P2 P3 P4 P_valor Total

DilI's (n=2) (n=4) (n=5) (n=1)
DC REMISSAO 1(14,28%)  3(42,85%) 3 (42,85%) 7

(n=7)
IHB 2 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0,54 1
REMISSAO 0 (0%) 1 (33,3%) 1 (33,3%) 1 3

RCUI

(n=5)  MAYO 2 1(100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0,35 1
MAYO 3 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 1

Nota: Teste qui-quadrado para avaliagdo de possiveis associacdes entre o diagnostico periodontal
e a atividade da DIl, com base no Indice de Harvey Bradshaw (IHB) para DC e a classificacdo
Mayo para RCUI. IHB 2: auséncia de sintomas; Mayo 2: doenca moderada; Mayo 3: Doenca

grave.
Fonte: A autora, 2022.



Ao avaliar se houve relacdo entre atividade da DIl e o estagio da

periodontite entre os participantes dos grupos DC e RCUI pbde-se perceber que

nao houve diferenca significativa entre o diagndstico periodontal e a atividade da

DlII.

4.2 Andlise do perfil metabdlico
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Andlises supervisionadas foram realizadas para avaliar as diferencas de

metabdlitos em amostras de todos os quatro grupos. Na figura 1 (A, B), o PLS-DA e

S-PLS-DA sao apresentados, respectivamente, demonstrando diferencas entre os

grupos teste e controle. A variagao total dos dados em A e B, foram 51,8% e 23,3%,

respectivamente.

Figura 1 — Spectro de saliva dos pacientes
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Component 2 ( 12.4 %)
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Legenda: A) PLS-DA, B) sPLS-DA; a partir de espectros de RMN de saliva dos pacientes
controles com periodontite (C_Perio) e sem periodontite (Control), pacientes com RCUI
(Colite_Perio) ou DC (Crohn_Perio) com periodontite. O PLS-DA mostra uma pequena diferenca e
0 S-PLS-DA mostrou uma diferenca mais evidente entre os grupos com precisdo e predicdo

satisfatorias (ACC = 0.42, R2 = 0.20, Q2 = -0.15).
Fonte: A autora, 2022.
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A Variable Importance in Projections (VIPs) foi utilizada para determinacéo
das abundéancias relativas dos metabolitos que contribuiram para a separacgdo entre
0s grupos relacionados ao diagndstico clinico. Individuos diagnosticados com RCUI
e controles com periodontite apresentaram perfis metabdlicos salivares semelhantes
(Figura 1), com maior expressdao de grupos N-acetil, Hidroxibutirato, Glutamato,
Glutamina e Lisina, se diferenciando apenas pela expressdo de Etanol, maior no
grupo controle com periodontite, sacarose e glicose, maiores no grupo de RCUI e
periodontite. Nesses dois grupos a regido de acgucar, valina, e treonina estavam sub
expressados (Figura 2).

Os grupos formados por pacientes controles sem periodontite e portadores de
DC com periodontite apresentaram super expressao da regido de acucares, Valina e
Treonina. A diferenca entre esses dois grupos se deu pela expressédo de Sacarose e
Glicose (maior nos individuos com DC), Etanol e Butirato (maior nos controles
saudaveis). Grupos N-acetil, hidroxibutirato, glutamato, glutamina e lisina estavam

sub expressados nesses dois grupos (Figura 2).

Figura 2 - VIP Score obtido a partir da analise da saliva ndo estimulada dos quatros

grupos estudados. QO 4°
AR
e P
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valina ° OECm
N Acetil acuca ® OmCm hon

Hidroxibutirat ® BOOm I
Treonina ® OmCOm
Glicose ® [ | ]
Butirato o mOOm

N Acetil acuca L] Ommc I

Hidroxibutirat | @ EOOm |,
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Fonte: A autora, 2022.



