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APRESENTACAO

Ja parou para se questionar como os profissionais de 30 anos atras buscavam
informacdes, conhecimento e atualizacdo? Qual era a disponibilidade dessas novas
informacdes? Provavelmente quem tinha acesso a elas era considerado alguém muito
privilegiado.

A velocidade com que as pesquisas cientificas aconteciam e divulgacdo dos
resultados, com certeza, eram menores. A tecnologia ndo era avancada como hoje, a
globalizagdo néo era téo intensa, a internet era algo muito novo.

Toda evolugéo do desenvolvimento cientifico nos trouxe até aqui, onde a informacéo,
que pode ser transformada em conhecimento, esta a um toque ou clique de distancia.

Convido-os a navegar pelas paginas do e-book Pesquisa, Producéo e Divulgacédo
do Conhecimento na Odontologia 2 e que aproveite o privilégio da nossa geragéo, que tem
um mundo inteiro de conhecimento a sua disposic¢ao.

Otima leitural!

Emanuela C. dos Santos
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RESUMO: Objetivo: Avaliar a influéncia da
doenca periodontal nos parametros bioquimicos
da saliva como pH, proteinas totais, fosfatase
alcalina e concentracdo de uréia em individuos
portadores da doenga, podendo oferecer o seu
uso como importante biomarcador e um meio
nado invasivo no diagnéstico e monitoramento
na terapia dessa doenca. Método: A saliva
foi coletada antes e ap6s o tratamento da
doenga periodontal e submetida a anélise por
espectrofotometria visivel e ultravioleta, para
determinacdo dos analitos citados, além da
afericao do pH. Resultados: Foram observadas
alteracbes nos marcadores  bioquimicos
analisados, refletidos em uma maior concentragéo
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de uréia e das proteinas, e uma reducdo na atividade da fosfatase alcalina ap6s o plano
de tratamento. Também foi observado a normalidade do pH apds o plano de tratamento.
Através desse estudo ndo foi constatada correlagdo entre pH e a variagdo na capacidade
tamponante da saliva (CTS). Conclusao: A andlise dos parametros quimicos salivares, além
de ser um método néo invasivo, representa importantes biomarcadores para o diagnéstico e
monitoramento na terapia da doenca periodontal.

PALAVRAS-CHAVE: Saliva, Periodontopatias, Bioquimica, Tratamento.

BIOCHEMICAL ANALYSIS OF SALIVA IN PATIENTS WITH PERIODONTAL
DISEASE

ABSTRACT: Evaluate the influence of periodontal disease in biochemical parameters of
saliva as pH, total protein, alkaline phosphatase and urea concentration in individuals with
the disease and can offer its use as an important biomarker and a non-invasive means
in the diagnosis and monitoring the therapy of this disease. Method Saliva was collected
before and after treatment of periodontal disease and subjected to analysis and UV-visible
spectrophotometry for determination of said analytes, in addition to the measurement of
pH. Results: The observed changes in biochemical markers analyzed, reflected in a higher
concentration of urea and protein, and a reduction in the concentration of alkaline phosphatase
after tratament. Also plane was observed at the normal pH after the treatment plan. Through
this study we found no correlation between pH and the change in CTS. Conclusion: The
analysis of salivary chemical parameters, as well as being a noninvasive method, is important
biomarkers for the diagnosis and monitoring in periodontal disease therapy.

KEYWORDS: Saliva, Periodontal Disease, Biochemistry, Treatment.

11 INTRODUGAO

Nos laboratérios de analises clinicas, os procedimentos mais utilizados com fins
diagnosticos utilizam principalmente como material biolégico o sangue. Em situa¢des muito
especificas também séo utilizados com esses fins a urina, o liquor, as fezes e a saliva
(MARTINA, Emanuela., et al. 2020). A vantagem principal do uso da saliva para diagnéstico
em substituicdo ao sangue é o facil acesso a cavidade oral, com coleta ndo-invasiva, e 0
baixo risco de oferecer contaminacéo para o operador no manuseio da mesma (WOZNIAK,
Monika., et al. 2019). O uso da saliva como material biol6gico no diagnéstico avangou
expressivamente nos Ultimos anos e uma diversidade de pesquisas tem sido realizadas
visando determinar o potencial da saliva como fluido bioldégico atil nos exames para
diagnostico de doencgas sistémicas ou localizadas na boca (MARTINA, Emanuela., et al.
2020), (GASNER, N. S., et al. 2020).