Ao comparar os grupos DC e Controles com periodontite, observamos
diferenca estatisticamente significativa nos niveis de butirato (p = 0,01), etanol
(p=0,00), hidroxibutirato (p=0,00) e caproato (p=0,03). Ao comparar a saliva de
individuos com RCUI e controles com periodontite, observamos uma diferenca
significativa na concentracao de butirato (p = 0,03), valina (p = 0,02), regido de
acucar (p = 0,02), treonina (p = 0,03), caproato (p = 0,05) e etanol (p = 0,02).
Entre individuos sistemicamente saudaveis com e sem periodontite a Unica
diferenca estatistica se deu pela concentracdo de isoleucina (p=0.03). Entre o
grupo DC e controles sem periodontite ndo houve diferenca estatisticamente
significativa quanto a nenhum dos metabdlitos encontrados, assim como entre o

grupo RCUI e controles sem periodontite.
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Tabela 6 - Analise univariada do metaboloma salivar
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Metabélitos Doenca de RCUI Cont_roles com Cont_roles sem
Crohn periodontite periodontite
P'  Média (DP) P’  Média (DP) P> Média (DP) P*  Média (DP) p°
) 8,67 X 10° 8,74 X 10° 1,58 X 10° 1,31 X 10°
Butirato  0.01 (418 X 10°) 0.11 (227 X 10% 0.15 (7,01 X 10% 0.03 (6.24 X 10%) 0.24
1,56 X 10° 1,40 X 107 2,48 X 10° 2,25 X 10°
Caproato  0.03 (6,90 X 10°) 0.06 (1,37 X 10° 0.10 (1,06 X 10°) 0.05 (7.96 X 10° 0.48
1,69 X 10° 1,85 X 10° 3,43 X 10° 2,77 X 10°
Etanol <0.01 (781 X 109) 0.07 (365 X 109) 0.18 (1.46 X 10°) 0.02 (144 X 10°) 0.19
. 1,05 X 10° 1,03 X 10’ 1,08 X 10° 1,17 X 10’
Glicose  0.60 (9,66 X 108) 0.54 810 X 109) 0.56 (165 X 109) 0.51 (5.09 X 109) 0.45
. 1,19 X 10° 1,50 X 10° 1,61 X 10° 1,27 X 10°
Glutamina  0.15 @73 X 109) 0.77 621 X 109) 0.46 (7.13 X 109) 0.75 (6,09 X 109) 0.13
1,26 X 10° 1,54 X 10’ 1,67 X 10° 1,24 X 10°
Glutamato  0.19 (527 X 10% 0.93 (6.20 X 10% 0.30 (753 X 10°) 0.72 (509 X 10%) 0.06
S 9,80 X 10° 1,36 X 10° 1,64 X 10° 1,31 X 10°
Hidroxibutirato < 0.01 (2.45 X 109) 0.11 (315 X 108) 0.82 (5.60 X 109) 0.29 492 X log) 0.07
. 9,93 X 10° 1,24 X 10” 1,33 X 10° 1,05 X 10°
Hidroxibutirato  0.17 (438 X 109) 0.77 (5.24 X 109) 0.39 (6.04 X 109) 0.75 (385 X 109) 0.12
S 1,38 X 10° 1,61 X 10’ 1,92 X 10° 1,54 X 10°
Hidroxibutirato  0.15 (6.21 X 109) 0.64 (5.92 X 109) 0.85 (9.08 X 109) 0.47 (7.69 X 109) 0.19
. 2,90 X 10° 2,85 X 10° 4,31 X 10° 2,76 X 10°
Isoleucina  0.14 (1,52 X 109) 0.86 (2.44 X 108) 0.93 (2.29 X 109) 0.21 (179 X 109) 0.03
- 1,82 X 10° 1,76 X 10’ 2,40 X 10° 1,92 X 10°
Lisina 0.24 (8,02 X 10') 0.82 (879 X 10%) 0.76 (121 X 10% 0.27 (1,09 X 10%) 0.23
N-acetil 3,23 X10° 4,33 X 10° 4,15 X 10° 3,29 X 10°
acicar %% (128x109 99 @7ox109 % (toix109 %8 (tmaxiy 01
Regido de 4,98 X 10° 4,27 x 10° 5,04 X 10° 5,07 X 10°
aglicar 0.75 (1,43 X 10%) 0.74 (1,12 X 10%) 0.09 (5,17 X 10%) 0.02 (7,49 X 10% 0.88
2,52 X 10° 2,34 x 10° 2,52 X 10° 2,59 X 10°
Sacarose 0.96 (1,23 X 109) 0.72 (3,60 X 109) 0.29 (2.47 X 109) 0.19 (4.48 X 109) 0.56
) 3,24 X 10° 2,67 x 10° 3,43 X 10° 3,50 X 10°
Treonina 0.46 172 X 109) 0.57 (846 X log) 0.17 6.73 X 109) 0.03 (118 X 109) 0.82
. 4,60 X 10° 4,04 x 10° 4,77 X 10° 4,77 X 10°
Valina  0.45 (141 X 109) 0.63 (8,54 X 109) 0.14 (5.70 X 109) 0.02 933X 109) 0.97

Legenda: P! significAncia para os grupos DC e Controles com periodontite. P2 significancia para
DC e Controles sem perodontite. P3? significancia controles sem periodontite e RCUI. P*
significancia entre Controles com periodontite e RCUI. P° significancia para controles com e sem

periodontite. Nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

Fonte: A autora, 2022.



40

5 DISCUSSAO

No total foi possivel identificar treze metabodlitos nas amostras de saliva
analisadas: butirato, caproato, etanol, glicose, sacarose, glutamina, glutamato,
hidroxibutirato, treonina, isoleuina, lisina, regido de agucar, valina e grupo N-acetil. O
hidroxibutirato, butirato e caproato sédo acidos organicos, glicose e sacarose Sao
carboidratos e a isoleucina, glutamina, glutamato, lisina, treonina e valina séo
aminoécidos. A analise univariada apontou diferencas estatisticamente significantes
relacionadas a oito dos metabdlitos identificados: butirato, etanol, hidroxibutirato,
caproato, valina, regido de acucar, treonina e isoleucina.

Ja sabemos que a DIl esta associada a um risco significativamente maior de
periodontite e piores condicdes de saude bucal (PAPAGEORGIOU; HAGNER;
NOGUEIRA; FRANKE et al., 2017) e na figura 2 é possivel perceber semelhancas
entre o perfil metabdlico de pacientes com RCUI e periodontite e 0os controles com
periodontite, enquanto o perfil de pacientes com DC e periodontite se assemelhou
ao dos controles sistemicamente saudaveis, sem periodontite. Isso pode indicar que
talvez a presenca de doenca inflamatéria intestinal e o tipo (DC ou RCUI) possa
também impactar no perfil metabdlico da doenca periodontal ou o inverso, com a
influéncia da periodontite sobre o perfil metabdlico salivar da DII. Qian et al (2021)
em seu estudo verificaram que a microbiota salivar da periodontite exacerbou a
colite induzida em um modelo experimental, com agravamento da polarizacdo dos
macrofagos e inducdo de células Th2, diminuicdo dos niveis de &cidos graxos
insaturados e aumento do metabolismo do acido araquidbnico, sugerindo que a
periodontite pode contribuir para a patogénese da colite através da degluticdo da
microbiota salivar (QIAN; LU; HUANG; WANG et al., 2021).