O valor diagnostico desse fluido bioldégico vem sido comprovado em uma série de
pesquisas que utilizam a saliva como meio através do qual se possa analisar substancias
especificas importantes na elucidacdo diagnostica de doengas como: carie, doenca
periodontal, sindrome de Sjégren, sindrome do ardor bucal e outras alteragbes onde ha
reducdo na producéo e secregdo da saliva (MARTINA, Emanuela., et al. 2020). Além disso,
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0 uso da saliva também viabiliza a monitoragédo de niveis hormonais, diagnéstico de refluxo
esofagico associado as alteracdes laringofaringeas, identificacdo de microrganismos e de
marcadores biol6gicos importantes no diagnéstico e prognostico de neoplasias malignas
(MARTINA, Emanuela., et al. 2020), (CHIFOR, lona., et al. 2020), (HAN, Pingping., et al.
2019).

As doencas periodontais sdo processos patoldégicos que envolvem o periodonto,
um termo usado para descrever o aparelho de suporte que envolve um dente, que inclui
a gengiva (gengiva), osso alveolar, cemento e ligamento periodontal. Surgem como
resultado de varios fatores, incluindo fatores de risco especificos do paciente e higiene oral
inadequada (GASNER, N. S., et al. 2020).

A saliva € uma mistura complexa de fluidos oriundos das glandulas salivares maiores
e menores. E um liquido que umedece a cavidade bucal. Tem como fungdes basicas a
protecdo da mucosa bucal e dos dentes; defesa através da lisozima e lactoferrina; formagéo
do bolo alimentar; digestéo inicial de polissacarideos, como o amido e o glicogénio;
regulacdo do pH do meio bucal a 6,9, pelos tampdes salivares, mucina, bicarbonato e
monofosfato, evitando as lesdes produzidas pelo excesso de acidos e bases; e autéclise
ou autolimpeza da boca através dos movimentos mastigatorios (KULHAVA, L., et al. 2020),
(SARKAR, Anwesha., et al 2019).

Esse fluido biolégico possui diversas propriedades fisico-quimicas como: alta
viscosidade, baixa solubilidade, elasticidade e adesividade, devido as caracteristicas
quimicas e estruturais da glicoproteina mucina (MARTINA, Emanuela., et al. 2020), (JO,
Ryutaro., et al. 2020).

A composigdo salivar € muito diferenciada e o seu principal componente é a agua
que representa 99% de sua constituicdo. Os componentes orgénicos e inorgénicos, que
representam sua constituicdo soélida, apresentam-se dissolvidos no constituinte aquoso e
varia amplamente de um individuo para o outro € no mesmo individuo diversas vezes
durante o dia. Dentre esses constituintes podem ser citados os ions como calcio, fosfato,
bicarbonato, fluoreto, sddio e potassio, substéncias orgéanicas como glicoproteinas,
enzimas digestivas, glicose e uréia, além de restos alimentares, microrganismos, produtos
do metabolismo bacteriano, células que descamam do epitélio oral, muco da cavidade
nasal e da faringe, transudatos da mucosa e exsudatos dos sulcos gengivais (MARTINA,
Emanuela., et al. 2020), (GASNER, N. S., et al. 2020).

Na odontologia, os testes salivares tém sido relacionados com a susceptibilidade
ao desenvolvimento da céarie dental e com a presenca e evolugdo da doencga periodontal.
A doenca periodontal € uma infecgdo que resulta na inflamagéo dos tecidos de protecéo e
suporte do dente, levando a perda progressiva de inser¢do conjuntiva e de osso alveolar
de suporte. Tal patologia pode ocorrer em qualquer idade e afetar as denticbes, embora

sua ocorréncia acometa principalmente individuos adultos. A presencga de placa bacteriana
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esta relacionada com o inicio e/ou exacerbagdo da doenca (GASNER, N. S., et al. 2020),
(CHIFOR, lona., et al. 2020).

A mensuragdo de parémetros salivares como ureia, proteinas totais, fosfatase
alcalina e pH pode oferecer um meio néo invasivo de avaliar a resposta do hospedeiro
frente a doenca periodontal, sugerindo o seu uso como biomarcador no diagnostico e
monitoramento da terapia dessa doencga (HAN, Pingping., et al. 2019).

Ratificar a possibilidade da saliva como biomarcador pode favorecer o
acompanhamento na evolugdo do tratamento periodontal, tornando-se rotina clinica
principalmente naqueles pacientes com alteracdes sistémicas cuja doenca possa ser mais
agressivamente debilitante, como nos idosos, portadores de diabetes mellitus, nefropatas,
dentre outros, que naturalmente ja tendem a sofrer procedimentos laboratoriais mais
invasivos para diagnéstico, tratamento e/ou preservacao de suas condi¢cbes de base ou
doengas (KULHAVA, L., et al. 2020).

Este trabalho teve objetivo principal analisar os parametros salivares (pH, uréia,
proteina total e fosfatase alcalina) em pacientes portadores de doenca periodontal antes e
apos conclusao do plano de tratamento.