Pacientes acometidos por periodontite e DIl, tanto DC quanto RCUI,
apresentaram niveis significantes de etanol e acidos graxos de cadeia curta e média,
como butirato e caproato, semelhante a estudos prévios (GARCIA-VILLAESCUSA;
MORALES-TATAY; MONLEON-SALVADO; GONZALEZ-DARDER et al., 2018;
GUAN; LI; MENG, 2021). O butirato na cavidade oral é produzido principalmente na
bolsa periodontal e esta relacionado ao metabolismo microbiano, sendo um fator de
viruléncia conhecido da Porphyromonas gingivalis (GUAN; LI; MENG, 2021). Esses

metabdlitos atuam impedindo a divisdo celular, dificultam o reparo e favorecem os
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processos de degeneracdo tecidual, permitindo a entrada de patdgenos e
progressdo da periodontite (QIQIANG; HUANXIN; XUEJUN, 2012). Por diminuirem
significativamente apds o tratamento periodontal e aumentarem gradualmente ao
longo do tempo tém sido apontados como possiveis indicadores do desenvolvimento
e progressao da DP (LU; MENG; GAO; XU et al., 2014). Na DIl os niveis de acidos
graxos de cadeia média encontram-se reduzidos e podem ter atividade anti-
inflamatoria (DE PRETER; MACHIELS; JOOSSENS; ARIJS et al., 2015) através de
efeito inibitério mediado por TNF-a (BJERRUM; WANG; HAO; COSKUN et al.,
2015). Em geral, os &cidos graxos de cadeia curta, principalmente o butirato, sdo
fontes de energia para a parede celular intestinal e promovem o crescimento das
células epiteliais (MARCHESI; HOLMES; KHAN; KOCHHAR et al., 2007). O etanol é
um composto organico volatili na saliva, produzido pela alcool desidrogenase
bacteriana e, apesar da deteccdo de grande parte do etanol em biofluidos estar
associada ao consumo de bebidas alcodlicas, acreditamos que devido aos horarios
e condi¢cdes na qual as amostras foram coletas € mais provavel que sua presenca
esteja relacionada ao metabolismo microbiano.

Curiosamente, o Unico metabdlito com niveis significativos entre pacientes
sistemicamente saudaveis com e sem periodontite foi isoleucina. Valina e treonina
foram significativas somente nos pacientes acometidos por RCUI e periodontite,
entretanto ambas ja foram associadas a periodontite (AIMETTI; CACCIATORE;
GRAZIANO; TENORI, 2012; GAWRON; WOJTOWICZ; LAZARZ-BARTYZEL;
LAMASZ et al., 2019; KUBONIWA; SAKANAKA; HASHINO; BAMBA et al., 2016;
LIEBSCH; PITCHIKA; PINK; SAMIETZ et al., 2019b; ROMANO; MEONI;
MANAVELLA; BAIMA et al., 2019; ROMANO; MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al.,
2018; RZEZNIK; TRIBA; LEVY; JUNGO et al., 2017; SINGH; SAXENA; SAIMBI;
ARIF et al., 2017). Ambos os trés estao entre os aminoacidos essenciais e estédo
envolvidos na proteinogénese, sendo a valina e isoleucina aminoacidos de cadeia
ramificada relacionados ao estresse, energia e metabolismo muscular. Apesar da
funcdo da valina e isoleucina no sistema imune ainda ndo estar totalmente clara,
esta parece aumentar a excrecdo de P-defensina e, aquela pode aumentar a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, diminuir a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias e aumentar a fungdo das células dendriticas (ZHANG; ZENG; REN;
MAO et al., 2017).
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A treonina é encontrada em todos 0s organismos e tem capacidade de gerar
trés dos principais aminoacidos (acetato, butirato e propionato), os quais agem como
moduladores da resposta imune, atuando como ligantes do receptor acoplado a
proteina G43, além disso, € amplamente metabolizada no intestino para a producao
de mucina. Acredita-se que em condi¢cdes patolégicas a necessidade de treonina
aumente, para manter a funcédo intestinal (GAIFEM; GONCALVES; DINIS-
OLIVEIRA; CUNHA et al., 2018). Os pacientes com DC apresentaram maiores
concentracfes de treonina no perfil metabdlico salivar, entretanto ocorreu o inverso
com pacientes diagnosticados com RCUI.

Pacientes com DIl, tanto DC quanto RCUI apresentaram maiores
concentracfes de glicose e sacarose. A glicose ja foi encontrada em maior
concentracdo no plasma de individuos com diabetes tipo 2 (SUHRE; MEISINGER,;
DORING; ALTMAIER et al., 2010). Estudos prévios ja identificaram esses
metabdlitos em pacientes com periodontite (BARNES; TELES; TRIVEDI; DEVIZIO et
al., 2009; CITTERIO; ROMANO; MEONI; IADEROSA et al., 2020; GAWRON,;
WOJTOWICZ; tAZARZ-BARTYZEL; LAMASZ et al., 2019; SINGH; SAXENA;
SAIMBI; ARIF et al., 2017), porém seus papéis na etiopatogénese da periodontite
ainda néo estéo claros.

O hidroxibutirato € sintetizado no figado a partir do acetil-CoA e pode ser
utilizado como fonte de energia quando ha queda de glicose. Concentracdes
significativas deste metabdlito ja foram encontradas em pacientes com carcinoma de
células escamosas, talvez associado a um maior turnover metabdlico e a demanda
de biossintese de membrana para proliferacdo celular (OHSHIMA; SUGAHARA,
KASAHARA; KATAKURA, 2017). Neste estudo seus niveis foram significantes
somente nos pacientes acometidos por DC e periodontite, mas ja foi observado
previamente em pacientes sistemicamente saudaveis diagnosticados com
periodontite (RZEZNIK; TRIBA; LEVY; JUNGO et al., 2017; SINGH; SAXENA,
SAIMBI; ARIF et al.,, 2017). Recente revisdo sistematica desenvolvida por nosso
grupo de pesquisa, porém ainda nao publicada, avaliou quais sdo 0s metabdlitos de
baixo peso molecular mais encontrados em fluidos biologicos de individuos com
periodontite em comparacao com individuos com gengivite ou saude periodontal. Foi
possivel perceber que os metabdlitos encontrados nos estudos incluidos podiam
estar relacionados a microbiota, ao hospedeiro ou a ambos. Os principais

metabdlitos apontados pela reviséo e coincidentes entre os estudos foram os acidos
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organicos e derivados, como acetato, alanina, butirato, formato, GABA, lactato,
propionato, fenilalanina e valina.

A lisina € dos aminoacidos essenciais, sua deficiéncia pode resultar em
imunodeficiéncia e a necessidade por esse metabdlito pode ser aumentada pelo
estresse. Pacientes com RCUI neste estudo apresentaram maiores niveis de lisina,
indo de acordo com achados prévios em pacientes com DP, mas sistemicamente
saudaveis (BARNES; TELES; TRIVEDI; DEVIZIO et al., 2010; CHEN; ZHOU; LIAO;
HU et al., 2018; OZEKI; NOZAKI; AOKI; BAMBA et al., 2016). Os pacientes com DC
e periodontite apresentaram menores concentracoes de lisina.

A glutamina é um dos 20 aminoacidos codificados pelo cédigo genético
padrdao, é considerado um aminoacido ndo essencial e € semelhante
estruturalmente, ao aminoacido acido glutamico (DATABASE, 2005b). Glutamato &
um alfa-aminoacido utilizado na biossintese de proteinas. E encontrado em todos os
organismos, desde bactérias a plantas e animais. Pode ser sintetizado via alanina ou
acido aspartico via alfa-cetoglutarato e pela acdo de varias transaminases.
Desempenha um papel importante na eliminacdo do excesso ou desperdicio de
nitrogénio pelo corpo. Em muitos aspectos, o glutamato é uma molécula chave no
metabolismo celular (DATABASE, 2005a). Ambos ja foram associados a
hiperamonemia e mal de Alzheimer's (BAK; SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN,
2006). Grupos N-acetyl estavam em maior concentracdo nos pacientes com RCUI e
nos controles com periodontite, e ja4 foram identificados em pacientes com
periodontite em estudos anteriores (AIMETTI; CACCIATORE; GRAZIANO; TENORI,
2012; ROMANO; MEONI; MANAVELLA; BAIMA et al.,, 2019; ROMANO; MEONI;
MANAVELLA; BAIMA et al, 2018). Nos pacientes com DC e nos controles
saudaveis, seus niveis foram menores, o que pode indicar interferéncia da DIl no
metaboloma salivar da periodontite.