21 MATERIAL E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Ensino e
Pesquisa do Centro Universitario Cesmac com protocolo n°® 1388/2012.

A amostra foi calculada em 28 pessoas, utilizando uma calculadora eletrénica
disponivel em lia.uncisal.edu.br/ensino/pdf2/CTA_Proporcao_finita.xls. O sujeito da
pesquisa foi recrutado por convite verbal presencial na intimidade do box (consultério
odontolégico) da clinica-escola de Odontologia do CESMAC, durante seu horario cotidiano
de atendimento (na disciplina de periodontia), pelos pesquisadores, ap6s confirmacéao
diagnostica de doencga periodontal em seu prontuario. Seu consentimento foi registrado por
meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, baseado nas diretrizes da resolugdo
CNS/MS 466/12.

As amostras de saliva do grupo teste foram coletadas, antes e ap6s o tratamento, pelo
método spitting (HAN, Pingping., et al. 2019). As amostras de saliva foram acondicionadas
em um recipiente de isopor contendo gelo no seu interior e encaminhadas imediatamente
ao laboratério de bioguimica do CESMAC.

O valor de pH da saliva foi mensurado imediatamente ap6s as coletas das amostras
e registrado em um potenciémetro. Lavou-se o aparelho previamente com agua destilada
deixando o mesmo calibrado com solu¢des tampdes de pH 7,0 e 4,0.

O conteudo protéico da saliva foi avaliado pela reagcdo com o vermelho de pirogalol.
Em meio é&cido, a proteina na amostra reage com o molibdato e o vermelho de pirogalol

formando um complexo colorido. A intensidade da cor é diretamente proporcional a
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concentracdo de proteina na amostra. A concentracdo do produto final da reagdo de cor
azul foi medida em comprimento de onda de 600 nm, utilizando como referéncia uma
solugdo padrdo na concentracao de 100,0 mg/L (GUO, Fei., et al. 2019).

A atividade enzimética da fosfatase alcalina em U/L foi determinada pelo método
Cinético otimizado (DGKC). A fosfatase alcalina da amostra, em pH alcalino, hidrolisa o
p-nitrofenilfosfato, liberando p-nitrofenol e fosfato inorganico. A quantidade de p-nitrofenol
produzida tem elevada absorbancia em 405 nm e é diretamente proporcional a atividade da
fosfatase alcalina na amostra (KATSANI, Katerina., et al. 2019).

A concentracao de uréia na saliva foi determinada pelo método cinético ultravioleta
(UV) glutamato desidrogenase (GLDH). A ureia é hidrolisada na presenca de agua
e urease para produzir aménia e dioxido de carbono. A amdnia originada nesta reacéao
combina com o 2-oxoglutarato e o NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) na presenca
de glutamato-desidrogenase para produzir glutamato e NAD+ (nicotinamida adenina
dinucleotideoreduzido). O teste foi otimizado para que a GLDH seja a enzima limitante
da reagdo. Um decréscimo na absorbancia € proporcional a concentragédo de uréia dos
intervalos de tempo dados. As reac¢des foram lidas no comprimento de onda de 340 nm,
e foi usado como padrdo uma solugdo com concentragdo de uréia igual a 80,0 mg/dL
(BARMORE, Walker., et al. 2020).

Uma vez que todos os dados tenham sido obtidos estes foram tabulados em planilha
eletrdnica Microsoft Excel® 2013. Os dados dos parametros salivares obtidos foram
analisados estatisticamente ao nivel de significancia de 5% de probabilidade por meio do
Software Genes (OIKE, Hideaki., et al. 2019). Os dados foram submetidos a anélise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

31 RESULTADOS

De acordo com os resultados que constam na tabela 1, exceto pelo indice de
fosfatase alcalina, foi possivel observar que existe diferenca significativa (p<0,05) nos
valores dos demais parametros bioquimicos e fisico-quimicos, antes e apés o tratamento
para periodontite.

Foi observado que os pacientes antes do tratamento apresentaram uma menor
concentracdo de uréia, quando comparado a situacéo apds plano de tratamento. Isso pode
ser explicado pelo fato de que a uréia além de ser a mais abundante fonte de nitrogénio na
cavidade oral, se difunde da saliva para o biofilme dental onde é rapidamente metabolizada
(consumida) pela urease bacteriana produzindo aménia e gas carbdnico. Convém ressaltar
que a amonia produzida pela atividade ureolitica das bactérias anaerdbicas gram-negativas
é citotoxica para as mucosas e tecidos periodontais, devido a sua facil difusdao nas

membranas celulares do hospedeiro.
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Tratamentos  pH Uréia Proteina Fosf.Alc. Fluxo

Salino

Antes 7,58 62,93 + 131,99 + 46,19 + 8,11 =
0,59A 45,10 83,97B 25,77AB 3,81A

Depois 6,96 + 67,62 + 170,92 x 34,11 = 8,00 =
0,53B 60,74 153,03A 33,84B 4,72A

Controle 7,04 = 57,25 + 129,43 + 50,02 + 6,56 +
0,51B 30,07 53,58B 46,04A 2,89B

Tabela 1 — Valores determinados para os analitos bioquimicos e fluxo salivar.

Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Como a atividade proteolitica é acentuada em pacientes com patologias periodontais,
a concentracdo de proteinas totais na saliva tende a ser inferior relacionado a pacientes
saudaveis (LOOS, Bruno., et al. 2020), (BEL'SKAYA, Lyudmila., et al. 2020). Tal aspecto foi
observado nos resultado (Tabela 1).

41 DISCUSSAO

As doencas periodontais sédo as doengas mais comuns encontradas na cavidade
oral. A maioria dos fatores de risco que influenciam o inicio e a progressdo das doencgas
periodontais sdo considerados modificaveis. Esses fatores de risco modificaveis incluem
regimes inadequados de higiene oral, tabagismo, controle do diabetes e baixo nivel
socioecondmico. Somente praticando uma avaliagéo de risco eficaz, esses pacientes podem
receber os cuidados de que necessitam. Com uma abordagem de equipe interprofissional,
os pacientes com doenca periodontal podem ter melhores resultados (GASNER, N. S, et
al. 2020).

E, esses resultados, muitas vezes utilizam da saliva como material diagnéstico, por
ser 0 método de coleta nao invasivo, ndo dispendioso e de rapida execugdo. Apesar de
muitas vantagens importantes, a saliva tem algumas desvantagens como todo material.
Infelizmente, nem todos os marcadores ocorrem na saliva e, em alguns casos, como a
doenca periodontal, a concentracédo dos fatores testados pode ser ligeiramente alterada.
No entanto, isso ndo muda o fato de que a saliva contém uma série de biomarcadores
importantes. Além dos casos excepcionais, as vantagens de varios testes e métodos
usando saliva determinam que o fluido salivar € uma ferramenta flexivel e muito Gtil em
varios estudos biomédicos. Além disso, explorar os biomarcadores moleculares contidos
na saliva € promissor para o diagnostico precoce, previsdo de risco e monitoramento
do tratamento em muitos distarbios e também em algumas doencas ainda incuraveis do
mundo (WOZNIAK, Monika., et al. 2019).
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Os meios de coleta de amostra de saliva néo influenciam significativamente a
expressdao de mRNA associado ao periodonto salivar, perfis de fatores epigenéticos e
niveis de metilagdo do DNA relacionados ao periodonto. Com base em nossos resultados
(HAN, Pingping., et al. 2019), notou-se que a produgdo excessiva de amdnia provoca
a elevacao do pH do meio (LOOS, Bruno., et al. 2020), (GHARBI, Ahmed., et al. 2019),
como foi observado nos pacientes com doenca periodontal (antes do plano de tratamento).
Convém ressaltar que em individuos adultos saudaveis, o pH mantém-se numa faixa entre
6,2 a 7,4, devido a um eficiente sistema tampé&o promovido pelos sistemas acido carbonico/
bicarbonato e fosfato (FATHIMA, Rukshana., et al. 2019). Ap6s o plano de tratamento o pH
dos pacientes atingiu a normalidade.

Com relacéo ao indice de fosfatase alcalina (FA) foi observada uma diminuicdo em
sua concentragdo apos a realizacéo do tratamento. Esta enzima esta envolvida na hidrélise
de ligacdes ésteres-fosfato de inUmeras moléculas fosforiladas, cujos grupos fosfatos séo
liberados na forma livre e esté presente nas glandulas salivares, par6tida, submandibular
e mucosa, bem como em células epiteliais esfoliadas, leucécitos e bactérias da placa. A
liberacé@o dessa proteina intracelular no fluido salivar é usualmente indicativa de inflamacgao
e/ou destruicao tecidual, podendo ser positivamente correlacionada a gravidade da doenca
periodontal (LOOS, Bruno., et al. 2020) o que justifica o resultado obtido nos testes (Tabela

1).

51 CONCLUSAO

Apos analise dos parametros salivares antes e ap6s o plano de tratamento, foram
observadas alteragbes nos marcadores bioquimicos analisados, refletidos em uma maior
concentracéo de uréia, de proteina, e numa reducéo na concentracao da fosfatase alcalina
apos o plano de tratamento. Além de também ter sido observado a normalidade do pH apds
o plano de tratamento. Portanto, a analise dos parametros salivares, além de ser um método
néo invasivo, apresenta importantes biomarcadores para o diagnéstico e monitoramento na
terapia da doenca periodontal.
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