No presente estudo os pacientes sistemicamente saudaveis com periodontite
apresentaram pior score de sangramento a sondagem, quando comparados aos
controles sem periodontite. A maior profundidade de bolsa (4 mm e = 5mm) foi
verificada nos controles com periodontite, assim como perda insercdo de 3 a 4
milimetros. Diferente do que se pode observar em outros estudos, ndo houve
diferenca significativa nem com relacdo ao habito de fumar nem ao namero de

dentes. Isso pode ter acontecido devido ao niumero reduzido de pacientes.
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CONCLUSAO

Este estudo transversal foi capaz de detectar diferengas significantes no perfil
metabdlico entre pacientes com periodontite, mas sistemicamente saudaveis e
pacientes com DIl e periodontite. SA0 necessarios mais estudos na area, mas

seguindo uma padronizacdo metodoldgica a fim de comparacdes futuras.
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APENDICE A - Ficha clinica
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DATA DE NASCIMENTO: COR: ( )JBRANCA
( )NAO-FUMANTE
( JFUMANTE Ha quanto tempo: Quantidade:

( JEX-FUMANTE  Foi fumante por quanto tempo:

Hipertenso(a): ()sIM ( )NAO Medicamentos:
Diabético(a): ()sIM ( )NAO

Tratamento ortoddntico prévio:

Antib. nos tltimos 6 meses: ( )SIM ( )NAO Motivo:
Antiinflamatdrio nos ultimos 6 meses: ()sIm ( )NAO

Perdeu algum dente por periodontite: ()SIM ( )NAO

N° de dentes:
Total de sitios:

Média PB:
Média NI:
BOLSAS:
<3mm:
4mm:

=5mm:

NI:
Omm:
1/2mm:
3/4mm:
25mm:

Sitios com placa:
Sitios com sangramento:

Diagnostico Periodont

( )PARDA ( )PRETA

Quando parou:

Teve COVID-19:

Motivo:
Qt.:
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IDADE:

Qt.:
()SIM ( )NAO
Quando:
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APENDICE B - Ficha clinica para pacientes com Dl|

NOME:
IDADE:
PESO DO PACIENTE:
TIPO/ LOCALIZACAO DA DOENCA:
ATIVIDADE OU REMISSAO DA DOENCA:
SLEDAI:
DATA DO DIAGNOSTICO:
TEMPO DE DOENCA:
OUTRAS DOENCAS:
e HIPERTENSAO ()

e DIABETES ()
e OUTROS: ]

TEVE COVID-19?  SIM () QUANDO: NAO ( )
RESULTADOS DO ULTIMO EXAME LABORATORIAL: DATA DO
EXAME:

e VHS:

e VITAMINA D:
e PCR:

e WBC:

e Hb:

e ESR:

MEDICACAO ATUAL:

NOME POSOLOGIA INTERVALO INICIO TEMPO

DATA:
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Anélise do metaboloma salivar em pacientes com doenca periodontal e doencga inflamatoria
intestinal Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Fernanda de Brito Silva

Participantes: Heloisa Fernandes Queiroz Curcio

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Faculdade de Odontologia / UERJ - Francisco Negréo de Lima.
Endereco: Rua Sao Francisco Xavier, 524, Maracana, Rio de Janeiro — RJ — Cep 20550-900 TEL: (21) 2334-0000
Telefones para contato: (21) 98514-4125

Nome do voluntério:
Idade: anos R.G.

O(A) Sr.(?) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Anélise do metaboloma salivar em pacientes com
doenca periodontal e doencga inflamatéria intestinal” de responsabilidade da pesquisadora Prof. Dra. Fernanda de Brito Silva.

Objetivo e Justificativa — Tanto as doencas inflamatérias intestinais quanto as doengas periodontais afetam a qualidade de vida dos pacientes
acometidos e tem alta prevaléncia, tornando cada vez mais necessario fazer seu reconhecimento precoce e estabelecer tratamentos nas fases
iniciais. Este estudo tem por objetivo investigar a relagéo entre periodontite e doengas inflamatdrias intestinais através do estudo do metaboloma
de pacientes acometidos por ambas as doencas comparadas a individuos saudaveis. Dessa forma, € possivel avaliar como essas doengas estao
relacionadas a nivel metabdlico e se compartilham potenciais biomarcadores para diagnéstico.

Descricdo do estudo - Sera realizado um estudo transversal, onde serdo coletadas amostras se saliva, sangue e fluido gengival, além de um
exame clinico bucal e anamnese, envolvendo como populagdo alvo pacientes acometidos por doengas periodontais, doengas inflamatérias
intestinais e pacientes saudaveis que procuram atendimento nas clinicas da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), o Hospital Pedro Ernesto (HUPE/UERJ) e o Hospital Clementino Fraga Filho (HCFF/UFRJ).

Desconfortos e riscos associados - Por se tratar de uma pesquisa realizada por meio de exame clinico e coleta de amostras, podera haver um
risco minimo de possiveis constrangimentos aos participantes do estudo, porém serdo garantidas a ndo estigmatizagéo, a ndo utilizacédo das
informagdes em prejuizo de pessoas e grupos, e a preservagao da auto estima.

Beneficios esperados- A partir do dados obtidos pretende-se fornecer informagdes a sociedade sobre como as doengas inflamatérias intestinais
estdo relacionadas as doengas periodontais a nivel metabdlico e fornecer possiveis biomarcadores para diagnéstico precoce dessas condigdes.
Serdo garantidas acdes de promocéo e prevencdo de salde dos entrevistados através de orientacdo sobre higiene bucal e profilaxia, e quando
necessario serdo encaminhados para devido tratamento na Clinica da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro —
UERJ ou da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Informacdes - Os voluntarios tém garantia de que receberdo respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento sobre os procedimentos,
beneficios e aspectos relativos a pesquisa.

Retirada de Consentimento - Os voluntarios tém a liberdade de cancelar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo.

Garantia de Sigilo - Os dados obtidos na pesquisa tém finalidade exclusivamente cientifica, sendo assegurada privacidade dos participantes da
pesquisa. Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em congressos ou publicados em revista cientifica, porém a identidade do
voluntéario ndo sera divulgada nessas apresentacdes.

Ressarcimento - Ndo ha gastos previstos em decorréncia da participagéo dos voluntarios na pesquisa.

Indenizacdo aos Danos - Ndo ha danos previsiveis decorrentes desta pesquisa.

Aspecto Legal - O projeto foi escrito de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de pesquisas envolvendo seres humanos atendendo
a resolugdo n° 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salde do Ministério da Saude - Brasilia - DF. Os pesquisadores
assumem o compromisso de proporcionar informagéo atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em
continuar participando.

Contatos - A sua participagdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de divida quanto aos seus direitos entre em contato com as
pesquisadoras da pesquisa: Prof. Dra. Fernanda de Brito Silva/ Heloisa Fernandes Queiroz Curcio (21 98514-4125)

Eu, , RG n° , declaro
ter sido informado e concordo com a minha participacéo, como voluntario, no projeto de pesquisa acima descrito.

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel, comunique o fato & Comissdo de Etica em Pesquisa da
UERJ: Rua S&o Francisco Xavier, 524, sala 3018, bloco E, 3° andar, - Maracand - Rio de Janeiro, RJ, e-mail: etica@uerj.br - Telefone: (021)
2334-2180. O CEP COEP é responsavel por garantir a protegdo dos participantes de pesquisa e funciona as segundas, quartas e sextas-feiras,
de 10h as 12h e 14h as 16h.

Rio de Janeiro, de de

Nome e assinatura do participante responséavel por obter o consentimento:

Nome:

Assinatura:

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
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